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RESUMO 

 

Desde o início de 2020, a humanidade enfrentou os desafios impostos pela 

pandemia de COVID-19, uma doença respiratória causada pelo vírus SARS-CoV-2. A 

resposta global para conter essa pandemia concentrou-se, entre outras ações, no 

desenvolvimento de diagnósticos precisos, vacinas eficazes e busca de 

medicamentos adequados. No entanto, obstáculos significativos foram enfrentados no 

campo de diagnóstico, devido à escassez de materiais para coleta, processamento e 

análise de amostras por meio da RT-qPCR, técnica fundamental na detecção do vírus. 

Um dos principais desafios encontrados foi a demora e o alto custo dos procedimentos 

de extração de ácidos nucleicos, dificultando a realização de diagnósticos eficientes. 

Além disso, os complexos procedimentos de preparo de amostras aumentaram o risco 

de contaminação e atrasavam o processo diagnóstico. Associado a isso, o surgimento 

de novas variantes do vírus evidenciou a necessidade de vigilância epidemiológica 

para conter novas ondas e a importância de kits de detecção capazes de auxiliar 

ações de monitoramento. Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo 

desenvolver um reagente de extração rápida de ácidos nucleicos, visando agilizar e 

tornar mais acessível o diagnóstico por RT-qPCR. Além disso, o estudo propôs o 

desenvolvimento de um kit multiplex para detecção de variantes do SARS-CoV-2 por 

meio dessa técnica. Os resultados obtidos demonstraram que o reagente 

desenvolvido possibilitou análises confiáveis por PCR qualitativa. Esse reagente não 

apenas apresentou eficácia, mas também se mostrou vantajoso na redução de custos 

com insumos laboratoriais e materiais plásticos, além de minimizar o risco de 

contaminação. O kit multiplex para detecção de variantes do SARS-CoV-2 

demonstrou eficácia na diferenciação entre variantes, evidenciando que a RT-qPCR 

pode ser uma ferramenta essencial no monitoramento da evolução do vírus. Com a 

implementação bem-sucedida desse reagente e do kit multiplex, espera-se agilizar o 

processo diagnóstico de muitas enfermidades e um acompanhamento melhor do 

surgimento de novas variantes. Esse avanço tecnológico representa um marco na luta 

contra a pandemia, oferecendo uma solução viável e eficiente para a detecção rápida 

e confiável do vírus. Além disso, sua aplicação pode contribuir significativamente para 

o controle da disseminação da doença e para o fortalecimento da saúde pública global. 
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ABSTRACT 

 

Since the beginning of 2020, humanity has faced the challenges imposed by the 

COVID-19 pandemic, a respiratory disease caused by the SARS-CoV-2 virus. The 

global response to contain this pandemic focused, among other actions, on the 

development of accurate diagnostics, effective vaccines, and the search for 

appropriate medications. However, significant obstacles were encountered in the field 

of diagnostics due to the shortage of materials for sample collection, processing, and 

analysis through RT-qPCR, a key technique in virus detection. One of the main 

challenges faced was the delay and high cost of nucleic acid extraction procedures, 

which hindered efficient diagnostic efforts. Furthermore, the complex procedures 

involved in sample preparation increased the risk of contamination and delayed the 

diagnostic process. In addition, the emergence of new virus variants highlighted the 

need for epidemiological surveillance to contain new waves and the importance of 

detection kits capable of supporting monitoring actions. 

In this context, the present work aimed to develop a rapid nucleic acid extraction 

reagent to speed up and make RT-qPCR diagnosis more accessible. Moreover, the 

study proposed the development of a multiplex kit for the detection of SARS-CoV-2 

variants using this technique. The results obtained demonstrated that the developed 

reagent enabled reliable analyses through qualitative PCR. This reagent not only 

proved to be effective but also advantageous in reducing costs associated with 

laboratory supplies and plastic materials, in addition to minimizing the risk of 

contamination. The multiplex kit for the detection of SARS-CoV-2 variants showed 

efficacy in differentiating between variants, demonstrating that RT-qPCR can be an 

essential tool in monitoring the virus's evolution. 

With the successful implementation of this reagent and the multiplex kit, it is 

expected that the diagnostic process for many diseases will be expedited and that the 

emergence of new variants will be better tracked. This technological advancement 

represents a milestone in the fight against the pandemic, offering a viable and efficient 

solution for the rapid and reliable detection of the virus. Furthermore, its application 

may significantly contribute to controlling the spread of the disease and strengthening 

global public health. 

 

Keywords: SARS-CoV-2; nucleic acid extraction; RT-qPCR; multiplex. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

No cenário em constante evolução da pesquisa científica e da medicina, o 

diagnóstico preciso de doenças infecciosas desempenha um papel fundamental na 

proteção da saúde pública global. Nesse contexto, a técnica da Reação em Cadeia 

da Polimerase (PCR) emergiu como uma ferramenta pioneira, permitindo a detecção 

sensível e específica de material genético e, consequentemente, a identificação de 

agentes patogênicos. Embora seja uma técnica altamente sensível, a técnica de PCR 

exige equipamentos complexos e de alto custo, mão de obra especializada, reagentes 

caros, e específicos.  

A eficácia da PCR depende não apenas de suas nuances, mas também da 

qualidade do material genético isolado para análise, e por isso, possui significativa 

relevância das técnicas de extração de ácidos nucleicos que precedem a amplificação 

por PCR. Desde as tradicionais colunas de sílica até os modernos métodos de 

extração rápida, cada abordagem oferece um equilíbrio delicado entre eficiência, 

pureza e custo. As técnicas tradicionais (como colunas de sílica e solventes fenólicos), 

quando realizadas em escala manual, podem ser fonte de contaminação, gerar grande 

quantidade de resíduo químico e material plástico, além de exigirem quantidade de 

tempo de operação considerável e elevado custo. Já os reagentes de extração rápida 

permitem obtenção de material não purificado, ideal para análises qualitativas, com 

custo reduzido, menor chance de contaminação entre amostras e menor geração de 

resíduos químicos e plásticos. Essas técnicas desempenham um papel essencial na 

preparação de amostras para análise subsequente, demonstrando a complexidade 

inerente ao campo da biologia molecular. 

A pandemia de COVID-19, decretada pela Organização Mundial de Saúde 

(OMS) em 2020, desencadeou uma transformação sem precedentes na sociedade 

global, desafiando os sistemas de saúde, a economia e os padrões de vida. O vírus 

causador, o SARS-CoV-2, se espalhou rapidamente por todo o mundo, levando a uma 

crise de saúde pública de proporções históricas. A propagação acelerada do vírus foi 

impulsionada pela crescente interconexão global, evidenciando como um surto local 

pode se transformar em uma crise global em questão de semanas. Além disso, a 

rápida evolução do vírus e o surgimento de variantes mais transmissíveis e 

possivelmente mais letais adicionaram uma camada adicional de complexidade à 

gestão da pandemia.  
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Assim, a pesquisa científica emergiu como uma ferramenta vital para entender, 

combater e controlar a doença, desencadeando uma demanda urgente por métodos 

de diagnóstico eficientes e ágeis e por ferramentas mais simples para extração de 

ácidos nucléicos. Associado a isso, o surgimento de novas variantes revelou a 

necessidade de monitorização epidemiológica para acompanhamento da evolução 

viral. Contudo, os ensaios de monitorização envolvem o sequenciamento genético, 

uma técnica complexa e de elevado custo. 

Diante da situação da pandemia, esse trabalho se volta para o desenvolvimento 

de reagentes de extração rápida de ácidos nucléicos e kit de diagnóstico de variantes 

de SARS-CoV-2 por PCR em tempo real (RT-qPCR). O objetivo principal é criar 

ferramentas que simplifiquem e otimizem as etapas desde a extração do material 

genético até a amplificação e detecção de algumas variantes do vírus. 

O desenvolvimento de um reagente de extração rápida de ácidos nucleicos 

proposto neste trabalho, visa superar as barreiras da etapa preparatória de amostras, 

permitindo uma análise mais rápida e eficiente. A validação abrangente desse 

reagente em diversas matrizes biológicas foi crucial para garantir a universalidade e 

robustez do método. Além disso, a pesquisa incluiu um ensaio de estabilidade do 

reagente, explorando suas propriedades ao longo do tempo e em diferentes condições 

de armazenamento. 

Em relação a abordagem da COVID-19 em um nível molecular, o trabalho 

envolve não apenas na detecção do vírus em si, mas também na compreensão de 

algumas de suas variações genéticas e de suas ramificações clínicas. O desenho de 

iniciadores (primers) e sondas específicos para a detecção de variantes do SARS-

CoV-2 por RT-qPCR representa uma resposta proativa à evolução constante do vírus, 

garantindo que as técnicas de diagnóstico permaneçam precisas. O desenvolvimento 

de um kit multiplex de RT-qPCR para detecção de variantes de SARS-CoV-2, 

proposto nesse trabalho, tem o potencial de fornecer dados sobre a prevalência e a 

disseminação das variantes do vírus, possibilitando a gestão de estratégias de saúde 

pública e intervenção. 

O desenvolvimento de métodos de diagnóstico precisos e eficazes, como os 

baseados em técnicas de PCR abordados neste trabalho, desempenhou um papel 

crucial na resposta global à pandemia, permitindo a detecção precoce, o rastreamento 

de casos e a implementação de estratégias de mitigação. A pandemia de COVID-19 

trouxe à tona não apenas os desafios de saúde imediatos, mas também a importância 
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da colaboração internacional, da pesquisa científica ágil e do avanço tecnológico para 

enfrentar as ameaças emergentes à saúde global. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA  

 

2.1 REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) 

 

A reação em cadeia da polimerase (PCR – Polymerase Chain Reaction) é uma 

técnica revolucionária na biologia molecular que permite amplificar regiões específicas 

do DNA. A técnica foi descoberta na década de 1980 e gerou um impacto significativo 

nas áreas de pesquisa científica, diagnóstico médico e forense (Bartlett; Stirling, 

2003). 

 

2.1.1 Descoberta da PCR 

 

A descoberta da PCR é atribuída historicamente a Kary Banks Mullis, um 

cientista que trabalhava em uma empresa de biotecnologia chamada Cetus 

Corporation, localizada na Califórnia. Em 1983, o cientista idealizou uma técnica para 

replicar o DNA a partir de ciclos de temperatura, porém esta só foi conhecida pelo 

público em 1985 quando foi utilizada para fazer cópias de DNA de uma amostra 

escassa na área forense (Bartlett; Stirling, 2003). 

Após a concepção inicial, Mullis e sua equipe trabalharam para transformar a 

ideia em uma técnica viável. A primeira versão da PCR exigia a adição manual de 

enzimas a cada ciclo de amplificação, o que tornava o processo demorado e propenso 

a erros, em especial pela adição repetida da polimerase que degradava a cada ciclo 

(Mullius et al., 1986). 

Posteriormente, outros cientistas auxiliaram o desenvolvimento da técnica, 

como o canadense Michael Smith, que aplicou a automatização à reação utilizando 

uma máquina que poderia realizar ciclos de temperatura controlados e adicionar 

automaticamente os componentes necessários (Rabinow, 1996). Em 1993, essa 

descoberta rendeu o Prêmio Nobel de Química a Mullis e a Smith (Khorana et al., 

1976; Rabinow, 1996).  

Com o aprimoramento da reação de PCR, o seu uso foi expandido, se tornando 

uma técnica essencial em diversas áreas. Na área da saúde, por exemplo, é utilizada 

para o diagnóstico de doenças genéticas, infecções virais, bacterianas e fúngicas 

(Bustin; Mueller, 2005).  A PCR também é fundamental na pesquisa em biologia 

molecular, genética e evolução, permitindo a análise de sequências de DNA, a 
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identificação de genes responsáveis por características específicas e a compreensão 

de padrões de expressão gênica (Erlich, 1989). Além disso, a PCR desempenha um 

papel crucial em aplicações forenses, como a identificação de suspeitos com base em 

evidências de DNA.  

 

2.1.2 Componentes e etapas da PCR 

 

A PCR baseia-se no processo natural de replicação do DNA que ocorre nas 

células vivas, em que o DNA é duplicado através da atuação da enzima DNA 

polimerase. A técnica de PCR tradicional desenvolvida utiliza um DNA alvo, uma 

enzima termoestável chamada Taq polimerase, iniciadores específicos de DNA 

(primers) e nucleotídeos (dNTPs - desoxinucleotídeos trifosfatos) para amplificar 

seletivamente um segmento desejado do DNA (Rahman et al., 2013). Além dos 

componentes listados acima, a reação também necessita de um ambiente controlado 

por um tampão para fornecer as condições ideais de pH e concentração de íons, além 

de cofatores, como o magnésio, que são necessários para a atividade da Taq 

polimerase (Rahman et al., 2013). 

No processo de PCR, a enzima DNA polimerase permite a replicação do DNA 

por polimerizar os nucleotideos. Atualmente, o mais comum é a utilização de DNA 

polimerase purificada ou clonada de uma bactéria extremófila, Thermus aquaticus, 

que vive em fontes termais e resiste a temperaturas elevadas, a qual é chamada de 

Taq polimerase (Kadri, 2020). A Taq Polimerase foi descoberta em 1969, quando 

Thomas D. Brock a isolou pela primeira vez (Brock; Freeze, 1969). A grande vantagem 

de usar essa polimerase é que ela é capaz de suportar temperaturas que costumam 

ser suficientes para desnaturar a maioria das proteínas, permitindo ciclos repetidos de 

reação, sem necessidade de reposição enzimática, encurtando o processo de PCR 

(Singh et al., 2014). A bactéria Thermus aquaticus encontra sua temperatura de 

conforto em 72°C, temperatura ótima para a atividade de sua polimerase (Lawyer et 

al., 1989).  

Durante a síntese de novas fitas de DNA, catalisada pela enzima DNA 

polimerase, ocorre uma reação de polimerização envolvendo a formação de ligações 

fosfodiéster. Essa ligação ocorre entre o grupo hidroxila (–OH) do carbono 3' da 

desoxirribose da cadeia em crescimento e o grupo fosfato do nucleotídeo trifosfatado 

complementar ao molde. A energia necessária para essa reação é fornecida pela 
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quebra das ligações entre os três fosfatos do dNTP, com liberação de um pirofosfato 

inorgânico, e não de água, como ocorre em reações de condensação clássicas 

(Rahman et al., 2013). 

Esse processo é altamente específico, pois a adição de cada novo nucleotídeo 

depende do pareamento complementar com a fita molde (A com T, G com C). A 

correta orientação e pareamento das bases garantem que a polimerase alinhe 

adequadamente o novo dNTP ao grupo 3'-OH da cadeia em crescimento. A ligação 

fosfodiéster resultante promove o avanço da síntese da fita de DNA, com extensão 

contínua na direção 5' para 3', obedecendo às exigências estruturais da enzima. Por 

isso, costuma-se dizer que a cadeia de DNA é sintetizada no sentido 5' → 3' (Bartlett; 

Stirling, 2020). Geralmente 1 a 1,5 U de Taq polimerase é necessária em 50μL de 

mistura de reação, podendo variar dependendo da quantidade de inibidores presentes 

na mistura reacional (Singh et al., 2014). 

Os primers são responsáveis por definir qual fragmento do DNA deve ser 

amplificado. Em geral, são sequências curtas de 18 a 25 pares de bases, que se 

complementam no início e fim do fragmento de DNA a ser amplificado (Chuang; 

Cheng; Yang, 2013). São chamados de forward e reverse, que se ligam ao DNA molde 

na sequência 5’-3’ e 3’-5’, respectivamente. Após se ligarem ao molde de DNA nos 

pontos iniciais e finais, a polimerase se liga e começa a síntese de novo DNA, 

adicionando nucleotídeos disponíveis no meio reacional (Rahman et al., 2013). Os 

primers garantem a especificidade da reação e, por isso, não devem se 

autocomplementar ou complementar a qualquer outro primer na mistura de reação, 

de modo a evitar a formação de dímeros (Vallone; Butler, 2004). 

Em geral, os demais itens da mistura reacional devem ser ajustados de forma 

a fornecer as melhores condições de atividade para a polimerase. Contudo, a maioria 

dos kits comerciais fornecem uma mistura reacional de tampão Tris-HCl 100 mM, pH 

9,0; MgCl2 a 15 mM, KCl a 500 mM (NCBI, 2023). O tampão Tris-HCl é responsável 

pela manutenção do pH ótimo de atividade da polimerase e o Mg2+ é responsável por 

quelar cargas negativas do dNTP, facilitando o ataque nucleofílico da polimerase e a 

formação de ligações fosfodiester. Além disso, os íons metálicos Mg2+ atuam como 

cofator para a DNA polimerase em PCR (Singh et al., 2014).  

Fornecidas todas as condições, o ciclo de PCR é composto por três etapas 

principais: desnaturação, anelamento e extensão (Figura 1). 
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Figura 1 - Etapas da PCR. 

 

Fonte: elaborado pela autora (2023) – BioRender. 

 

Na etapa de desnaturação, a mistura reacional é aquecida a 94 °C – 96 °C para 

separar as duas fitas de DNA uma da outra. As cadeias duplas se transformam em 

cadeias simples devido ao rompimento das ligações de hidrogênio em altas 

temperaturas. Com a finalidade de estabelecer maior separação das cadeias, é 

recomendado a manutenção da temperatura por 1 a 9 minutos, podendo variar de 

acordo com a proporção dos componentes reacionais (Higuchi et al., 1992). 

A desnaturação inicial é seguida por ciclos repetidos (30 a 45) de desnaturação, 

anelamento e extensão. A segunda desnaturação, assim como na primeira, envolve o 

aquecimento à 95 °C da molécula de DNA alvo de fita dupla por 30-55 segundos 

(Singh et al., 2014). 

Em seguida, ocorre o anelamento dos primers às sequências específicas do 

DNA alvo, permitindo que a Taq polimerase inicie a replicação. Para que esta etapa 

ocorra, a mistura reacional é resfriada a 40 ºC – 70 ºC (dependendo da temperatura 

de hibridização do primer), por 10 a 60 segundos, favorecendo a formação de ligações 

de hidrogênio entre as sequências (Higuchi et al., 1992; Kadri, 2020). 

Por fim, ocorre a extensão, na qual a Taq polimerase sintetiza novas fitas de 

DNA complementares a partir dos primers, gerando assim múltiplas cópias do 

segmento de interesse. A faixa de temperatura ideal para esta etapa é 72 ºC a 80 °C, 

quando ocorre a ativação da polimerase e construção de uma nova fita. Assim, a 

polimerase adiciona bases nitrogenadas na direção 5` → 3`. No próximo ciclo, os 

fragmentos sintetizados no ciclo anterior são, por sua vez, matrizes para novas fitas, 

de forma que a cada ciclo dobr-se a quantidade de DNA presente no ciclo anterior 

(Kadri, 2020; Pelt-Verkuil; Belkum; Jonh, 2008). 
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2.1.3 Variações da técnica de PCR 

 

Além da PCR convencional, outras variações da PCR foram desenvolvidas, 

ampliando as aplicações da técnica. Entre as variações mais importantes, pode-se 

citar a PCR em tempo real (qPCR) e a PCR de transcriptase reversa (RT-PCR).  

A PCR em tempo real é a principal evolução da técnica de PCR e que ampliou 

as aplicações da PCR para pesquisadores em todo o mundo. A PCR em tempo real 

permitiu a detecção e quantificação do DNA durante o processo de amplificação, 

proporcionando uma análise mais precisa (Valasek; Repa, 2005). Enquanto na PCR 

convencional, após a conclusão de todos os ciclos de amplificação, os produtos de 

amplificação são analisados separadamente em géis de agarose ou por métodos de 

detecção, como coloração com brometo de etídio, para determinar a presença, 

ausência ou quantificar o DNA amplificado, na PCR em tempo real, a técnica é 

acoplada ao acompanhamento “em tempo real” dos produtos de PCR à medida que 

são gerados (Rebrikov; Trofimov, 2006). Assim, é possível monitorar a amplificação 

do DNA durante cada ciclo de temperatura em tempo real, enquanto ela ocorre. Além 

dos componentes reacionais convencionais, são necessários fluoróforos que emitem 

fluorescência quando se ligam ao DNA amplificado. Durante a amplificação, um 

detector de fluorescência registra a intensidade de fluorescência emitida a cada ciclo 

de temperatura, permitindo a quantificação em tempo real do DNA amplificado 

(Valasek; Repa, 2005). 

A curva de amplificação ideal de uma PCR em tempo real (Figura 2), quando 

plotada como intensidade de fluorescência em relação ao número do ciclo, é uma 

curva de crescimento sigmoidal (Heid et al., 1996). A amplificação inicial não é 

visualizada porque o sinal de detecção é indistinguível do resíduo. No entanto, quando 

há material amplificado suficiente, o progresso exponencial pode ser monitorado à 

medida que a taxa de amplificação entra em uma fase log-linear. A cada ciclo 

reacional, a quantidade de produto é dobrada (Rahman et al., 2013). À medida que os 

primers e a enzima se tornam limitantes e os produtos inibidores da PCR se 

acumulam, a reação diminui, entrando em uma fase de transição, eventualmente 

atingindo a fase de platô, no qual há a exaustão de reagentes e enzimas (Heid et al., 

1996; Mackay; Arden; Nitsche, 2002). O ponto em que a fluorescência passa de níveis 

insignificantes para níveis claramente detectáveis é chamado de Threshold. A partir 

do Threshold é possível definir o ponto de ciclagem em que os níveis são detectados, 
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sendo chamado de ciclo limiar (CT - threshold cycle). O valor do CT é então usado no 

cálculo de quantificação de material genético durante a PCR quantitativa em tempo 

real. 

 

Figura 2 - Curva de amplificação ideal de uma PCR em tempo real. 

 

Onde, A: representa a fase log-linear; B: representa o platô; Seta: CT - threshold 

cycle. 

Fonte: Elaborado pela autora (2023) – BioRender. 

 

Já a RT-qPCR significa reação em cadeia da polimerase com transcrição 

reversa e é utilizada quando o material de partida é o RNA. Neste caso, a enzima 

transcriptase reversa tem papel chave para transcrever o RNA em DNA. Dessa forma, 

o RNA é primeiro transcrito em DNA complementar (cDNA) pela transcriptase reversa, 

partindo do RNA total ou do RNA mensageiro (mRNA) (Figura 3). O cDNA obtido é 

então usado como modelo para a PCR (Kadri, 2020). 

 

Figura 3 - Etapas da RT-qPCR. 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2023) – BioRender. 

 

Posteriormente, o acomplamento da reação de transcrição reversa com a 

ténica de PCR em tempo real (RT-qPCR), como mostrado na Figura 3, permitiu nova 

ampliação nas áreas de aplicação da PCR, pois possibilitou, por exemplo, a detecção 
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de expressão gênica e o diagnóstico de infecções por vírus de RNA. A RT-qPCR pode 

ser realizada em um ensaio de uma ou duas etapas (Figura 4). Os ensaios de uma 

etapa combinam transcrição reversa e PCR em um único tubo e tampão, usando uma 

transcriptase reversa junto com uma polimerase de DNA. A RT-qPCR de uma etapa 

utiliza primers específicos de sequência tanto para a transcrição reversa do RNA em 

DNA complementar (cDNA) quanto para a amplificação subsequente por PCR. Nos 

ensaios de duas etapas, as etapas de transcrição reversa e PCR são realizadas em 

tubos separados, com diferentes tampões otimizados e condições de reação (Bustin, 

2004). 

 

Figura 4 - Esquema representativo de RT-qPCR em uma etapa versus RT-

qPCR de duas etapas. 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2023) – BioRender. 

 

2.1.4 Vantagens e desvantagens da PCR 

 

A grande vantagem dos ensaios de PCR é que a técnica apresenta uma 

sensibilidade muito maior do que outras técnicas, possibilitando a detecção segura de 

diferenças de expressões gênicas, mesmo que mínimas (Wong; Medrano, 2005). 

Além disso, é um método rápido para amplificar sequências de DNA, fornecendo 

resultados em questão de horas, sendo bastante versátil, uma vez que pode ser 

aplicada a uma ampla gama de amostras biológicas, incluindo DNA genômico, RNA 

mensageiro (mRNA) e DNA complementar (cDNA), provenientes de diferentes fontes. 
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A principal desvantagem da PCR em tempo real é que ela requer 

equipamentos, reagentes caros, além de mão de obra especializada. Devido à sua 

sensibilidade extremamente alta, o risco de contaminação cruzada pode acarretar 

resultados falsos positivos, sendo necessária grande cautela em todos os passos que 

antecedem (coleta e extração de ácido nucleico) até os passos posteriores à PCR 

(análise de dados) (Silva et al., 2022). Nesse sentido, a extração de ácidos nucleicos 

é um passo importante para a obtenção de DNA ou RNA com qualidade suficiente 

para garantir a segurança do ensaio de PCR. 

 

2.2 EXTRAÇÃO E PURIFICAÇÃO DE ÁCIDOS NUCLEICOS  

 

2.2.1 Extração de ácidos nucleicos 

 

Na técnica de PCR, a extração de ácidos nucleicos é uma etapa crucial para 

obter o material genético alvo a ser amplificado e fornecer dados para análise. Essa 

etapa é necessária para expor o DNA ou RNA de uma amostra biológica, como 

células, tecidos ou fluidos corporais. Consequentemente, a obtenção de quantidade 

suficiente de material genético permite sua amplificação por PCR (Ali et al.,2017). 

Contudo, é importante destacar que a extração de ácidos nucleicos é uma 

etapa crítica e sensível, pois a qualidade e a quantidade do material genético extraído 

podem afetar diretamente os resultados da amplificação por PCR (Tan; Yiap, 2009). 

Portanto, é fundamental seguir boas práticas de laboratório e utilizar métodos 

confiáveis e validados para garantir uma extração eficiente e de alta qualidade. No 

passado, o processo de extração e purificação de ácidos nucleicos costumava ser 

complicado, demorado, trabalhoso e limitado em termos de rendimento geral (Tan; 

Yiap, 2009). Embora atualmente existam inúmeros equipamentos para automação da 

extração de ácidos nucleicos, centros de pesquisa e laboratórios de pequeno e médio 

porte ainda utilizam técnicas manuais de extração (Silva et al., 2022). 

Para essas situações, existem várias técnicas de extração de ácidos nucleicos 

disponíveis e a escolha do método depende do tipo de amostra e do objetivo do 

estudo. As opções de técnicas de extração incluem kits de extração com solventes 

fenólicos a kits com colunas de sílica e tampões contendo PEG, que promovem a 

purificação dos ácidos nucleicos através de etapas de lavagem. Entre os métodos 

manuais mais utilizados, merecem destaque a extração convencional por compostos 
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fenólicos, a extração por colunas de sílica e a extração por beads magnéticos (Ali et 

al., 2017). 

Em geral, todas as técnicas convencionais envolvem quatro etapas, que podem 

ser moduladas dependendo da amostra: ruptura celular; remoção de lípidos de 

membrana, proteínas e constituintes celulares; purificação dos ácidos nucleicos; e 

concentração dos ácidos nucleicos (Goldberg, 2015). 

 

2.2.1.1 Extração e purificação de ácidos nucleicos por compostos fenólicos 

 

A extração de ácidos nucleicos utilizando componentes fenólicos foi, durante 

muito tempo, conhecida como método de referência para extração de RNA e DNA. 

Em fato, essa extração envolve a participação de três agentes químicos: tiocianato de 

guanidina, fenol e clorofórmio. Atualmente, existem reagentes disponíveis 

comercialmente constituídos pela mistura desses reagentes prontos para uso, como 

o caso do TRIzol (Thermo Fisher Scientific Brand) e Brazol (LGC Biotecnologia). 

Ambos os reagentes são usados para extrair RNA ou DNA, dependendo do protocolo 

utilizado (Simms; Chomczynski, 1993). 

A extração de ácidos nucleicos com compostos fenólicos, segue os seguintes 

passos (Figura 5) (Nova Biotecnologia, 2022; Thermofischer, 2016): 

• Lise Celular: A mistura de tiocianato de guanidina e fenol é adicionada à 

amostra contendo as células. A guanidina presente no reagente desativa as 

ribonucleases (enzimas que degradam o RNA e DNA) e rompe as 

membranas celulares, liberando o material genético. 

• Separação de Fases: Após a lise, é adicionado um agente desproteinizante, 

como o clorofórmio. Isso resulta na formação de uma mistura tripartida com 

uma fase aquosa, uma fase orgânica (geralmente fenol/clorofórmio) 

contendo proteínas e lipídios, e uma interface, que contém uma pequena 

quantidade de material genético. O RNA permanece exclusivamente na fase 

aquosa, o DNA pode ser encontrado na interface entre a fase orgânica e a 

fase aquosa e as proteínas exclusivamente na fase orgânica.  

• Precipitação do RNA/DNA: A fase aquosa e a interface são separadas 

cuidadosamente das outras fases por centrifugação. Em seguida, é 

adicionado álcool (geralmente isopropanol, para RNA, ou etanol para DNA) 
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para precipitar o RNA/DNA. Essa etapa permite a separação do material 

genético das proteínas e outros contaminantes. 

• Lavagem e Purificação: O precipitado é lavado com etanol para remover 

resíduos e contaminantes. Em seguida, o precipitado é ressuspenso em 

uma solução adequada, como água livre de ribonucleases ou tampão de 

eluição, para purificar o RNA/DNA e obter uma concentração final adequada 

para análises subsequentes. 

 

Figura 5 - Esquema representativo da extração de RNA por compostos fenólicos. 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2023) – BioRender. 

 

O método de extração de ácidos nucleicos por compostos fenólicos permite 

obter material com alta pureza e rendimento, porém é importante mencionar que 

tiocianato de guanidina, fenol e clorofórmio são produtos químicos perigosos e tóxicos 

(Chomczynski; Sacchi, 1987). Outro fator impactante do uso desse método de 

extração é a quantidade de material plástico (ponteiras e microtubos) utilizado, 

gerando grande quantidade de resíduos (Silva et al., 2022). Além disso, o tempo e a 

temperatura de incubação, bem como as proporções entre os reagentes, podem variar 

dependendo do tipo de amostra e das especificações do protocolo utilizado. Ainda, 
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nem toda amostra forma pellet visível a olho nu, podendo ocasionar erros e perda do 

material durante a execução da técnica. 

 

2.2.1.2 Extração e purificação de ácidos nucleicos em fase sólida 

 

A extração de ácidos nucleicos em fase sólida utiliza colunas de sílica e é um 

método amplamente utilizado, disponível comercialmente, mais eficaz e rápido que o 

método de extração por solventes fenólicos (Tan; Yiap, 2009). 

O fundamento dessa técnica é a capacidade da sílica de adsorver ácidos 

nucleicos em presença de altas concentrações de sais e etanol. Nesta técnica, os íons 

de sódio são responsáveis por atrair o oxigênio carregado negativamente presente no 

grupo fosfato do ácido nucléico, mantendo o ácido nucleico insolúvel devido ao 

fenômeno conhecido como “salting out” na presença de condições de alto teor de sal 

e pH ácido (Ali et al., 2017). Quatro etapas principais envolvidas na extração em fase 

sólida são lise celular, adsorção de ácidos nucleicos, lavagem e eluição (Figura 6). 

Após a lise celular, a amostra contendo os ácidos nucleicos é aplicada na coluna de 

sílica e, em seguida, são adicionados agentes desnaturantes, como sais e etanol, que 

ajudam a promover a adsorção dos ácidos nucleicos na matriz. Em seguida, a coluna 

é lavada para remover impurezas e, finalmente, os ácidos nucleicos são eluídos da 

coluna em um volume reduzido, geralmente utilizando um tampão específico ou água 

livre de nuclease (Esser; Marx; Lisowsky, 2005). Normalmente, é necessária 

centrifugação rápida, filtração a vácuo ou separação de coluna durante as etapas de 

lavagem e eluição do processo de purificação.  

A utilização de colunas de sílica para extração de ácidos nucleicos apresenta 

diversas vantagens, sendo a principal a obtenção de material altamente puros, livres 

de contaminantes e inibidores que podem interferir em aplicações subsequentes, 

como PCR e sequenciamento. Porém, embora disponíveis comercialmente em ampla 

escala, as colunas de sílica podem ser relativamente caras, especialmente quando 

são necessárias muitas extrações em larga escala. Além disso, o processo de 

extração por colunas de sílica pode ser demorado, pois envolve várias etapas de 

lavagem e eluição, o que pode limitar a escalabilidade em termos de processamento 

de muitas amostras. É importante notar que esta é uma técnica susceptível à 

contaminação (Ali et al., 2017). 
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Figura 6 - Esquema representativo da extração de ácidos nucleicos com coluna de 

sílica. 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2023) – BioRender. 

 

Outra importante técnica de extração em fases sólidas é a separação 

magnética. Para o processo de purificação são utilizados carreadores magnéticos com 

ligantes de afinidade imobilizados ou preparados a partir de biopolímeros que 

apresentem afinidade com o ácido nucleico alvo (Berensmeier, 2006). 

Entre as tecnologias mais utilizadas na extração magnética, a mais comum é a 

utilização de esferas magnéticas (beads magnéticos), acopladas a sistemas tampões 

adequados para um procedimento de extração rápido e eficiente. Para purificar, um 

imã é aplicado no tubo contendo a amostra misturada com os grânulos magnéticos 

funcionalizados (ARCHER et al., 2006). Em geral, a utilização de beads magnéticos 

envolve extratores automatizados. A obtenção de ácidos nucléicos purififcados por 

essa técnica também envolve uma etapa inicial de lise celular, ligação do ácido 

nucleico às beads magnéticas, separação dos contaminantes por separação 

magnéticas, lavagem e eluição do ácido nucléico com água ou tampão de eluição 

(Figura 7) (Berensmeier, 2006.) 

Entre as vantagens da técnica, pode-se citar facilidade de executar, alto 

rendimento, alta processabilidade de amostras e obtenção de material mais íntegro. 

A principal desvantagem é que os reagentes necessários para a extração por beads 

magnéticos podem ser mais caros do que outros métodos de extração e é uma técnica 

susceptível a contaminação (Ali et al., 2017).  
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Figura 7 - Esquema representativo da extração de ácidos nucleicos com beads 

magnéticas. 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2025) – BioRender. 

 

2.2.1.3 Extração rápida de ácidos nucleicos 

 

Os reagentes de extração rápida de ácidos nucleicos oferecem uma 

abordagem rápida e eficiente para a extração de DNA ou RNA a partir de uma 

variedade de amostras biológicas. Os reagentes são compostos por uma mistura de 

enzimas e tampões otimizados para lise celular, inativação de enzimas endógenas e 

preservação do material genético (Silva et al., 2022). 

Geralmente, esses reagentes permitem a extração direta do DNA ou RNA 

através de lise térmica, o que simplifica o processo de extração e economiza tempo. 

O procedimento, em geral, envolve a adição de uma pequena quantidade da amostra 

biológica (por exemplo, células, tecidos ou fluidos biológicos) a um microtubo 

contendo o reagente. A mistura é aquecida a uma temperatura específica, geralmente 

entre 65°C e 98°C, por um curto período. Esse aquecimento promove a lise térmica 

das membranas e liberam o DNA/RNA da amostra, além de ativar as enzimas contidas 

no reagente para inativação de nucleases e proteção do material extraído. Após a lise, 

o tubo é resfriado e o extrato contendo o DNA ou RNA está pronto para uso em 

aplicações subsequentes, como PCR, eletroforese, entre outros (Ladha et al., 2020; 

Silva et al., 2022). 



34 
 

 

2.2.1.4 Avaliação da integridade do RNA extraído  

 

A avaliação da integridade do RNA é uma etapa essencial nos experimentos 

de biologia molecular, especialmente naqueles que envolvem análise de expressão 

gênica, como RT-qPCR, microarrays e sequenciamento de RNA (RNA-Seq). O RNA 

é uma molécula altamente suscetível à degradação por ribonucleases (RNases), o 

que pode comprometer seriamente a fidelidade dos resultados. A integridade 

inadequada do RNA pode levar à perda de fragmentos específicos, prejudicando a 

detecção de transcritos e comprometendo a reprodutibilidade dos dados obtidos 

(Fleige; Pfaffl, 2006; Schroeder et al.,2006). 

Diversos estudos demonstram que a qualidade do RNA afeta diretamente a 

precisão das análises. Fleige e Pfaffl (2006) demonstraram que a degradação do RNA 

pode levar a erros significativos na quantificação por RT-qPCR, influenciando a 

interpretação da expressão gênica mesmo quando os controles internos são utilizados 

corretamente. 

Assim é importante a avaliação prévia da integridade do RNA por meio de 

tecnologias baseadas em eletroforese capilar, como o Bioanalyzer (Agilent 

Technologies). Esse equipamento permite calcular o RNA Integrity Number (RIN), 

uma métrica padronizada que varia de 1 (RNA totalmente degradado) a 10 (RNA 

intacto), com base no perfil eletroforético das subunidades ribossomais. Segundo 

Schroeder e colaboradores (2006), o uso do RIN permite comparar diferentes 

amostras de forma objetiva e automatizada, promovendo maior confiabilidade nos 

resultados experimentais. 

 

2.3 MÉTODOS DE QUANTIFICAÇÃO DE AMPLIFICAÇÃO POR PCR 

 

Após a extração dos ácidos nucleicos, o material pode ser utilizado nos ensaios 

de PCR, utilizando diferentes kits de detecção disponíveis no mercado. Os 

equipamentos de detecção geralmente quantificam o material amplificado a partir da 

intensidade de fluorescência emitida por algum fluoróforo que se liga ao ácido 

nucléico. Algumas técnicas de ligação ao ácido nucleico e emissão de fluorescência 

merecem destaque, como os sistemas que utilizam o SYBR Green e os sistemas que 

utilizam sondas de hidrólise (singlex ou multiplex), tipo TaqMan. 
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Os sistemas de emissão de fluorescência por SYBR Green utilizam este como 

corante fluorescente que se liga inespecificamente ao DNA de fita dupla. Durante a 

qPCR, à medida que os produtos de amplificação de DNA são gerados, o SYBR se 

liga a eles emitindo fluorescência quando excitado por uma fonte de luz adequada. A 

detecção de PCR com SYBR é amplamente utilizada, pois é simples, versátil e não 

requer sondas ou primers marcados com fluoróforos específicos. Porém, o SYBR não 

diferencia entre o produto de amplificação específico e produtos inespecíficos, se 

presentes, ou seja, ele irá se ligar e emitir fluorescência para qualquer fita dupla 

presente na reação (Arya et al., 2005; Morrison; Weis; Wittwer, 1998). 

As sondas de hidrólise, como sondas do tipo Taqman, consistem em uma 

sequência oligonucleotídica marcada com um fluoróforo na extremidade 5' e um 

quencher (para estabilizar o fluoróforo) na extremidade 3'. O quencher tem o papel de 

inibir a fluorescência do fluoróforo, quando ambos estão próximos. A sonda é 

projetada de forma que sua sequência de hibridização seja complementar a uma 

região específica dentro do amplicon alvo, ou seja, entre os primers. Durante a fase 

de extensão da PCR, a sonda de hidrólise se liga especificamente ao amplicon alvo, 

mantendo o fluoróforo e o quencher próximos um do outro. A enzima DNA polimerase, 

durante a amplificação da PCR, inicia a síntese de uma nova fita de DNA 

complementar ao molde de DNA. Quando a enzima DNA polimerase alcança a sonda, 

ela reconhece a sequência complementar, que é clivada na posição correspondente 

ao local de hibridização. Isso libera o fluoróforo e separa o quencher, resultando em 

uma emissão de fluorescência detectável (Arya et al., 2005; Bustin, 2000). 

Diferentemente do sistema SYBR Green, uma das vantagens das sondas de 

hidrólise é que elas conferem alta especificidade ao método de detecção, pois a sonda 

deve se ligar exatamente à sequência complementar do amplicon alvo. No entanto, a 

utilização de sondas de hidrólise requer um design e otimização cuidadosos, incluindo 

a escolha das sequências de sondas e primers, bem como a seleção adequada de 

fluoróforos e quenchers compatíveis (Arya et al., 2005; Bustin, 2000). Desta forma, 

quanto mais sequências amplificadas, mais sondas se ligam e são clivadas, 

produzindo maior intensidade de fluorescência. 

Outros importantes sistemas, consistem nos sistemas de detecção por sondas 

de FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) e sondas de Beacons de 

Hairpin. Os sistemas de detecção por sondas de FRET utilizam sondas que contêm 

dois fluoróforos próximos um do outro. Um fluoróforo é responsável pela excitação 
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(fluoróforo doador), enquanto o outro detecta a fluorescência emitida (fluoróforo 

aceitador). Durante a amplificação da PCR, a sonda hibridiza com o alvo específico e, 

quando ocorre a extensão da sonda pela enzima DNA polimerase, os fluoróforos ficam 

em proximidade suficiente para permitir a transferência de energia. Isso resulta em 

um sinal de fluorescência detectável apenas quando a sonda está ligada ao alvo 

específico (Jothikumar; Hill; Narayanan, 2009). Já os sistemas de detecção por 

sondas de Beacons de Hairpin utilizam sondas que se dobram em uma estrutura em 

forma de grampo de cabelo (hairpin) quando não estão ligadas ao alvo. A sonda 

contém um fluoróforo e um quencher próximos na forma de hairpin, o que suprime a 

fluorescência. No entanto, quando a sonda se liga ao alvo complementar, ocorre a 

abertura da estrutura hairpin, afastando o fluoróforo do quencher, resultando na 

emissão de fluorescência (Tyagi; Kramer, 1996). 

As técnicas de emissão de fluorescência utilizando sondas permitem a 

identificação de um ou mais alvos por reação, em análises singleplex ou multiplex. Os 

sistemas singleplex são utilizados quando se deseja detectar e quantificar a 

amplificação de apenas um alvo específico em uma reação de RT-qPCR. Nesse 

sistema, cada alvo é amplificado e detectado individualmente em reações separadas. 

Já os sistemas de detecção multiplex permitem a detecção e quantificação simultânea 

de múltiplos alvos em uma única reação de RT-qPCR. Isso é alcançado utilizando 

sondas ou fluoróforos distintos, cada um específico para um alvo diferente, mas todos 

incluídos no mesmo tubo de reação. Para isso, são utilizados fluoróforos com 

emissões de fluorescência em diferentes comprimentos de onda, que são detectados 

em canais separados durante a PCR em tempo real. Cada alvo é detectado por uma 

sonda ou fluoróforo específico que se liga apenas a ele. Os sistemas de detecção 

multiplex são particularmente úteis quando é necessário analisar a expressão de 

múltiplos genes simultaneamente, economizando tempo, amostras e recursos 

financeiros (Markoulatos; Siafakas; Moncany, 2002).  

A utilização de kits comerciais multiplex é muito ampla no diagnóstico rápido e 

preciso de inúmeras enfermidades. A técnica de PCR ganhou grande destaque 

recentemente, durante a pandemia de COVID-19, pois é considerada padrão ouro no 

diagnóstico da doença. 
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2.4 COVID-19 (Coronavirus Disease 2019) 

 

A COVID-19, causada pelo vírus SARS-CoV-2, é uma doença que surgiu na 

cidade de Wuhan, na província de Hubei, na China, em dezembro de 2019 (Wu et al., 

2020). Os primeiros casos relatados estavam relacionados a um mercado de frutos 

do mar e animais vivos na cidade, sugerindo uma possível origem animal para o vírus. 

O vírus foi identificado como um novo coronavírus, posteriormente denominado 

SARS-CoV-2, devido à sua semelhança com o vírus SARS (causador da Síndrome 

Respiratória Aguda Grave), que surgiu na China em 2002 (Bassetti; Vena; Giacobbe, 

2020; Wu et al., 2020).  

O SARS-CoV-2 provavelmente surgiu a partir de um processo de evolução 

natural e recombinação genética entre coronavírus presentes em animais 

hospedeiros, especialmente morcegos e, possivelmente, pangolins. Os Sarbecovírus, 

subgrupo ao qual o SARS-CoV-2 pertence, são amplamente encontrados em 

morcegos, sugerindo que esses animais podem ter sido o reservatório original do 

vírus. Acredita-se que a transmissão para humanos tenha ocorrido por meio de um 

hospedeiro intermediário em mercados de animais vivos, onde diferentes espécies 

entram em contato próximo, favorecendo a troca de material genético entre vírus e 

possibilitando a adaptação para infecção em humanos. Esse fenômeno já foi 

observado em surtos anteriores de coronavírus, como no caso da SARS e MERS, 

reforçando a importância da vigilância epidemiológica para prevenir novas pandemias 

(Bassetti; Vena; Giacobbe, 2020; Singh; Yi, 2021). No entanto, assim que o vírus 

começou a se espalhar entre as pessoas, a transmissão passou a ocorrer 

principalmente de pessoa para pessoa por meio de gotículas respiratórias expelidas 

quando uma pessoa infectada tosse, espirra, fala ou respira (Bassetti; Vena; 

Giacobbe, 2020). 

O surto inicial em Wuhan foi seguido por uma rápida disseminação da doença 

para outras partes da China e, posteriormente, para outros países ao redor do mundo. 

A natureza altamente contagiosa do vírus, combinada com as viagens internacionais, 

contribuiu para a propagação global da COVID-19. 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) declarou a COVID-19 como uma 

pandemia em 11 de março de 2020. A decisão de classificar a doença como uma 

pandemia foi baseada em vários fatores, em especial a rápida expansão da COVID-

19 em diferentes países e continentes, afetando muitas pessoas e resultando em um 
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número crescente de casos graves e mortes. A propagação do SARS-CoV-2 e seus 

efeitos devastadores em escala global o colocaram entre as pandemias mais 

marcantes da história (Ganesh et al., 2021). 

Ao declarar a pandemia, a OMS buscou enfatizar a gravidade da situação e a 

importância de ações abrangentes e colaborativas para enfrentar a doença. A medida 

também serviu como um alerta para governos, organizações de saúde e a população 

em geral, para que tomassem medidas preventivas e adotassem estratégias de 

contenção para minimizar os efeitos da pandemia. 

O primeiro caso confirmado de COVID-19 no Brasil foi registrado em 26 de 

fevereiro de 2020. Um homem de 61 anos, residente em São Paulo, retornou de uma 

viagem à Itália e apresentou sintomas da doença. Após o primeiro caso, houve um 

aumento rápido no número de casos confirmados em diferentes partes do Brasil. O 

vírus se espalhou para outros estados e comunidades, levando ao surgimento de 

surtos em várias regiões. O Brasil enfrentou diferentes fases da pandemia, com 

momentos de aumento acentuado de casos e óbitos em algumas ocasiões (Marson; 

Ortega, 2020; The Lancet, 2020). 

Até março de 2025, a doença já havia afetado mais de 777.637.340 pessoas 

em todos os países do mundo, provocando mais de 7.090.480 mortes (WHO, 2025). 

No Brasil, até o março de 2025, a doença afetou mais de 39.232.810 pessoas e 

provocou a morte de mais de 715.610 pessoas (Coronavirus Brasil, 2025). 

Os sintomas mais comuns da COVID-19 incluem febre, tosse seca, fadiga, falta 

de ar, dor de garganta e perda do olfato e paladar. No entanto, a doença pode variar 

em gravidade, desde casos assintomáticos até quadros graves que requerem 

internação hospitalar e suporte respiratório. Os casos graves, em geral, incluem 

pneumonia grave, síndrome do desconforto respiratório agudo (SDRA) e falência de 

múltiplos órgãos. Pessoas idosas e com condições médicas pré-existentes, como 

diabetes, hipertensão e doenças cardíacas, têm maior risco de desenvolver formas 

mais graves da doença (Haque et al., 2020; Wang et al., 2020). 

O diagnóstico preciso da COVID-19 é essencial para o controle da propagação 

do vírus SARS-CoV-2 e o tratamento adequado dos pacientes. O padrão ouro na 

detecção de SARS-CoV-2 é o teste de RT-qPCR, que detecta material genético do 

vírus presente em amostras respiratórias coletadas através de swabs nasofaríngeos 

ou orofaríngeos. Os testes de PCR são altamente sensíveis e específicos, permitindo 

a detecção mesmo em estágios iniciais da infecção (Bei et al., 2021).  
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Outra forma de diagnóstico disponível são os testes de detecção de antígeno 

detectam proteínas do vírus presentes nas amostras respiratórias coletadas por 

swabs. Eles são de execução rápida em comparação com os testes de PCR, 

geralmente levando cerca de 15 a 30 minutos. No entanto, podem apresentar 

sensibilidade menor, especialmente em pacientes com baixa carga viral (Green et al., 

2020).  

Outra opção para o diagnóstico da COVID-19 são os testes de anticorpos, 

também conhecidos como testes sorológicos. Estes testes não são utilizados para 

diagnóstico precoce da infecção, pois levam tempo para o sistema imunológico 

produzir anticorpos em resposta à infecção, e são mais úteis para identificar se uma 

pessoa foi exposta ao vírus no passado. Os testes detectam anticorpos específicos 

contra o SARS-CoV-2 em amostras de sangue. Assim como na detecção de antígeno, 

as técnicas mais utilizadas são tipo fluxo lateral (teste rápido) e ensaios do tipo 

imunossorvente ligado a enzima (ELISA) (Jacofsky; Jacofsky; Jacofsky, 2020).  

Após o surgimento da pandemia, uma grande busca por tratamentos possíveis 

e vacinas eficazes foi iniciada pelos centros de pesquisa no mundo. Os melhores 

resultados para o tratamento envolvem terapias antivirais e tratamentos de suporte. 

Em relação às terapias antivirais, diversos medicamentos foram testados em 

ensaios clínicos para verificar sua eficácia no combate ao SARS-CoV-2. Entre os mais 

promissores estão o Remdesivir e o Favipiravir, que têm como objetivo inibir a 

replicação viral e reduzir a gravidade da doença. Além disso, a administração de 

anticorpos monoclonais tem sido utilizada para neutralizar o vírus em pacientes de 

alto risco e aqueles com infecções iniciais (Coopersmith et al., 2021).  

Os tratamentos de suporte visam controlar a resposta inflamatória exacerbada 

observada em casos graves de COVID-19 com o uso de corticosteroides, como a 

dexametasona. Além disso, a oxigenoterapia e o suporte ventilatório têm sido 

essenciais para manter a função respiratória em pacientes graves (Gandhi; Lynch; Del 

Rio, 2020). 

Em termos de prevenção, a rápida criação e aprovação de vacinas seguras e 

eficazes foi uma conquista notável na luta contra a COVID-19. Várias vacinas foram 

desenvolvidas e distribuídas em todo o mundo para proteger as pessoas contra o 

coronavírus. As vacinas com molécula de RNA mensageiro (Pfizer-BioNTech e 

Moderna) fornecem instruções ao corpo sobre como produzir uma parte específica do 

vírus, geralmente a proteína spike do SARS-CoV-2. O sistema imunológico reconhece 
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essa proteína como estranha e desenvolve uma resposta imunológica, incluindo a 

produção de anticorpos, para combater o vírus (Baden et al., 2021; Polack et al., 

2020). As vacinas de vetor viral (AstraZeneca-Oxford e Johnson & Johnson) utilizam 

um vírus diferente (vetor viral) para transportar um gene específico do SARS-CoV-2 

para as células do corpo. O vetor viral não pode se replicar ou causar doença, mas 

fornece as informações para que as células do corpo desencadeiam uma resposta 

imunológica (Knoll; Wonodi, 2021; Sadoff et al., 2021). As vacinas inativadas 

(CoronaVac – Sinovac) utilizam o SARS-CoV-2 inativado (ou seja, torna-se não 

infeccioso) para estimular uma resposta imunológica, incluindo a produção de 

anticorpos (Jin et al., 2022).  

A eficácia das vacinas monovalentes contra a variante Ômicron foi reduzida 

devido às mutações que permitiram ao vírus escapar parcialmente da resposta imune. 

Além disso, a imunidade conferida por essas vacinas, medida pelos níveis de 

anticorpos neutralizantes, mostrou um declínio progressivo ao longo do tempo, 

aumentando o risco de reinfecções. Com o surgimento de novas subvariantes da 

Ômicron, como BA.1, BA.4 e BA.5, tornou-se essencial o desenvolvimento de reforços 

vacinais atualizados e mais direcionados. Assim, surgiram as vacinas bivalentes, que 

combinam material genético da cepa original do SARS-CoV-2 com RNA de linhagens 

da Ômicron predominantes, proporcionando uma resposta imune mais abrangente. 

Essas vacinas utilizam uma proporção de 1:1 de mRNA da cepa de Wuhan e da cepa 

Ômicron BA.4/BA.5, visando melhorar a proteção contra variantes circulantes. As 

principais vacinas bivalentes disponíveis são baseadas na tecnologia de RNA 

mensageiro, incluindo Comirnaty Original/Ômicron BA.1 (Pfizer-BioNTech) e Spikevax 

Bivalente Original/Ômicron BA.1 (Moderna), ambas aprovadas para uso como dose 

de reforço em diversos países (Gupta; Jaiswal, 2022; Javierre Miranda; Herce; Marco, 

2022; Rosenblum et al., 2022).    

Graças ao avanço da vacinação em massa, em maio de 2023, a OMS declarou 

o fim da Emergência de Saúde Pública de Importância Internacional referente à 

COVID-19, mas manteve o status de pandemia, sugerindo que novas pesquisas e 

acompanhamentos da doença sejam permanentes no mundo (WHO, 2023). 

 

 

 

 



41 
 

 

2.4.1 SARS-COV-2 

 

O SARS-CoV-2 pertence à família dos coronavírus, um grupo de vírus de RNA 

de fita simples e sentido positivo. Isso significa que seu material genético pode ser 

diretamente traduzido em proteínas pelos ribossomos da célula hospedeira, 

diferentemente dos vírus de RNA de sentido negativo, que precisam primeiro sintetizar 

uma fita complementar antes da tradução. Os coronavírus estão amplamente 

distribuídos entre diferentes espécies animais, podendo causar doenças ou 

permanecer assintomáticos em seus hospedeiros. Com base em suas características 

genéticas e sorológicas, os coronavírus são classificados em quatro gêneros 

principais: Alphacoronavirus (Alpha-CoV), Betacoronavirus (Beta-CoV), 

Gammacoronavirus (Gamma-CoV) e Deltacoronavirus (Delta-CoV). Dentre eles, os 

Betacoronavírus incluem os vírus responsáveis por surtos epidêmicos e pandêmicos 

em humanos, como o SARS-CoV (causador da SARS), o MERS-CoV (causador da 

MERS) e o SARS-CoV-2 (responsável pela COVID-19). Especificamente, esses vírus 

pertencem a um subgrupo dentro dos Betacoronavírus denominado Sarbecovírus, 

conhecido por sua capacidade de infectar humanos e outros mamíferos (Lu et al., 

2020; Wertheim et al., 2013). 

Os coronavírus são vírus de RNA envelopados, com tamanho de genoma de 

27-32 Kbp (Chen, 2020; Lai; Cavanagh, 1997). Sob um microscópio eletrônico, o vírus 

apresenta uma forma esférica ou oval, com projeções em sua superfície que se 

assemelham a uma coroa. Essas projeções são responsáveis pela ligação do vírus às 

células hospedeiras durante a infecção (Chen, 2020). O SARS-CoV-2 possui quatro 

proteínas estruturais principais, incluindo as proteínas spike (S), membrana (M), 

envelope (E) e nucleocapsídeo (N), que são necessárias para regular a função e a 

estrutura viral (Figura 8).  Além disso, vários quadros de leitura abertos (ORFs) não 

estruturais também são codificados no genoma do SARS-CoV-2 (Kim, et al., 2020; 

Singh; Yi, 2021). 

As proteínas N e S são as mais importantes dessas quatro, sendo a N 

responsável pela formação do nucleocapsídeo e toda a estrutura viral (Siu et al., 

2008). As proteínas M e E desempenham papéis essenciais na montagem e liberação 

do vírus (Ali et al., 2020; Li et al., 2020).  
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Figura 8 - Elementos estruturais e genoma do SARS-CoV-2. 

 

Fonte: Adaptado de Jamison et al., 2022. 

 

Já a proteína S ajuda o vírus a se ligar à célula hospedeira. Ela é formada por 

três partes, incluindo um grande domínio externo, uma âncora transmembranar de 

canal único e uma cauda intracelular curta. Essas três regiões podem ancorar com 

precisão à célula hospedeira. Nesses segmentos, o domínio externo contém duas 

subunidades, a subunidade de ligação ao receptor S1 e a subunidade de fusão de 

membrana S2. Essas subunidades se localizam na estrutura do cravo-trímero ou da 

coroa, razão pela qual é chamada de vírus corona (corona = coroa).  A ligação do 

vírus com a célula hospedeira, ocorre devido a ligação ao receptor da enzima 

conversora de angiotensina 2 (ACE2) nas células humanas, permitindo a entrada do 

vírus nas células hospedeiras. Após a entrada nas células humanas, o SARS-CoV-2 

replica-se rapidamente, infectando principalmente as células do trato respiratório, 

como os pneumócitos dos pulmões e células do trato respiratório superior (Hao et al., 

2020; Yan-Rong et al., 2020). A infecção viral desencadeia uma resposta imune, 

resultando em inflamação local e sistêmica (Ali et al., 2020; Walls et al., 2020). 

A rápida disseminação e o grande número de infectados, aumenta a 

possibilidade de mutações no genoma viral, gerando novas variantes da cepa 
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originária. Essas mutações podem alterar a transmissibilidade do vírus, sua 

capacidade de infectar células humanas, em alguns casos, a resposta imunológica 

induzida pelas vacinas. 

As variantes do SARS-CoV-2 têm sido classificadas em três categorias 

principais, com base em sua importância para a saúde pública: 

• Variantes de interesse (variants of interest, VOI): São variantes com 

mutações suspeitas de afetar características importantes do vírus, como 

transmissibilidade, gravidade da doença ou resposta imunológica. São 

monitoradas de perto pelas autoridades de saúde (WHO,2021). 

• Variantes de preocupação (variants of concern, VOC): São variantes que 

demonstraram causar impacto na saúde pública, como aumento da 

transmissibilidade, resistência parcial à imunidade pré-existente ou redução 

da eficácia das vacinas. Essas variantes são consideradas mais 

preocupantes (WHO, 2021). 

• Variantes sob monitoração (variants under monitoring, VUM): São variantes 

que mostram mudanças importantes no vírus, como a capacidade de 

escapar completamente da resposta imunológica ou causar maior 

gravidade da doença (WHO, 2021). 

Em relação ao SARS-CoV-2, algumas variantes de preocupação merecem 

destaque, pois são variantes que circularam mundialmente. A primeira delas é a 

variante Alfa (nomeada B.1.1.7), surgida no Reino Unido em setembro de 2020. A Alfa 

apresenta 17 alterações genéticas (Figura 9) (sendo 14 mutações pontuais não 

sinônimas e três deleções) no genoma viral. Dentre essas alterações, oito delas 

(deleção Δ69–70, deleção Δ144, N501Y, A570D, P681H, T716I, S982A e D1118H) 

ocorrem na proteína S. Duas dessas mutações, N501Y no RBD (domínio de ligação 

ao receptor) e P681H próximo ao local de clivagem da furina no pico viral, 

desempenham papéis cruciais na ligação do vírus ao receptor ACE2 nas células 

hospedeiras e na transmissão. É importante mencionar que a deleção H69/V70 na 

proteína S está associada ao escape do sistema imunológico e pode levar a falhas 

nos kits de testagem (Davies et al., 2021; Meng et al., 2021). Embora em um primeiro 

momento a Public Health England, por meio de um estudo de caso-controle pareado, 

não tenha relatado diferenças significativas no risco de hospitalização ou morte entre 

pessoas infectadas com a variante Alfa em comparação com outras variantes já 

existentes, uma análise posterior de coorte pareada conduzida pela PHE sugeriu a 
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possibilidade de um maior risco de mortalidade em indivíduos infectados com a 

variante Alfa (Public Health England, 2020). 

A segunda variante de preocupação relevante é a Beta, também conhecida 

como B.1.351, que foi identificada na África do Sul em dezembro de 2020. A variante 

Beta apresenta nove mutações (Figura 9) (L18F, D80A, D215G, R246I, K417N, 

E484K, N501Y, D614G e A701V) na proteína S do vírus. Dentre essas mutações, as 

substituições E484K e K417N contribuem para um aumento na afinidade de ligação à 

ACE2 humana. Além disso, a combinação das mutações N501Y, E484K e K417K 

resulta em uma ainda maior afinidade de ligação (Davies et al., 2021).  

Outra variante VOC foi a Gama (nomeada P.1), identificada no Brasil em janeiro 

de 2021. A Gama possui 10 mutações na proteína S (L18F, T20N, P26S, D138Y, 

R190S, H655Y, T1027I V1176, K417T, E484K e N501Y). As mutações N501Y, 

K417N/T e E484K, que também são encontradas nas variantes Alfa e Beta (Figura 

9), foram associadas ao aumento da afinidade de ligação ao ACE2 humano, bem 

como ao aumento da transmissibilidade (Faria et al., 2021). Em relação à 

infecciosidade e gravidade da doença, foi observado um aumento abrupto no número 

de hospitalizações e mortes por COVID-19 em Manaus, Brasil, em janeiro de 2021, 

possivelmente devido à maior transmissibilidade da variante gama em comparação 

com linhagens pré-existentes (Sabino et al., 2021). 

Outra variante de preocupação que teve destaque no curso da pandemia foi a 

variante Delta (nomeada B.1.617.2), identificada na Índia em março de 2021. A grande 

diferença é que a variante Delta continha mutações E484Q e L452R na proteína S, 

que não correspondiam a nenhum dos VOC catalogados anteriormente (Figura 9). 

Além dessas, também foram observadas mutações comuns na proteína S (L452R, 

P681R e D614G). A mutação L452R pode estabilizar a interação entre a proteína spike 

e o receptor ACE2 da célula hospedeira e, assim, aumentar a infectividade. Embora o 

resíduo L452 não entre em contato direto com o receptor ACE2, ela pode causar 

alterações estruturais que promovem a interação entre a proteína spike e o receptor 

ACE2 (Chen et al., 2020; Deng et al., 2021).  
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Figura 9 - Principais mutações no gene spike entre as variantes Alfa, Beta, Gama e Delta do SARS-CoV-2. 

 

Fonte: Adaptado de Viralzone (2025).
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A variante Ômicron (nomeada B.1.1.529), identificada pela primeira vez em 

Botswana em novembro de 2021, e suas subvariantes é a variante circulante 

dominante. Os sintomas da infecção por Ômicron são menos perigosos do que os das 

outras varinates, mas é mais transmissível e menos suscetível às vacinas, embora a 

taxa de mortalidade seja menor. Estima-se que o Ômicron infecte 3 a 6 vezes mais 

pessoas em comparação com a Delta durante um determinado período (Callaway; 

Ledford, 2021).  Devido a mutações na região genômica das variantes, vários subtipos 

surgiram ao longo do tempo, que são denominados subvariantes. A sublinhagem BA.1 

foi a mais predominante em nível global. Com 35 mutações em sua proteína spike, 

essa variante demonstrou maior transmissibilidade e capacidade de evasão 

imunológica. No entanto, a BA.2 gradualmente substituiu a BA.1 em nível global, 

impulsionada por sua transmissibilidade aprimorada e mutações específicas, 

consolidando-se como a linhagem predominante durante a pandemia de COVID-19. 

Já a BA.3 apresentou uma transmissibilidade bastante limitada, resultando no menor 

número de casos registrados. Além disso, durante os meses de janeiro e fevereiro de 

2022, foram identificadas na África do Sul outras duas novas linhagens: BA.4 e BA.5, 

que alteraram ainda mais a dinâmica da variante Ômicron, apresentando padrões 

mutacionais distintos que podem ter impacto na transmissão e no escape imunológico 

(Callaway; Ledford, 2021; Cao et al., 2022; Kung et al., 2024).  

Linhagens recombinantes, identificadas pelo prefixo "X-", foram detectadas em 

diversas regiões do mundo. Entre elas, destaca-se a variante XE, originada da 

recombinação entre BA.1 e BA.2 na Inglaterra. No entanto, a linhagem que se mostrou 

mais adaptada e com maior capacidade de disseminação foi a XBB, derivada da 

recombinação entre BA.2.10.1.1 e BA.2.75. Essa variante possui elevada capacidade 

de escape imunológico. Além disso, estudos de imunogenicidade indicam uma 

redução significativa na resposta neutralizante contra XBB em soros de indivíduos 

(Arora et al., 2023; Kung et al., 2024). A subvariante EG.5, também conhecida como 

Eris, é uma descendente da linhagem XBB.1.9.2, e é uma VOI designada pela OMS 

desde agosto de 2023 (Arora et al., 2023; Kung et al., 2024). A subvariante BQ.1.1 é 

um dos descendentes da linhagem BQ.1, que, por sua vez, evoluiu a partir da BA.5, 

em novembro de 2022 (Arora et al., 2023; Kung et al., 2024; WHO, 2025).  

As análises das sequências genômicas da variante Ômicron revelaram um 

número significativamente elevado de mutações não sinônimas, incluindo várias no 

gene S, que foram comprovadamente associadas à transmissibilidade, gravidade da 
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doença e resistência imunológica. No total, mais de 60 substituições, exclusões e 

inserções foram identificadas na variante Ômicron, tornando-a a variante do SARS-

CoV-2 com o maior número de mutações até o momento (Figura 10) (GISAID, 2021). 

Essas mutações estão distribuídas em diferentes partes do genoma viral, com grande 

concentração no gene S. 

Na região ORF1a, a variante Ômicron apresenta seis importantes substituições 

(K856R, L2084I, A2710T, T3255I, P3395H e I3758V) e duas deleções, totalizando 

quatro aminoácidos (aminoácido 2083 e aminoácidos 3674-3676). No gene ORF1b, 

foram encontradas duas substituições (P314L e I1566V). Além disso, foram 

identificadas uma substituição P10S e uma deleção de três resíduos nas posições 27-

29 no gene ORF9b. Nos genes das proteínas estruturais, foram observadas uma 

substituição (T9I) no gene do envelope (E), três substituições (D3G, Q19E e A63T) no 

gene da membrana (M) e três substituições, além de uma deleção de três resíduos, 

no gene das proteínas do nucleocapsídeo (N) (Berkhout; Herrera-Carrillo, 2022; 

Korber et al., 2020). 

A maioria das mutações (Figura 10) ocorre no gene da proteína spike, com 30 

substituições, três exclusões (H69/V70, G142/V143/Y144 e N211) e uma inserção de 

três aminoácidos (EPE) na posição 214. Vale destacar que todas as VOCs incluem a 

mutação D614G no gene da proteina spike, que foi associada a cargas virais mais 

altas no trato respiratório superior e a uma maior frequência de infecção em indivíduos 

mais jovens. Além disso, a variante Ômicron compartilha a mutação N501Y com as 

variantes Alfa, Beta e Gama, o que se acredita aumentar a afinidade do spike com a 

enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2) e, consequentemente, aumentar sua 

transmissibilidade. A presença da exclusão H69/V70 pode aumentar ainda mais a 

transmissibilidade. Outras mutações próximas ao local de clivagem da furina, como 

N679K e P681H, podem facilitar a clivagem do spike em S1 e S2, potencialmente 

aumentando a fusão e a infecção viral (Berkhout; Herrera-Carrillo, 2022; He et al., 

2020; Ren et al., 2022). As subvariantes de Ômicron apresentam um acúmulo de 

mutações diferentes entre si. Entre as principais mutações das subvariantes, podemos 

citar a mutação F486P, que aumenta a infecciosidade, e as mutações E180V e K478R, 

que aumentam o escape ao sistema imune. A subvariante EG.5, por exemplo, surgiu 

devido ao acúmulo de mutações na proteína spike, especialmente a mutação F456L, 

que contribui para um escape imunológico mais eficiente (Kung et al., 2024). Já a 

subvariante BQ1.1 possui cinco novas substituições  



48 
 

 

Figura 10 - Principais mutações no gene spike entre as subvariantes Ômicron do vírus SARS-CoV-2. 

 

Fonte: Adaptado de Viralzone (2025).
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de mutação convergente, a saber, R346T, K444T, L452R, N460K e F486V, o que 

confere um maior escape imunológico (Hattab et al., 2024; Kung et al., 2024).  A 

variante Ômicron continua em constante transformação gerando inúmeras 

subvariantes, sendo que a cada surgimento também há variação da evasão ao 

sistema imune e adaptação ao hospedeiro (Figura 11) (Covariants, 2023). 

 

Figura 11 - Caminho evolutivo do SARS-CoV-2. 

 

Fonte: Adaptado de Kung et al. (2024). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

O objetivo geral pretendido com esse trabalho foi o desenvolvimento de 

reagentes e kits de diagnóstico que possam auxiliar as etapas de detecção de SARS-

CoV-2 por RT-qPCR. 

  

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Desenvolver um reagente de extração rápida de ácidos nucleicos, utilizando 

enzimas extraídas de plantas; 

- Validar o reagente desenvolvido para extração rápida de ácidos nucleicos em 

diferentes matrizes biológicas, incluindo swab de nasofaringe, aspirado traqueal, 

sangue, amostras vegetais e bactérias; 

- Realizar ensaio de estabilidade do reagente de extração rápida de ácidos 

nucleicos; 

- Desenhar primers e sondas para detectar variantes de SARS-CoV2; 

- Desenvolver e validar um kit de detecção de variantes de SARS-CoV-2 por 

análise multiplex de RT-qPCR.  

  



51 
 

 

4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 INSTRUMENTOS 

 

Os procedimentos realizados neste trabalho foram desenvolvidos nos 

seguintes locais: Laboratório de Biologia Molecular, Laboratório Multiusuário de 

Bioprodutos e Bioprocessos (CentralBio) e Laboratório de Desenvolvimento de 

Sistemas Nanoestruturados (LDNANO), na Faculdade de Farmácia da Universidade 

Federal de Juiz de Fora. Além disso, a análise da integridade de ácidos nucléicos foi 

realizada no laboratório de Genética Molecular da Embrapa Gado de Leite de Juiz de 

Fora. Foram utilizados os seguintes equipamentos: 

- Laboratório de Biologia Molecular:  

• Equipamento RT-qPCR, 7500 Fast Real-Time PCR, marca 

Applied Biosystems - Thermo Scientific (Massachusetts, EUA);  

• Equipamento RT-qPCR, QuantStudio 03 Real-Time PCR 

Systems, marca Applied Biosystems - Thermo Scientific (Massachusetts, EUA); 

• Equipamento RT-qPCR, CFX96 Touch Real-Time PCR Detection 

System, marca Bio-rad (California, EUA); 

• Banho – seco Thermo-Shaker Agimaxx, da marca Thermo 

Scientific (Massachusetts, EUA); 

• Microcentrífuga refrigerada, modelo Fresco 21R, da marca 

Thermo Scientific (Massachusetts, EUA); 

• Agitador tipo vortex, da marca Warmnest (São Paulo, Brasil); 

• Cabines Biológicas Airstream, classe II B2, da marca ESCO 

Lifescience (Taiwan, China); 

• Nanodrop 2000c, da marca Thermo Scientific (Massachusetts, 

EUA); 

• Veriti Thermal Cycler, da marca Thermo Scientific 

(Massachusetts, EUA); 

• Fonte eletroforese; da marca Loccus (São Paulo, Brasil); 

- Laboratório Central Bio:  

• Equipamento Fotodocumentador Gel Doc XR+ Gel 

Documentation System, da marca Bio-rad (California, EUA); 
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- LDNANO: 

• Balança digital AUY220, da marca Shimadzu (Quioto, Japão); 

• pHmetro PG1800, da marca Gehaka (São Paulo, Brasil); 

• Agitador magnético Mag-01H, da marca Marte Científica (Minas 

Gerais, Brasil); 

• Vórtex, da marca Global Trade Technology (São Paulo, Brasil);  

• Fluorómetro Qubit 3.0, da marca Thermo Fisher (Massachusetts, 

EUA); 

- Embrapa Gado de Leite (Juiz de Fora): 

• Sistema Agilent 2100 Bioanalyzer (California, EUA). 

 

4.2 MATERIAL QUÍMICO E BIOLÓGICO UTILIZADO 

  

Para o desenvolvimento do reagente de extração rápida de ácidos nucleicos 

foram utilizados produtos químicos, a saber: tampão TRIS [Tris-(hidroximetil) 

aminometano] P.A da marca Synth (São Paulo, Brasil), o componente ativo de origem 

vegetal (protegido por transferência de tecnologia), ácido clorídrico de grau P.A., da 

marca Dinâmica Química Contemporânea (São Paulo, Brasil), e água livre de RNASE 

e DNASE, da marca LGC Biotecnologia (São Paulo, Brasil). 

 Além desses, foram utilizados dois kits de extração e purificação de ácidos 

nucléicos, sendo eles: Purelink RNA Mini Kit, da marca Invitrogen (ThermoFisher 

Scientific, Massachusetts, EUA) e o Pi-Clear RNA/DNA Viral, da marca Pi-Biotech 

Genética Avançada Ltda (Minas Gerais, Brasil). Além dos kits de extração em coluna, 

também foi utilizado o reagente QuickExtract™ RNA Extraction Solution, da marca 

Biosearch Technologies (Hoddesdon, Reino Unido) para comparação com o reagente 

desenvolvido.  

Diferentes kits de diagnóstico foram utilizados conforme execução dos ensaios 

de validação em diferentes matrizes biológicas. Foram utilizados: 

• Kit iTaq Universal Probes One-Step, da marca Bio-Rad Laboratories 

(California, EUA); 

• Kit 2019-nCoV RUO kit, da marca Integrated DNA Technologies (Iowa, 

EUA); 

• Kit Allplex™ SARS-CoV-2, da marca Seegene (Seul, Coreia do Sul); 
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• Kit Allplex™ Respiratory Panel 1, da marca Seegene (Seul, Coreia do 

Sul); 

• Kit ZDC Biomol, da marca Instituto de Biologia Molecular do Paraná 

(Paraná, Brasil); 

• Primer e sonda Taqman de lectina (LE2), número de catálogo 4351372, 

da marca ThermoFisher Scientific (Massachusetts, EUA); 

• Kit EasyPlex Sexagem Fetal, da marca CBI Scientific (Florida, EUA); 

Para avaliação da integridade do RNA, foi utilizado o kit RNA 6000 Nano Chip 

(California, EUA). 

Para a realização de PCR convencional, foi utilizado o kit Master Mix – Conjunto 

para PCR, da marca Ludwig Biotecnologia. Para a realização de eletroforese, foi 

utilizada agarose da marca Ludwig Biotecnologia (Rio Grande do Sul, Brasil) e tampão 

TAE, 50X concentrado, da marca Nova Biotecnologia (São Paulo, Brasil) e ladder 100 

pb, da marca Ludwig Biotecnologia (Rio Grande do Sul, Brasil). Além destes itens, 

também foi utilizado primer do gene mecA, desenvolvido e gentilmente cedido pelo 

professor Thiago Nascimento, da Faculdade de Enfermagem, da UFJF. 

 Para realização dos testes de performance e validação dos primers e sondas 

desenvolvidos e multiplex foram utilizados: 

• Kit iTaq Universal Probes One-Step, da marca Bio-Rad Laboratories 

(California, EUA); 

• Controle positivo IDT 2019-ncov_n_positive control (Iowa, EUA); 

• Kit qPCR-SYBR-Green mix/ROX, da marca Ludwig Biotecnologia (Rio 

Grande do Sul, Brasil); 

 

4.3 COMITÊ DE ÉTICA 

 

O estudo foi submetido e aprovado pelo comitê de ética local (CEP UFJF-CAAE: 

48021321.3.0000.5147; CEP UFJF CAAE: 86229925.3.0000.5147) e incluiu 

consentimento por escrito de todos os participantes. 
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4.4 DESENVOLVIMENTO DE REAGENTE DE EXTRAÇÃO RÁPIDA DE ÁCIDOS 

NUCLEICOS 

 

4.4.1 Formulação do reagente de extração rápida de ácidos nucleicos 

  

 A formulação do reagente de extração rápida encontra-se protegida por 

transferência de tecnologia e, por isso, não pode ser publicada. A formulação contém 

um ativo protéico (A) e tampão TRIS-HCl em sua composição (Tabela 1). 

 

Tabela 1 – Formulação do reagente de extração rápida de ácidos nucleicos. 

Formulação Concentração Ativo A (em mg/mL) Veículo 

1 30,0 Tris-HCl 30 mM pH 4,6 

 

 O tampão Tris-HCl 30 mM foi preparado em água, sendo o pH corrigido para 

4,6 com solução de HCl 1,0 M. Em seguida, o ativo A foi adicionado lentamente, 

mantendo homogeneização magnética da solução até completa solubilização dos pós. 

 

4.4.2 Desenvolvimento e validação de protocolo de extração para amostras de 

SARS-CoV-2 

 

 Para validar o reagente para amostra de SARS-CoV-2, foi utilizado o método 

de extração semelhante ao descrito por Ladha e colaboradores (2020). 

As amostras coletadas de diferentes pacientes com suspeita de COVI-19, e que 

apresentaram diferentes valores de CT foram selecionadas, totalizando um n igual a 

50 amostras, sendo 44 oriundas de swab de naso e orofaringe acondicionados em 

meio de transporte viral, 03 de oriundas de swab de naso e orofaringe acondicionados 

em salina e 03 oriundas de aspirado traqueal. 

Uma quantidade de 40,0 µL de amostra foi misturada com 40 µL do reagente 

de extração rápida de ácidos nucleicos em um microtubo e homogeneizada em vórtex 

(Figura 12). Em seguida, a mistura foi aquecida a 95 ºC por 5 minutos, e resfriada a -

20 °C por 2 minutos. Após esse tempo, as amostras foram submetidas a uma rápida 

centrifugação (quick spin) para recuperar qualquer gotícula que tenha ficado nas 

paredes e tampa do microtubo. Após esse procedimento, a amostra foi submetida a 

técnica de RT-qPCR, utilizando sondas de hidrólise. Como controle e com a finalidade 
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de comparação, as mesmas amostras foram extraídas com o kit de coluna de sílica 

PureLink RNA mini Kit (Invitrogen) e com um reagente de extração rápida comercial, 

o QuickExtract DNA Extraction Solution (Biosearch Technologies). 

 

Figura 12 - Esquema representativo da extração rápida de ácidos nucleicos. 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2023) – BioRender. 

 

O material extraído com o reagente foi analisado por espectrofotometria, com 

o equipamento NanoDrop (Thermo Scientific), para avaliar a qualidade e a 

quantificação do RNA obtido. Com o objetivo de encontrar a melhor concentração de 

amostra nas misturas reacionais de RT-qPCR, foi realizada uma curva para 

determinar qual a porcentagem de amostra ideal para ser utilizada nos ensaios. Para 

isso, as amostras foram analisadas com kit multiplex, usando o Allplex™ SARS-CoV-

2 (Seegene). O ensaio com Allplex™ SARS-CoV-2 Kit (Seegene) utilizou um volume 

reacional de 20 µL, contendo 5,0 µL de mix enzimático (EM8), 5,0 µL da mistura de 

oligo mix (MOM), a amostra extraída (1, 2, 3, 4, e 5,0 µL), e água livre de nucleases 

(suficiente para completar 20,0 µL). O ciclo térmico foi realizado com 55°C por 20 

minutos para transcrição reversa, seguido de 95°C por 15 minutos, e então 40 ciclos 

de 95°C por 15 segundos e 58°C por 30 segundos (Seegene, 2020). 

Após determinação da melhor concentração, as amostras foram avaliadas por 

kit multiplex, usando o mesmo kit Allplex™ SARS-CoV-2 (Seegene), nas mesmas 

condições descritas anteriormente. 

Adicionalmente, as análises de RT-qPCR foram conduzidas usando o kit 

singleplex iTaq Universal Probes One-Step Kit (Bio-Rad Laboratories) e 2019-nCoV 

RUO (Integrated DNA Technologies), no equipamento QuantStudio 03 (Thermo Fisher 

Scientific). A ciclagem e condições consistiram em uma etapa de transcriptase reversa 
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a 50 °C por 15 minutos, desnaturação da transcriptase reversa a 95 °C por 3 minutos, 

em seguida 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos e anelamento e extensão a 60 °C por 

1 minuto. O volume final da mistura reacional foi de 20 µL, contendo 3,0 µL da amostra 

extraída, 0,5 μL de iScript enzyme, 10 μL de 2x iTaq PCR, e a combinação de 

primers/sondas e água (para N1 e RNaseP – Ribonuclease P: 0,8 µL de primers e 

sondas e 5,7 µL de água livre de nucleases; para N2: 0,47 µL de primers e sondas, e 

6,03 µL de água livre de nucleases) (Jaeger et al., 2021). 

 

4.4.2.1 Avaliação da integridade do RNA extraído 

 

Para determinar a integridade do RNA extraído com o reagente desenvolvido 

comparamos o material recém extraído com RNA purificado utilizando coluna de sílica 

do kit Pi-Clear DNA-RNA Viral (Pi-Biotech Genética Avançada), no sistema 

Bioanalyzer Agilent 2100. Foram selecionadas seis amostras biológicas, sendo três 

extraídas utilizando o reagente desenvolvido e três amostras extraídas utilizando a 

coluna de sílica Pi- Clear, conforme protocolo do fabricante. 

Os resultados foram avaliados com base no RIN de cada amostra, variando de 

1 (totalmente degradado) a 10 (totalmente íntegro) e pela intensidade do pico das 

subunidades 18S e 28S para avaliar a proporção entre as duas subunidades, um 

indicador adicional de integridade (Sodowich; Fadl; Burns, 2007). 

 

4.4.3 Desenvolvimento e validação de protocolo de extração para sangue e 

hemoderivados 

 

Para validar o reagente para amostras de sangue total e hemoderivados 

(plasma e soro), a extração de ácidos nucleicos foi realizada com o reagente de 

extração desenvolvido (Tabela 2), utilizando o mesmo protocolo de extração 

desenvolvido para amostras de SARS-CoV-2. 

As amostras de sangue total foram avaliadas por RT-qPCR para detecção de 

um gene endógeno humano RNAseP, que está envolvido na biossíntese de tRNA para 

a tradução de proteínas e na regulação da estrutura e função da cromatina (Jarrous, 

2017). Assim como para SARS-CoV-2, também foi feita uma curva para determinar 

qual o percentual de amostra ideal para o mix, de 5, 10, 15 e 20%, em triplicata. 
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 As amostras de soro foram validadas utilizando RT-qPCR para detecção de 

arboviroses (Dengue, Zika, Chikungunya e Febre Amarela). Foram selecionadas 20 

amostras de soro com diagnóstico conhecido para essas arboviroses.  

Em relação ao plasma, as amostras foram validadas para o ensaio de Sexagem 

fetal, na qual é identificada a presença de fragmentos do gene Y circulante no sangue 

materno (Finning; Chitty, 2008). Nesse ensaio, foram utilizadas amostras de 11 

pacientes, sexo feminino, gestantes de 25 a 39 semanas. 
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Tabela 2 – Parâmetros de validação de sangue total e hemoderivados. 

Material Extração Gene Alvo  
Kit de detecção 

utilizado 
Mix reacional Parâmetros de qPCR 

Sangue 

Total 

- Misturar 40 µL de 

sangue total + 60 µL de 

reagente de extração; 

- Homogeneizar e 

aquecer a 95°C por 5 

minutos; 

- Resfriar por 02 

minutos; 

- Quick Spin; 

RNAseP 

Kit singleplex iTaq 

Universal Probes 

One-Step Kit (Bio-

Rad Laboratories) e 

primer CDC para 

RNAseP (Integrated 

DNA Technologies) 

- Volume final: 20 µL; 

- Composição: 3,0 µL 

da amostra extraída, 0,5 

μL de iScript enzyme, 

10 μL de 2x iTaq PCR, 

0,8 µL de primers e 

sondas e 5,7 µL de 

água livre de nucleases. 

Transcriptase reversa: 

50 °C por 15 minutos; 

Desnaturação: 95 °C 

por 3 minutos; 

Ciclos: 95 °C por 15 

segundos e anelamento 

e extensão a 60 °C por 

1 minuto (40 ciclos). 

Soro 

- Misturar 40 µL de soro 

+ 40 µL de reagente de 

extração; 

- Homogeneizar e 

aquecer a 95°C por 5 

minutos; 

- Resfriar por 02 

minutos; 

- Quick Spin; 

Zika, Dengue, 

Febre Amarela 

ou 

Chikungunya 

Kit ZDC Biomol 

(IBMP) 

- Volume final: 20 µL; 

- Composição: 3,0 µL 

da amostra extraída, 7,8 

µL de mistura PCR, 2,3 

µL de primers, 1,2 µL de 

sondas, 0,6 µL de 

enzima transcriptase 

reversa e 5,1 µL de 

água livre de nucleases. 

Transcriptase reversa: 

51 °C por 30 minutos; 

Desnaturação: 95 °C 

por 15 minutos; 

Ciclos: 95 °C por 15 

segundos e anelamento 

e extensão a 60 °C por 

1 minuto (40 ciclos). 
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Plasma 

- Misturar 40 µL de 

plasma + 40 µL de 

reagente de extração; 

- Homogeneizar e 

aquecer a 95°C por 5 

minutos; 

- Resfriar por 02 

minutos; 

- Quick Spin; 

Gene DYS14 

Kit de EasyPlex 

Sexagem Fetal (CBI 

Scientific). 

- Volume reacional: 10 

µL; 

- Composição: 4,5 µL 

de reagente qPCR 

Master Mix, 0,5 µL da 

mistura de primers de 

sondas, 3,0 µL da 

amostra extraída e 2,0 

µL de água livre de 

nucleases. 

Desnaturação inicial: 

95°C por 1 minuto; 

Ciclo: 95°C por 10 

segundos e 45 ciclos de 

60°C por 30 segundos 

(40 ciclos) 
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4.4.4 Desenvolvimento de protocolo de extração para amostras vegetais 

 

 No intuito de testar o reagente para a extração de ácidos nucleicos de amostras 

vegetais, foi desenvolvido método baseado no trabalho de Ladha e colaboradores 

(2020). 

A espécie vegetal escolhida para o teste inicial em vegetais, foi a soja (Glycine 

max (L.) Merrill), por ser um cultivo de grande valor na agricultura brasileira (Costa et 

al., 2019). Contudo, devido à complexidade de cada parte da planta, foram 

desenvolvidos protocolos diferentes para sementes e folhas. 

Para as folhas, foi utilizado um círculo com diâmetro de uma tampa de 

microtubo de 2,0 mL (diâmetro igual a 1,0 cm), o mesmo foi picotado com auxílio de 

tesoura e adicionado a quantidade suficiente de reagente de extração (100 µL) para 

cobrir todo o conteúdo. Em seguida, a mistura foi homogeneizada, aquecida a 95 ºC 

por 5 minutos, e resfriada a -20 °C por 2 minutos. Após esse tempo, as amostras foram 

submetidas a uma rápida centrifugação (quick spin) para recuperar qualquer gotícula 

que tenha ficado nas paredes e tampa do microtubo e para precipitar todo o material 

sólido presente no microtubo. Após esse procedimento, o sobrenadante obtido com a 

extração foi analisado por RT-qPCR (Freeman; Linz, 2019). 

Para as sementes, o material foi triturado em gral de porcelana. Em seguida, 

40,0 mg de pó foi misturado com quantidade suficiente de reagente de extração (200 

µL) para cobrir todo o conteúdo sólido. Em seguida, a mistura foi homogeneizada, 

aquecida a 95 ºC por 6 minutos, e resfriada a -20 °C por 2 minutos. Após esse tempo, 

as amostras foram submetidas a uma rápida centrifugação (quick spin) para recuperar 

qualquer gotícula que tenha ficado nas paredes e tampa do microtubo e para precipitar 

todo o material sólido presente no microtubo. Após esse procedimento, a amostra foi 

analisada por RT-qPCR (Freeman; Linz, 2019). 

Amostras de folhas e sementes foram avaliadas utilizando o kit Primer e sonda 

Taqman de lectina (LE2) (ThermoFisher Scientific) e kit iTaq Universal Probes One-

Step (Bio-Rad Laboratories). Com o objetivo de encontrar a melhor concentração de 

amostra nas misturas reacionais de PCR, foi realizada uma curva para determinar 

qual a porcentagem de amostra ideal para ser utilizada nos ensaios. Para isso, foi 

utilizado um volume reacional de 20 µL, contendo 0,5 μL de iScript enzyme, 10 μL de 

2x iTaq PCR, 0,8 µL da mistura de primers e sondas, amostra extraída (1, 2, 3 e 5 µL), 

e água livre de nucleases para completar o volume. O ciclo térmico foi realizado com 
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50 °C por 15 minutos para transcrição reversa, seguido de 95 °C por 3 minutos, e 

então 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos e 60 °C por 1 minuto (Jaeger et al., 2021).  

 

4.4.5 Desenvolvimento de protocolo de extração para bactérias 

 

O reagente de extração rápida de ácidos nucleicos também foi validado para 

bactérias, utilizando método de extração semelhante ao descrito por Abbas e Ihn 

(2016). Uma suspensão de 0,5 mL com 108 UFC da bactéria Staphylococcus aureus 

foi centrifugada a 1.700 x g (5.000 rpm) em uma microcentrífuga por 3 minutos para 

peletizar as células. O sedimento celular bacteriano foi lavado uma vez com 0,5 mL 

de água estéril, e depois centrifugado novamente a 1.700 x g (5.000 rpm) por 3 min. 

Cuidadosamente, o sobrenadante foi removido e descartado. Em seguida, 100 µL do 

reagente extração rápida de ácidos nucleicos foi adicionada ao pellet celular. A 

mistura foi homogeneizada em vórtex, até completa solubilização do pellet. Em 

seguida, a mistura foi incubada a 95 °C por 5 minutos, em banho seco, e resfriada por, 

no mínimo, 2 minutos. Após esse tempo, as amostras foram submetidas a uma rápida 

centrifugação (quick spin) para recuperar qualquer gotícula que tenha ficado nas 

paredes e tampa do microtubo e para precipitar todo o material sólido presente no 

microtubo. Após esse procedimento, a amostra foi analisada por PCR convencional. 

Como comparação, as amostras foram extraídas com o kit comercial de extração por 

coluna Purelink RNA Mini Kit (Invitrogen). 

O alvo analisado para o desenvolvimento de protocolo foi o Gene mecA, um 

gene relacionado a resistência em oxacilina (Coelho et al., 2007). Foram utilizadas 

bactérias gram-positivas Staphylococcus aureus ATCC 29213 e ATCC 33591, 

gentilmente cedidas pelo Prof. Thiago Nascimento, da Faculdade de Enfermagem, da 

UFJF. Amostras extraídas foram avaliadas utilizando o kit Master Mix – Conjunto para 

PCR, da marca Ludwig Biotecnologia e primer desenvolvido in house, para o gene 

mecA. O volume reacional foi 20 µL, contendo 16,0 μL de do master mix, 1,0 μL de 

primers e 3,0 µL da amostra extraída. O ciclo térmico foi realizado com um ciclo inicial 

de desnaturação a 94 °C por 3 minutos, seguido de 30 ciclos de 94 °C por 1 minuto 

para desnaturação, 55 °C por 1 minuto para anelamento, 72 °C por 1 minuto para 

extensão, e finalmente um ciclo de 72 ºC por 5 minutos para extensão final (Ludwig, 

2023). O produto foi aplicado em eletroforese em gel de agarose 1,5%, com corrida a 

80 V, por 1 hora e meia. O gel foi corado com brometo de etídio (10 µL) para 
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visualização das bandas referentres ao amplicon, e foi utilizado 5,0 µL de padrão 

Ladder e 10,0 µL das amostras. A presença de fragmentos resultantes dos produtos 

de amplificação foi visualizada em transiluminador e fotografada. 

 

4.4.6 Estudo de estabilidade 

 

Para determinar a estabilidade do reagente resfriado em geladeira (4-8 °C) ou 

congelado (-20 ºC), duas amostras de SARS-CoV-2 foram selecionadas, uma com 

provável carga viral baixa (CT > 30,0) e outra com provável carga viral alta (CT < 30,0). 

As amostras foram extraídas com o reagente fresco (tempo 0), com o reagente 

armazenado em 1 semana em geladeira convencional e com reagente congelado a -

20 °C, após 10, 30 e 50 ciclos de descongelamento/congelamento. Para comparação, 

as amostras foram extraídas com kit de extração rápida comercialmente disponível, o 

QuickExtract RNA Extraction Solution, que foi descongelado apenas 3 vezes, 

seguindo orientação disponível no manual do fabricante. Além disso, para determinar 

a estabilidade do reagente em temperatura ambiente, três amostras foram analisadas 

no tempo 0 (reagente recém descongelado), e com o reagente armazenado em 

temperatura ambiente por 7, 14, 21 e 28 dias. As amostras foram analisadas por RT-

qPCR utilizando o kit Allplex SARS-CoV-2, da Seegene. 

 

4.5 DESENVOLVIMENTO DE KIT DE DETECÇÃO MULTIPLEX DE VARIANTES DE 

SARS-CoV-2 POR RT-Q-PCR 

 

Inicialmente, foi realizada a definição de quais variantes seriam abordadas no 

kit multiplex. Para isso, as taxas de circulação de variantes no Brasil foram analisadas, 

através do número de sequências genômicas depositadas no banco de dados do 

GenomaHCov (Fiocruz, 2023). Após definição das diferentes sequências de variantes 

para a confecção de kit multiplex, com diferenciação de variantes, foi iniciado o 

desenvolvimento dos diferentes conjuntos de primers e sondas (Figura 13). 
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Figura 13 - Fluxograma de desenvolvimento dos primers e sondas. 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2023). 

 

4.5.1 Desenvolvimento de primers e sondas 

 

As sequências genômicas das variantes selecionadas de SARS-CoV-19 foram 

obtidas no banco de dados da NCBI (National Center for Biotechnology Information) 

(NCBI, 2023). 

Foram selecionados genomas certificados e os alvos nos genes do vírus foram 

ajustados da forma mais sensível, específica e precisa possível. Os genomas das 

variantes foram copiados e as análises comparativas por alinhamento das sequências 

em um nível básico foram feitas com auxílio dos programas de bioinformática como 

Clustal Omega (Brown et al., 2017; Tombuloglu et al., 2021). Em seguida, as regiões 

específicas selecionadas foram comparadas com as mutações descritas para as 

variantes de SARS-CoV-2 na base de dados ViralZone, para definir qual região 
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mutada poderia ser utilizada no desenho de primers e sondas, excluindo a 

possibilidade de interferência e inespecificidade (Viralzone, 2023). 

Como as variantes contém grandes quantidades de mutações, a sonda foi 

definida como o fragmento que continha a mutação selecionada para aumentar a 

especificidade da reação. O segmento selecionado para o desenho dos primers 

considerou 160 pares de bases antes e após o aminoácido mutado da sonda, para 

evitar fragmentos grandes e outras mutações, coincidentes com outras variantes 

(Basu, 2015). 

Em seguida, as sequências foram enviadas ao software online Primer-Blast 

para a confecção dos primers desejados (Sayers et al., 2011). Alguns parâmetros 

foram definidos no software para elaboração dos primers e aumento da eficiência, 

como (Basu, 2015): 

• Comprimento do amplicon: 170 pares de bases; 

• Temperatura de fusão (Tm): 58 a 62 °C para primers e 50 a 62 °C para 

sondas; 

• Comprimento do primer e da sonda: 20 a 30 pares de bases; 

• Conteúdo GC: 40 a 80%; 

A partir das sequências de primers e sondas obtidas, procedeu-se a verificação 

in sílico quanto a formação de hairpins e formação de auto e heterodímeros utilizando 

os softwares OligoAnalyzer v.3.1 e NetPrimer (IDT, 2023a; NetPrimer, 2023). 

Por fim, ainda nas análises in silico, as sequências definidas foram avaliadas 

quanto a sua capacidade de ligação com seres humanos e outras variantes de SARS-

CoV-2, para garantir a sua especificidade para cada variante selecionada, através do 

software gratuito Blastn (Nucleotide Blast) (Blastn, 2023). 

 Em relação às sondas, foram selecionados fluoróforos e seus respectivos 

quenchers para a sonda de hidrólise de cada variante. Com o objetivo de permitir a 

complexação, cada sonda de hidrólise relativa a cada variante foi associada a um 

fluoróforo diferente, com menor quantidade de sobreposição espectral, na posição 5’ 

e quencher na posição 3’ (Zimmers et al., 2019). A sonda da variante Delta foi 

associada ao fluoróforo FAM e quencher BHQ1; a sonda da variante Gama foi 

associada ao fluoróforo HEX e quencher BHQ1; a sonda da variante Ômicron foi 

associada ao fluoróforo Cy5 e quencher BHQ3; e a sonda do gene RdRp foi associado 

ao fluoróforo ROX e quencher BHQ1. 
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Primers e sondas foram sintetizados e purificados por CLAE (cromotagrafia 

líquida de alta eficiência) pela Synbio Techonologies através da empresa FastBio (São 

Paulo, Brasil) e dissolvidos em tampão TE (10 mM Tris, 0,1 mM EDTA, pH 8,0) para 

preparar estoques de 100 μM. 

 

4.5.2 Otimização do sistema PCR  

 

4.5.2.1 Determinação da quantidade de amostra em ensaio de PCR  

  

Inicialmente para determinar a concentração ideal da amostra na mistura 

reacional e avaliar a resposta dos primers desenvolvidos, foram realizados testes 

preliminares utilizando amostras previamente confirmadas como positivas para o 

SARS-CoV-2. Esse ensaio possibilitou verificar a eficiência dos primers diante de 

quantidade diferente de material genético e possíveis interferentes da reação de PCR 

(Schrader et al., 2012). 

A extração do RNA viral foi realizada utilizando o kit Pi-Clear DNA/RNA viral, 

seguindo protocolo do fabricante. O mastermix utilizado foi o qPCR-SYBR-Green 

mix/ROX, da marca Ludwig Biotecnologia. O volume reacional foi 20 µL, contendo 

10,0 μL de do master mix, 1,5 μL (400nm) de primer e a amostra extraída variou de 

3,0 µL (15 ng) a 5,0 µL (25 ng) da amostra extraída. O volume final foi completado 

com água disponível do kit. O ciclo térmico foi realizado com um ciclo inicial de 

desnaturação a 94 °C por 3 minutos, seguido de 40 ciclos de 94 °C por 1 minuto para 

desnaturação, 55 °C por 1 minuto para anelamento, 72 °C por 1 minuto para extensão, 

e finalmente um ciclo de 72 ºC por 5 minutos para extensão final. A etapa de melting 

foi realizada a 95 ºC por 15 segundos, seguida de 55 ºC por um minuto e 95 ºC por 

15 segundos (dissociação), adaptado do manual do fabricante (LUDWIG, 2023). As 

amostras foram analisadas em triplicata para cada primer.  

Os valores de CT foram comparados entre as diferentes proporções de amostra 

utilizadas na mistura reacional para determinar a condição ideal. A distribuição dos CT 

entre as triplicatas foi analisada para verificar a reprodutibilidade dos resultados. Os 

dados foram apresentados como média ± desvio padrão e comparados 

estatisticamente para definir a concentração de amostra mais adequada para o 

desenvolvimento do kit multiplex. 
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4.5.2.2 Otimização da concentração de primers na PCR 

 

Para a otimização da concentração de primers em ensaios de PCR, todos os 

pares de primers foram testados em PCRs singleplex para verificar a amplificação 

correta dos fragmentos desejados (Sint; Raso; Traugott, 2012). Foi realizada a análise 

dos primers únicos em concentrações de 100, 200, 400, 600 e 800 nM em sistema 

SYBR, enquanto a concentração dos demais componentes da reação, (como dNTPs, 

MgCl₂, tampão e enzima polimerase) foi mantida constante, permitindo avaliar a 

influência da concentração na eficiência de amplificação dos diferentes alvos (Bustin; 

Huggett, 2017). As reações de PCR foram conduzidas conforme descrito no item 

4.4.2.1, com o kit qPCR-SYBR-Green mix/ROX (Ludwig, 2023). Para controle da 

especificidade e sensibilidade da reação, foram incluídos controles negativos e 

positivos. 

A análise dos produtos amplificados foi realizada por meio das curvas de 

amplificação em qPCR e valores de CT. A avaliação dos resultados contemplou a 

verificação da intensidade e uniformidade das bandas ou dos sinais de fluorescência, 

além da identificação de amplificações inespecíficas e a presença de dímeros de 

primers, através da análise da curva de melting. Com base nos dados obtidos, 

selecionou-se a condição ótima, na qual todos os alvos amplificaram de maneira 

equilibrada, garantindo a robustez e a reprodutibilidade do ensaio singleplex.  

 

4.5.2.3 Otimização da relação primer - sonda 

 

Outro passo importante anterior a multiplexação de primers e sondas, é 

entender o funcionamento de cada par de primer e sua sonda complementar. Para a 

otimização da relação de primers e sondas em um ensaio de PCR utilizando sondas 

de hidrólise, do tipo TaqMan, inicialmente, padronizamos a concentração de ácido 

nucléico na amostra (15 ng). Em seguida, definiu-se um intervalo de concentrações a 

ser testado para os primers e sondas, variando entre 100 nM e 600 nM para os primers 

e entre 50 nM e 250 nM para as sondas, mantendo constante a concentração dos 

demais componentes da reação, como dNTPs, MgCl₂, tampão e enzima polimerase 

(Hulley et al., 2019; Rodríguez et al., 2015; Zhang et al., 2024).  

O delineamento experimental envolveu a montagem de reações em que as 

concentrações de primers e sondas foram testadas em diferentes combinações, 

https://loop.frontiersin.org/people/2551284
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permitindo avaliar a relação entre eficiência de amplificação (Hulley et al., 2019; Zhang 

et al., 2024).  

Foram seleciondas três amostras correspondentes aos perídos de circulação 

de cada variante, que foram extraídas com o kit Pi-Clear DNA/RNA viral, conforme 

protocolo do fabricante.  A PCR foi conduzida sob condições de ciclagem previamente 

estabelecidas no protocolo do Kit iTaq Universal Probes One-Step, incluindo controles 

negativos e positivos, assegurando a reprodutibilidade dos resultados. A ciclagem da 

PCR consistiu em uma etapa de transcriptase reversa a 50 °C por 15 minutos, 

desnaturação da transcriptase reversa a 95 °C por 3 minutos, em seguida 40 ciclos 

de 95 °C por 15 segundos e anelamento e extensão a 60 °C por 1 minuto. O volume 

final do mix reacional foi de 20 µL, contendo 3,0 µg de RNA extraído, 0,5 μL de iScript 

enzyme, 10 μL de 2x iTaq PCR, e a combinação de primers/sondas e água sufiente 

para completar o volume (Jaeger et al., 2021). 

A análise dos dados foi realizada por RT-qPCR, avaliando os valores de CT 

para cada condição testada. A concentração ótima de primers e sondas foi definida 

com base na menor variação entre réplicas (triplicata), no menor valor de CT possível 

para cada alvo e na ausência de amplificação inespecífica.  

Com base nos resultados obtidos, selecionou-se a melhor combinação de 

concentrações, garantindo que todos os alvos fossem amplificados de maneira 

eficiente e balanceada. Em seguida, foi realizada a multiplexação dos conjuntos de 

primers e sondas para alvos diferentes (Hulley et al., 2019; Zhang et al., 2024).  

 

4.5.2.4 Determinação da especifidade dos primers e sondas desenvolvidos  

  

Para testar se os primers amplificam apenas com as variantes alvo e se eles 

não reagem de forma cruzada com material genético de outras variantes, verificou-se 

a especificidade dos primers frente a diferentes variantes do SARS-CoV-2 (Sint; Raso; 

Traugott, 2012). Foram selecionadas cinco amostras correspondentes a períodos de 

pico de circulação das respectivas variantes no Brasil. A seleção foi realizada com 

base em dados epidemiológicos, garantindo que cada variante estivesse representada 

por amostras de períodos de alta prevalência, conforme Figura 14. Sendo assim, 

foram selecionadas amostras de variante Gama em julho de 2021, amostras de 

variante Delta em dezembro de 2021 e amostras de variante Ômicron em janeiro de 

2022. 

https://loop.frontiersin.org/people/2551284
https://loop.frontiersin.org/people/2551284
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Figura 14 – Frequência de circulação das variantes de SARS-CoV-2 no país por 

período de amostragem. 

 

Fonte: Fiocruz, 2023. 

 

As amostras foram submetidas a extração com o kit Pi-Clear DNA/RNA viral, 

conforme protocolo do fabricante.  A PCR foi conduzida sob condições de ciclagem 

previamente estabelecidas no protocolo do Kit iTaq Universal Probes One-Step. A 

ciclagem da PCR consistiu em uma etapa de transcriptase reversa a 50 °C por 15 

minutos, desnaturação da transcriptase reversa a 95 °C por 3 minutos, em seguida 40 

ciclos de 95 °C por 15 segundos e anelamento e extensão a 60 °C por 1 minuto. O 

volume final do mix reacional foi de 20 µL, contendo 3,0 µg de RNA extraído, 0,5 μL 

de iScript enzyme, 10 μL de 2x iTaq PCR, a combinação de primers/sondas em 

modelo singleplex (nas concentrações determinadas no ensaio 4.4.2.3), e água 

sufiente para completar o volume (Jaeger et al., 2021). 

Foram utilizados controle negativos (água) em todas as reações. Foram 

selecionadas 3 amostras conhecidamente negativas para SARS-Cov-2 para verificar 

a sensibilidade dos primers. As curvas de amplificação foram analisadas para 

determinar a especificidade dos primers. A reatividade cruzada entre variantes foi 

avaliada, considerando-se ausência de amplificação como critério de especificidade 

adequada. 
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4.5.3 Multiplexação do sistema PCR  

 

Para o desenvolvimento do ensaio multiplex para detecção de quatro alvos 

distintos (RdRp, Delta, Ômicron e Gama) utilizando PCR em tempo real com sondas 

de hidrólise, tipo TaqMan, foi adotada uma abordagem progressiva de multiplexação, 

permitindo a otimização individual e combinada dos alvos. Inicialmente, realizou-se a 

padronização da amplificação em sistema duplex, incluindo apenas os alvos RdRp e 

Delta.  

A otimização iniciou-se com a utilização da melhor concentração de primers e 

sondas obtida no ensaio descrito no item 4.4.2.4, para o ensaio duplex contendo RdRp 

e Delta.  Dessa forma, foi realizado um ajuste na concentração de primers e sondas 

para que o sistema funcionasse, com redução de 20% da concentração de primers e 

sondas pré-determinadas. Após a definição das melhores condições para essa 

configuração, procedeu-se à adição sequencial dos alvos Ômicron e, por fim, Gama, 

avaliando-se a eficiência e a robustez do ensaio em cada etapa.  

Os testes foram realizados com 30 amostras clínicas conhecidamente positivas 

para SARS-CoV-2, sendo 10 selecionadas no período de pico de circulação da 

variante Delta, 10 da variante Gama e 10 da variante Ômicron. As amostras foram 

extraídas com o kit Pi-Clear DNA/RNA viral, seguindo protocolo do fabricante.   

As análises de RT-qPCR foram conduzidas usando o kit iTaq Universal Probes 

One-Step Kit (Bio-Rad Laboratories) no equipamento CFX-96 (Bio-rad). A ciclagem e 

condições consistiram em uma etapa de transcriptase reversa a 50 °C por 15 minutos, 

desnaturação da transcriptase reversa a 95 °C por 3 minutos, em seguida 40 ciclos 

de 95 °C por 15 segundos e anelamento e extensão a 60 °C por 1 minuto. O volume 

final do mix reacional foi de 20 µL, contendo 3,0 µL da amostra extraída, 0,5 μL de 

iScript enzyme, 10 μL de 2x iTaq PCR, e a combinação de primers/sondas e água 

(para Delta: 480 nM da mistura de primers R e F e 160 nM de sonda; para RdRp: 80 

nM da mistura de primers R e F e 40 nM de sonda; para Ômicron: 480 nM da mistura 

de primers R e F e 160 nM de sonda; para Gama: 160 nM da mistura de primers R e 

F e 200 nM de sonda) (Jaeger et al., 2021). 

A análise dos resultados foi realizada com base nos valores de CTobtidos para 

cada condição testada. O critério para seleção da melhor condição foi a obtenção dos 

menores valores de CT com amplificação entre as amostras clínicas e ausência de 

amplificação inespecífica. 
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4.5.3.1 Determinação do limite de detecção 

 

Para avaliação do limite de detecção dos alvos específicos para as variantes 

do SARS-CoV-2, optou-se pela utilização de amostras clínicas reais, previamente 

confirmadas como positivas durante os períodos de circulação predominante das 

respectivas variantes (Delta, Gama e Ômicron). Essa escolha se justifica pelo fato de 

os primers e sondas utilizados serem altamente específicos para mutações presentes 

nessas linhagens, o que inviabiliza o uso de controles positivos genéricos ou 

sintéticos. 

Inicialmente foi feita uma curva padrão a partir do controle positivo validado 

(2019-ncov_n_positive control, IDT) e do kit do Allplex™ SARS-CoV-2 (Seegene). O 

ensaio com Allplex™ SARS-CoV-2 Kit (Seegene) utilizou um volume reacional de 20 

µL, contendo 5,0 µL de mix enzimático (EM8), 5,0 µL da mistura de oligo mix (MOM), 

o padrão diluído (2x105 a 2x100 cópias/µL) e água livre de nucleases (suficiente para 

completar 20,0 µL). O ciclo térmico foi realizado com 55°C por 20 minutos para 

transcrição reversa, seguido de 95°C por 15 minutos, e então 40 ciclos de 95°C por 

15 segundos e 58°C por 30 segundos (Seegene, 2020). Com os valores de CT 

obtidos, foi gerada uma regressão linear, permitindo a interpolação da carga viral das 

amostras clínicas selecionadas com base nos respectivos CTs. 

As amostras com concentrações de 104 cópias/µL foram selecionadas como 

base para a construção da curva padrão dos ensaios de limite de detecção dos alvos. 

A partir dessas amostras, realizaram-se diluições seriadas (10⁴ a 10⁻10 cópias/µL), que 

foram então submetidas à análise por RT-qPCR, em triplicata, com o uso dos 

oligonucleotídeos específicos para cada variante. Controles negativos foram incluídos 

em todas as reações a fim de assegurar a especificidade e excluir possíveis 

contaminações (Hulley et al., 2019; Li et al., 2024). Para a determinação dos limites 

de detecção dos primers e sondas desenvolvidos, foi utilizado o kitt iTaq Universal 

Probes One-Step (Bio-Rad Laboratories). A ciclagem e condições consistiram em uma 

etapa de transcriptase reversa a 50 °C por 15 minutos, desnaturação da transcriptase 

reversa a 95 °C por 3 minutos, em seguida 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos e 

anelamento e extensão a 60 °C por 1 minuto. O volume final do mix reacional foi de 

20 µL, contendo 3,0 µL de RNA extraído (104 a 10-10 cópias/µL), 0,5 μL de iScript 

enzyme, 10 μL de 2x iTaq PCR, e a combinação de primers/sondas (definidas no item 

4.4.3) e água para completar o volume (Jaeger et al., 2021). 
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4.6 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente pelo software 

GraphPad InStat 7.0. A análise entre grupos foi realizada pela análise de quartis, de 

variância (ANOVA) e as diferenças entre dois tratamentos foram pelo teste T-Student. 

Valores com p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Os dados 

foram expressos em média ± desvio padrão (DP). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 DESENVOLVIMENTO DE REAGENTE DE EXTRAÇÃO RÁPIDA DE 

ÁCIDOS NUCLEICOS 

 

5.1.1 Formulação do reagente de extração rápida de ácidos nucleicos 

 

 Foi obtida uma formulação final, estável em pH 4,6, sem precipitação de 

materiais particulados, de coloração marrom (o que facilita a visualização no 

momento do uso), límpida (Figura 15).  

 

Figura 15 - Produto de extração rápida de ácidos nucleicos desenvolvido. 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2023). 

 

5.1.2 Desenvolvimento e validação de protocolo para extração com 

reagente de extração rápida 

 

A detecção precoce, rápida e precisa de doenças é crucial para maximizar 

a eficiência do gerenciamento de crises, os resultados do tratamento e a 

estabilidade econômica. Dentre as etapas necessárias para a realização de 
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testes moleculares de diagnóstico, a extração de ácidos continua sendo um dos 

principais desafios. Em geral, é um processo demorado e de várias etapas, que 

requer laboratórios bem equipados e pessoal de laboratório qualificado. Outro 

fator agravante dessa etapa, é que o intenso fluxo de trabalho de extração pode 

ser um grande problema de desgaste operacional, em especial para ambientes 

com recursos limitados, que possuem a etapa de extração totalmente manual. 

Por isso, o desenvolvimento de técnicas de extração de ácido nucleico mais 

simples e que permitam melhorar a velocidade de testagem, são muito 

importantes (Chua et al., 2015; Paul, Ostermann; Wei, 2020). 

 

5.1.2.1 Desenvolvimento e validação de protocolo para amostras de SARS-CoV-

2 

 

A metodologia desenvolvida para a extração de ácidos nucleicos para 

amostras de SARS-CoV-2 promove a extração de ácidos nucleicos em apenas 

7 minutos. Através da extração com o reagente, foi possível obter material 

extraído com grande economia de produtos plásticos (ponteiras e microtubos) e 

em curto tempo. Geralmente, técnicas convencionais de extração, como colunas 

de sílica e solventes fenólicos, necessitam de um grande tempo de operação das 

amostras (cerca de 30 a 120 minutos/amostra), ocasionando maiores chances 

de contaminação e degradação do material genético (Ali et al., 2017; Dundas et 

al., 2008). Além disso, essas técnicas geram grandes quantidades de resíduos 

químicos e plásticos. Assim, a obtenção de ácidos nucleicos em curto tempo e 

com menor gasto de material plástico é um grande ganho para a área da biologia 

molecular, uma vez que impacta em redução de custos, celeridade de resultados 

e maior segurança da qualidade das amostras, devido a sua menor manipulação. 

Para a extração de amostras de SARS-CoV-2, provenientes de swabs de 

nasofaringe, swabs de orofaringe, saliva ou aspirado traqueal, com a utilização 

do reagente de extração rápida de ácidos nucleicos, foram utilizados apenas 1 

microtubo e 2 ponteiras por amostra (Figura 16). 
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Figura 16 - Comparativo de extração entre reagente de extração rápida de 

ácidos nucleicos e métodos convencionais de extração. 

  

Fonte: Elaborado pela autora (2023) – BioRender. 

 

Como a extração com o reagente desenvolvido não envolve etapas de 

purificação do material genético, a quantificação correta do RNA extraído 

utilizando espectrometria de luz torna-se inviável. Isto ocorre pois todos os 

constituintes do reagente e celulares da amostra continuam presentes na 

alíquota e podem interferir nos valores de absorção de luz UV, causando 

interpretações equivocadas sobre a quantidade e qualidade de material genético 

disponível (Ali et al., 2017). Por isso, foi necessário realizar uma curva para 

determinar qual a quantidade de amostra poderia ser adicionada ao mix 

reacional, sem provocar inibição da reação. De acordo com Schrader e 
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colaboradores (2012), vários constituintes celulares e da amostra, como muco e 

carboidratos, além do excesso de material genético, que podem estar presentes 

na amostra analisada, podem afetar a sensibilidade do ensaio ou mesmo levar 

a resultados falso‐negativos. Assim, para definir o percentual de amostra a ser 

utilizado no mix foi realizada curva de análise com 5 a 25 % de material extraído, 

em volume final de reação de 100% (Figura 17). 

 

Figura 17 - Curva para determinação de quantitativo de amostra no mix 

reacional, com análise do gene N, com kit Allplex (Seegene). 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2023). 

 

Conforme os resultados obtidos, foi determinado que o valor ótimo de 

amostra extraída no mix, seria de 15%, ou seja, 3,0 µL de amostra extraída em 

20µL de mix total. Em valores abaixo de 15% também foi possível obter a 

detecção do Gene N, mas com CT um pouco maior. No caso de amostras com 

baixa carga viral, que possuem um CT elevado, característico de início ou final 

de infecção pelo SARS-CoV-2, a utilização de percentual menor de amostra 

extraída pode acarretar resultados falsos negativos. Já para valores acima de 

15%, foi observado uma inibição da reação, aumentando ainda mais o CT e 

inviabilizando a análise. Desta forma, a otimização da reação é essencial para 

determinar a condição ótima de reação da PCR. 

O desenvolvimento do protocolo de extração rápida para amostras de 

SARS-CoV-2 comparou o resultado obtido de 50 amostras extraídas com o 

reagente de extração desenvolvido, coluna de sílica (PureLink RNA mini Kit) e 

com o QuickExtract RNA Extraction Solution, detectados com kit multiplex Allplex 

SARS-CoV-2 (Seegene). Os resultados obtidos estão listados na tabela 3, e 
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mostraram 100% de compatibilidade com os resultados originais emitidos após 

a primeira análise para diagnóstico. 

 

Tabela 3 - Resultados de RT-qPCR de reações realizadas com kit Allplex após 

extração com reagente desenvolvido, QuickExtract e coluna de sílica. 

Amostra Meio de 
transporte 

Extração CT Gene 
N 

CT 
Gene E 

CT Gene 
RdRp 

Resultado 

1 MTV Reagente 22.8 21.7 26.9 Detectado 

QuickExtract 23.2 20.1 25.9 Detectado 

Coluna 22.2 19.3 20.8 Detectado 

2 MTV Reagente 26.2 28.5 28.4 Detectado 

QuickExtract 26.9 24.8 30.4 Detectado 

Coluna 27.9 24.6 26.7 Detectado 

3 MTV Reagente 24.9 23.5 27.6 Detectado 

QuickExtract 26.0 22.2 28.3 Detectado 

Coluna 26.0 24.0 26.0 Detectado 

4 MTV Reagente N.D N.D N.D Não detectado 

QuickExtract N.D N.D N.D Não detectado 

Coluna N.D N.D N.D Não detectado 

5 MTV Reagente 26.0 28.2 28.6 Detectado 

QuickExtract 27.3 25.0 31.6 Detectado 

Coluna 28.3 24.9 26.7 Detectado 

6 MTV Reagente 25.2 24.0 29.9 Detectado 

QuickExtract 25.9 23.0 29.1 Detectado 

Coluna 26.1 23.3 25.4 Detectado 

7 MTV Reagente 30.4 32.1 32.6 Detectado 

QuickExtract 31.8 29.4 39.0 Detectado 

Coluna 32.6 29.5 31.4 Detectado 

8 MTV Reagente N.D N.D N.D Não detectado 

QuickExtract N.D N.D N.D Não detectado 

Coluna N.D N.D N.D Não detectado 

9 MTV Reagente N.D N.D N.D Não detectado 

QuickExtract N.D N.D N.D Não detectado 

Coluna N.D N.D N.D Não detectado 

10 MTV Reagente 21.0 23.8 23.5 Detectado 

QuickExtract 20.9 19.9 25.3 Detectado 

Coluna 23.2 19.8 21.6 Detectado 

11 MTV Reagente 25.5 28.7 29.3 Detectado 

QuickExtract 26.0 24.6 30.4 Detectado 

Coluna 26.5 23.5 25.9 Detectado 

12 MTV Reagente N.D N.D N.D Não detectado 

QuickExtract N.D N.D N.D Não detectado 

Coluna N.D N.D N.D Não detectado 

13 MTV Reagente 24.7 28.4 29.6 Detectado 

QuickExtract 24.7 24.2 30.2 Detectado 

Coluna 26.4 24.2 26.7 Detectado 
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14 MTV Reagente N.D N.D N.D Não detectado 

QuickExtract N.D N.D N.D Não detectado 

Coluna N.D N.D N.D Não detectado 

15 MTV Reagente 28.6 27.9 32.4 Detectado 

QuickExtract 29.6 25.7 33.0 Detectado 

Coluna 31.0 28.2 31.0 Detectado 

16 MTV Reagente 14.4 13.6 26.3 Detectado 

QuickExtract 20.0 13.3 25.7 Detectado 

Coluna 22.0 19.8 21.5 Detectado 

17 MTV Reagente N.D N.D N.D Não detectado 

QuickExtract N.D N.D N.D Não detectado 

Coluna N.D N.D N.D Não detectado 

18 MTV Reagente 29.1 32.4 33.7 Detectado 

QuickExtract 33.2 32.5 41.7 Detectado 

Coluna 30.5 28.3 30.6 Detectado 

19 MTV Reagente N.D N.D N.D Não detectado 

QuickExtract N.D N.D N.D Não detectado 

Coluna N.D N.D N.D Não detectado 

20 MTV Reagente N.D N.D N.D Não detectado 

QuickExtract N.D N.D N.D Não detectado 

Coluna N.D N.D N.D Não detectado 

21 MTV Reagente N.D N.D N.D Não detectado 

QuickExtract N.D N.D N.D Não detectado 

Coluna N.D N.D N.D Não detectado 

22 MTV Reagente 18.0 21.7 26.2 Detectado 

QuickExtract 20.6 19.9 26.2 Detectado 

Coluna 16.6 15.9 17.8 Detectado 

23 MTV Reagente N.D N.D N.D Não detectado 

QuickExtract N.D N.D N.D Não detectado 

Coluna N.D N.D N.D Não detectado 

24 MTV Reagente 24.0 26.2 27.2 Detectado 

QuickExtract 24.5 23.7 27.8 Detectado 

Coluna 27.5 24.8 26.8 Detectado 

25 MTV Reagente 27.4 29.6 30.1 Detectado 

QuickExtract 28.3 26.7 31.5 Detectado 

Coluna 30.4 27.2 29.1 Detectado 

26 MTV Reagente 28.5 30.8 31.4 Detectado 

QuickExtract 30.3 29.3 36.7 Detectado 

Coluna 32.6 19.4 31.4 Detectado 

27 MTV Reagente 21.6 22.2 22.5 Detectado 

QuickExtract 21.4 21.8 22.6 Detectado 

Coluna 24.1 20.7 22.7 Detectado 

28 MTV Reagente 22.6 25.3 25.5 Detectado 

QuickExtract 22.5 21.3 26.2 Detectado 

Coluna 24.3 20.8 22.3 Detectado 

29 MTV Reagente 22.9 23.9 26.2 Detectado 

QuickExtract 23.0 21.2 26.3 Detectado 

Coluna 24.0 21.8 23.5 Detectado 
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30 MTV Reagente 19.7 21.1 22.1 Detectado 

QuickExtract 18.2 16.9 21.0 Detectado 

Coluna 22.4 21.1 22.2 Detectado 

31 MTV Reagente 24.0 29.2 23.8 Detectado 

QuickExtract 22.3 23.0 26.9 Detectado 

Coluna 23.2 19.5 21.3 Detectado 

32 MTV Reagente 21.2 25.9 19.5 Detectado 

QuickExtract 18.4 18.1 23.3 Detectado 

Coluna 19.1 16.1 17.1 Detectado 

33 MTV Reagente N.D N.D N.D Não detectado 

QuickExtract N.D N.D N.D Não detectado 

Coluna N.D N.D N.D Não detectado 

34 MTV Reagente N.D N.D N.D Não detectado 

QuickExtract N.D N.D N.D Não detectado 

Coluna N.D N.D N.D Não detectado 

35 MTV Reagente 23.5 28.5 22.5 Detectado 

QuickExtract 21.0 21.1 26.6 Detectado 

Coluna 21.4 19.0 20.0 Detectado 

36 MTV Reagente 28.2 28.8 31.2 Detectado 

QuickExtract 28.9 28.9 32.5 Detectado 

Coluna 30.6 28.2 30.0 Detectado 

37 MTV Reagente 31.6 34.0 36.2 Detectado 

QuickExtract 33.5 31.9 N.D Detectado 

Coluna 39.0 38.6 N.D Detectado 

38 MTV Reagente 29.9 34.5 33.4 Detectado 

QuickExtract 29.4 28.2 37.0 Detectado 

Coluna 29.8 26.7 28.8 Detectado 

39 MTV Reagente N.D N.D N.D Não detectado 

QuickExtract 41.5 N.D N.D Não detectado 

Coluna N.D N.D N.D Não detectado 

40 MTV Reagente N.D N.D N.D Não detectado 

QuickExtract N.D N.D N.D Não detectado 

Coluna N.D N.D N.D Não detectado 

41 MTV Reagente 41.8 N.D N.D Não detectado 

QuickExtract N.D N.D N.D Não detectado 

Coluna N.D N.D N.D Não detectado 

42 MTV Reagente 30.9 31.6 38.2 Detectado 

QuickExtract 30.8 27.9 40.5 Detectado 

Coluna 28.5 25.7 27.8 Detectado 

43 MTV Reagente N.D N.D N.D Não detectado 

QuickExtract N.D N.D N.D Não detectado 

Coluna N.D N.D N.D Não detectado 

44 MTV Reagente 23.7 23.4 28.1 Detectado 

QuickExtract 24.2 20.9 27.4 Detectado 

Coluna 22.4 21.1 22.2 Detectado 

45 Salina Reagente N.D N.D N.D Não detectado 

QuickExtract N.D N.D N.D Não detectado 

Coluna N.D N.D N.D Não detectado 
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46 Salina Reagente N.D N.D N.D Não detectado 

QuickExtract N.D N.D N.D Não detectado 

Coluna N.D N.D N.D Não detectado 

47 Salina Reagente 16.4 16.3 18.9 Detectado 

QuickExtract 17.2 16.2 17.7 Detectado 

Coluna 19.8 17.0 18.7 Detectado 

48 Aspirado 
traqueal 

Reagente 21.7 21.0 22.4 Detectado 

QuickExtract 20.8 20.3 21.8 Detectado 

Coluna 22.6 19.8 21.6 Detectado 

49 Aspirado 
traqueal 

Reagente N.D N.D N.D Não detectado 

QuickExtract N.D N.D N.D Não detectado 

Coluna N.D N.D N.D Não detectado 

50 Aspirado 
traqueal 

Reagente N.D N.D N.D Não detectado 

QuickExtract N.D N.D N.D Não detectado 

Coluna N.D N.D N.D Não detectado 
Onde, CT RT-qPCR = Cycle threshold; N. D. = Não Detectado. MTV = Meio de 

transporte viral 

 

Os valores de CT para o gene N foram semelhantes na maioria das 

amostras, sem variações estatísticas entre a média dos valores entre os 

diferentes métodos de extração. Para a análise do gene E, QuickExtract 

apresentou valores de CT menores com diferença significativa (p < 0,05), quando 

comparado com o reagente desenvolvido. Para o gene RdRp, não houve 

diferença estatisticamente significativa entre as médias CT valores obtidos com 

o reagente desenvolvido e QuickExtract (Figura 18). Os resultados obtidos 

mostraram que o reagente foi eficaz no fornecimento de ácido nucleico de 

amostras em diferentes meios testados. A detecção dos genes N, E e RdRp foi 

viável em amostras biológicas independentemente do meio de transporte 

utilizado (meio de transporte viral, solução salina e amostras clínicas de aspirado 

traqueal). A extração em matrizes salinas e aspirado traqueal mostra que o 

reagente é capaz de gerar resultados satisfatórios em matrizes simples e 

complexas. 

Além disso, a análise individual das amostras, revelou que o reagente 

permitiu a detecção de amostras com CT alto e baixo, indicando que não 

interfere na detecção, mesmo de cargas virais baixas. Em um estudo de 

Komiazyk et al. (2021), a dificuldade em extrair RNA de amostras com baixa 

carga viral foi relatada, em especial, devido a dificuldades operacionais na 

extração convencional por coluna ou solventes orgânicos. 
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Figura 18 - Valores de CT obtidos para os genes N, E e RdRp em ensaio 

multiplex de RT-qPCR após extração com o reagente desenvolvido, 

QuickExtract e coluna. 

 

Onde: O gráfico é apresentado como valores individuais de CT, a média e a dispersão 

(valores de CT mais altos e mais baixos). A análise estatística foi realizada para média, 

onde * indica p < 0,05. Equipamento utilizado: 7500 Fast Real-Time PCR (Thermo 

Scientific). 

Fonte: Adaptado de Silva et al., 2022. 

 

Com base nos valores de CT obtidos, o reagente de extração apresentou 

resultados semelhantes diferentes estatisticamente quando comparados com a 

coluna para todos os genes. Esse resultado condiz com o esperado, uma vez 

que é a comparação de técnicas de extração diferentes, além de amostras com 

pureza distintas. Em relação à comparação aos dois reagentes de extração 

rápida, houve diferença estatística somente para a análise do gene E, mas não 

houve diferença estística para os genes N e RdRp.  

O gene N faz parte do nucleocapsídeo viral e tem sido relatado como 

sequência gênica viral, altamente conservada. Além disso, estudos anteriores 

usando o gene N foram mais sensíveis do que aqueles usando outros genes (Li; 

Zhang; Li, 2020). Portanto, a semelhança nos valores obtidos demonstra que o 

reagente não interfere na reação enzimática com o gene N, validando o uso do 

reagente para os kits de detecção que compreendem o gene N, com base na 

reação de sondas de hidrólise. 
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Por outro lado, os resultados sugerem uma leve diminuição da 

sensibilidade na detecção do gene E quando se utiliza o reagente desenvolvido, 

em comparação com o QuickExtract. Os valores de CT para o gene E foram 

significativamente mais altos com o novo reagente, embora não tenham ocorrido 

falha na detecção em nenhuma das amostras analisadas. O gene E, que codifica 

a proteína do envelope viral, é menos conservado do que o gene N e pode 

apresentar maior variabilidade entre cepas (Ali et al., 2020; Li et al., 2020). Além 

disso, a região alvo utilizada nos ensaios de RT-qPCR pode ser mais suscetível 

a interferências na reação de transcrição reversa ou amplificação. A diferença 

observada nos CTs pode, portanto, estar relacionada à presença de 

componentes na formulação do reagente que promovem uma leve inibição 

enzimática ou à menor eficiência de extração para essa região específica do 

RNA viral. Ainda assim, como todas as amostras esperadas foram detectadas, 

a sensibilidade do reagente permanece adequada para fins diagnósticos. 

Além da análise em multiplex, o reagente foi avaliado também na 

detecção de SARS-COV-2 utilizando kits singleplex: iTaq Universal Probes One-

Step Kit e 2019-nCoV. Os resultados (Tabela 4) mostram que não houve 

diferença significativa no resultado quando as amostras foram processadas com 

o reagente desenvolvido ou QuickExtract. Em comparação específica com o 

QuickExtract, um reagente comercial usado também para extração rápida, é 

possível observar que não houve diferença estatítca nas médias de detecção de 

todos os genes testados, conforme mostra a Figura 19. O alvo do gene RNAseP 

apresentou média maior nos valores de CT quando comparado com os alvos do 

gene N, o que pode ser devido à diferença e dificuldade de coleta do material, 

uma vez o alvo corresponde a um gene endógeno humano. 

 Os resultados indicam que o reagente desenvolvido foi eficaz para extrair 

ácidos nucleicos de diferentes meios. Nas reações singleplex, o painel de 

primers utilizado foi proveniente do CDC/US, que possui os genes N1 e N2, 

específicos para SARS-CoV-2 e o gene RNAseP, como controle endógeno 

(CDC, 2019). O SARS-CoV-2 foi identificado em 40% das amostras de diversas 

matrizes biológicas e foi 100% compatível com os resultados originais emitidos 

para diagnóstico. 
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Tabela 4 - Resultados de RT-qPCR de reações realizadas com kit singleplex 

após extração com reagente desenvolvido, QuickExtract e coluna de sílica. 

Amostra 
Médio de 

transporte 
Extração 

CT 
Gene N1 

CT 
Gene N2 

CT 
Gene 

RNAseP 
Resultado 

1 MTV 

Reagente 19.4 19.2 35.6 Detectado 

QuickExtract 19.7 19.8 25.4 Detectado 

Coluna 23.5 22.9 26.9 Detectado 

2 MTV 

Reagente 25.8 25.0 37.4 Detectado 

QuickExtract 24.0 23.6 28.1 Detectado 

Coluna 30.6 29.4 28.8 Detectado 

3 MTV 

Reagente N. D. N. D. 27.3 Não Detectado 

QuickExtract N. D. N. D. 34.5 Não Detectado 

Coluna N. D. N. D. 28.6 Não Detectado 

4 MTV 

Reagente N. D. N. D. 28.0 Não Detectado 

QuickExtract N. D. N. D. 34.2 Não Detectado 

Coluna N. D. N. D. 28.8 Não Detectado 

5 Salina 

Reagente N. D. N. D. 30.2 Não Detectado 

QuickExtract N. D. N. D. 35.2 Não Detectado 

Coluna N. D. N. D. 28.4 Não Detectado 

6 Salina 

Reagente N. D. N. D. 29.2 Não Detectado 

QuickExtract N. D. N. D. 30.3 Não Detectado 

Coluna N. D. N. D. 28.7 Não Detectado 

7 Salina 

Reagente 15.8 15.4 33.2 Detectado 

QuickExtract 15.8 15.2 29.4 Detectado 

Coluna 19.7 18.6 27.7 Detectado 

8 
Aspirado 
Traqueal 

Reagente 19.8 19.6 33.2 Detectado 

QuickExtract 18.7 18.6 23.6 Detectado 

Coluna 21.8 21.3 27.3 Detectado 

9 
Aspirado 
Traqueal 

Reagente N. D. N. D. 24.8 Não Detectado 

QuickExtract N. D. N. D. 32.5 Não Detectado 

Coluna N. D. N. D. 26.8 Não Detectado 

10 
Aspirado 
Traqueal 

Reagente N. D. N. D. 24.2 Não Detectado 

QuickExtract N. D. N. D. 30.2 Não Detectado 

Coluna N. D. N. D. 26.4 Não Detectado 
Onde, CT RT-qPCR = Cycle threshold; N. D. = Não Detectado. MTV = Meio de 

transporte viral 
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Figura 19 - Valores de CT obtidos para os genes N1, N2 e RNAseP em ensaio 

singleplex de RT-qPCR após extração com o reagente desenvolvido, 

QuickExtract e coluna. 

 

Onde: O gráfico é apresentado como valores individuais de CT, a média e a dispersão 

(valores de Ct mais altos e mais baixos). Não foram observadas diferenças 

estatisticamente significativas entre os reagentes. Equipamento utilizado: QuantStudio 

03 (Thermo Fisher Scientific). 

Fonte: Adaptado de Silva et al., 2022. 

 

Assim, o protocolo para uso do reagente de extração rápida foi validado 

para amostras de SARS-CoV-2, em diferentes matrizes biológicas, com 

diferentes kits de detecção e equipamentos. Os resultados obtidos demonstram 

que o reagente desenvolvido permite a extração de ácidos nucléicos de amostras 

para análise qualitativa por RT-qPCR, fornecendo resultados estatisticamente 

semelhantes aos obtidos com tecnologia de coluna de sílica, uma técnica com 

maior geração de redíduos, maior custo e mais demorada. 

A comparação com o QuickExtract e validação do reagente para amostras 

de SARS-CoV-2 gerou a publicação de um artigo intitulado “Comparison of Rapid 

Nucleic Acid Extraction Methods for SARS-CoV-2 Detection by RT-qPCR”, 

publicado no periódico Diagnotics, volume 12, em 2022 (Anexo A). 

Posteriormente, o reagente também foi avaliado frente a diferentes variantes de 

SARS-CoV-2, gerando a publicação de artigo intitulado “The Influence of the 

Omicron Variant on RNA Extraction and RT-qPCR Detection of SARS-CoV-2 in 
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a Laboratory in Brazil”, publicado no período Viruses, volume 15, em 2023 

(Anexo B). 

 

5.1.2.2 Análise da integridade do RNA extraído utilizando o reagente 

desenvolvido 

 

A análise da integridade do RNA é uma etapa essencial para garantir a 

confiabilidade de testes moleculares, especialmente quando se utiliza material 

biológico de difícil manipulação, como o swab nasal. Neste estudo, avaliou-se a 

qualidade do RNA extraído de amostras de swab nasal por dois métodos 

distintos: um método de extração e purificação por coluna de sílica (kit Pi-Clear 

DNA/RNA Viral – Pi-Biotech Genética Anvançada) e o reagente de extração 

rápida desenvolvido. A integridade do RNA foi avaliada por eletroforese capilar 

no sistema Agilent Bioanalyzer. 

As amostras extraídas com coluna de sílica apresentaram um RIN de 6,5, 

com presença de picos compatíveis com os RNAs ribossômicos 18S e 28S 

(Figura 20), ainda que com indícios de degradação parcial. Considerando-se a 

natureza da amostra (secreção nasal), onde é comum a presença de RNases e 

baixa quantidade de RNA total, esse valor é compatível com o esperado para 

amostras clínicas e considerado adequado para aplicações como RT-qPCR 

(Fleige; Pfaffl, 2006; Schroeder et al., 2006). 

 

Figura 20 – Eletrograma de RNA oriundo de amostras de swab nasal extraídas 

com kit de coluna. 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2025). – Bioanalyzer 2100. 
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Já as amostras extraídas com o reagente desenvolvido apresentaram 

eletrogramas com boa definição dos picos ribossômicos. Contudo, o 

equipamento não conseguiu calcular automaticamente o RIN, o que pode ocorrer 

quando a concentração do RNA está abaixo do limite de detecção do 

Bioanalyzer, quando há ausência de rRNA eucarioto (como em casos de 

predominância de RNA viral), ou ainda por perfis atípicos de eletroforese 

(Agilent, 2016; Imbeaud et al., 2005). De fato, o perfil de eletroforese observado 

indica a presença de banda com peso molecular alto, sugerindo presença de 

moléculas maiores. A extração rápida permite a exposição do material para 

análises subsequentes. No entanto, é sabido que o material não é purificado, 

contendo moleculas biológicas que podem interferir na análise como observado. 

Dessa forma, o perfil indica a presença de RNA 18S e 28S íntegro, sugerindo 

RNA com boa integridade (Figura 21). 

 

Figura 21 – Eletrograma de RNA oriundo de amostras de swab nasal extraídas 

com reagente desenvolvido. 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2025). – Bioanalyzer 2100. 

 

Alguns estudos mostram que, em amostras com baixa complexidade 

celular ou com alto risco de degradação, como secreções, o número de 

integridade do RNA (RIN) pode não ser um indicador confiável da qualidade do 

RNA. Nesses casos, a análise visual dos eletrogramas pode ser uma abordagem 

mais adequada para avaliar a integridade do RNA. Apesar da ausência do RIN 

automático, a análise visual dos eletrogramas indica que o RNA extraído com o 



86 
 

 

reagente apresenta integridade molecular e pequena degradação, sendo, 

portanto, funcional para aplicações como RT-qPCR viral (Al-Adsani et al., 2022). 

Assim, conclui-se que o reagente desenvolvido se mostrou eficaz na 

preservação do RNA extraído de swab nasal, fornecendo material de qualidade 

compatível com técnicas moleculares de diagnóstico, mesmo em condições 

desafiadoras de coleta e processamento. 

 

5.1.2.3 Desenvolvimento de protocolo de extração para amostras de sangue total 

 

A extração de ácidos nucleicos de amostras provenientes de sangue total 

com o reagente desenvolvido revelou pontos importantes, como a necessidade 

de ajuste na proporção reacional entre amostra biológica e reagente. Após a lise 

térmica, o sangue tornou-se marrom escuro devido à degradação da 

hemoglobina e oxidação do ferro (Sidstedt et al., 2018). Assim, o material torna-

se mais denso e gelatinoso, dificultando a pipetagem. Quando utilizado a razão 

de 1:1 para extração, o volume disponível para utilização foi pequeno devido a 

quantidade de material precipitado, podendo ocasionar dificuldades de 

operação. Por isso, foi realizada a lise com razão de 1:1,5 (amostra:reagente de 

extração) e foi obtido material suficiente para as análises de PCR (Figura 22). 

Outro fator importante é que, devido a quantidade de material sólido, o tempo do 

quick spin após resfriamento da amostra, deve ser suficiente para que todo 

material particulado precipite. 

 

Figura 22 - Amostra de sangue total após extração de ácidos nucleicos, 

utilizando o reagente desenvolvido na proporção de 1:1,5. 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2023). 

 



87 
 

 

A RNaseP, cujo gene foi avaliado nesse experimento, é uma enzima 

endonuclease encontrada em células de todos os três reinos da vida, que 

catalisa a maturação da extremidade 5' dos RNAs de transferência (tRNA) e 

mantém a viabilidade celular. Portanto, é um gene muito comum e bem expresso 

nas células humanas (Lundblad; Altman, 2010). Na curva obtida (Figura 23) para 

determinação da quantidade de amostra permitida no mix reacional, revelou que 

a concentração de 15% (3,0 µL de amostra em 20,0 µL de mix) é a mais 

adequada para a análise de sangue total, no que se refere a detecção de genes 

endógenos. 

A análise dos CTs obtidos na triplicata não revelou diferença estatística 

entre os grupos (p > 0,05), mas considerando que a cada ciclo a quantidade de 

cópias de DNA possui crescimento exponencial (2n) (Rodríguez-Lázaro; 

Hernández, 2013), a diferença entre as análises deve ser avaliada. Para as 

amostras contendo 5% de amostra extraída, obteve-se valor médio de CT de 

31,77 ± 2,08. Para 10%, 15% e 20%, os valores médios de CT foram 31,98 ± 

0,82, 31,12 ± 1,52, e 33,92 ± 1,63, respectivamente. 

 

Figura 23 - Curva de detecção de RNAseP, com diferentes concentrações de 

amostra (5 a 20%) no mix reacional, após extração utilizando o reagente 

desenvolvido na proporção de 1:1,5. 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2023). 

 

Com a adição de 20% de amostra extraída no mix reacional, é possível 

notar um aumento de 2 CT médios, indicando possível inibição parcial da reação. 
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Tal fato pode ocorrer devido a presença de constituintes inibidores da reação de 

PCR no material lisado, como a hemoglobina, presente em grande quantidade 

no sangue total (Schrader et al., 2012). Essa pequena inibição poderia ser 

corrigida com uma etapa adicional de diluição prévia das amostras. Já para as 

análises contendo 5 a 15% de amostra extraída no mix reacional, não foi 

observada variação impactante em relação aos valores de CT. Contudo, 

observa-se um desvio maior nas análises contendo 5% de amostra extraída, que 

pode ser atribuído a desvios de técnica de pipetagem de volumes pequenos. 

 

5.1.2.4 Desenvolvimento e validação de protocolo de extração para amostras de 

soro 

 

Como as amostras de soro possuem menos células que o sangue total, 

foi possível realizar a extração com reagente desenvolvido mantendo a 

proporção de 1:1 (Amostra:Reagente). Após a lise térmica, observou-se a 

formação de precipitado na amostra de soro, que é facilmente separado na etapa 

de quickspin do protocolo de extração.  

A capacidade de isolar, quantificar e analisar ácidos nucleicos presentes 

no soro, plasma e sangue leva à identificação de fragmentos específicos de 

ácidos nucleicos relacionados a distúrbios específicos, como diabetes, câncer, 

infarto do miocárdio e acidente vascular cerebral, além de infecções externas, 

permitindo o diagnóstico precoce. As doenças infecciosas possuem algumas 

peculiaridades que as distinguem de outras doenças humanas, como a 

transmissibilidade e sua estreita relação tanto com o meio ambiente quanto com 

o comportamento humano, e a capacidade de serem prevenidas e erradicadas. 

(Gahan; Swaminathan, 2008; Lima-Camara, 2016). Assim, o diagnóstico rápido 

de pacientes com doenças infecciosas pode auxiliar tanto na recuperação do 

paciente, como em ações de controle epidemiológico. Da mesma forma que as 

amostras de SARS-CoV-2, a extração com o reagente desenvolvido diminui o 

tempo de extração de amostras de soro consideravelmente, quando comparado 

com técnicas convencionais, podendo trazer um impacto significativo nas rotinas 

laboratoriais, além de significativa redução de custo. 

Dentre as inúmeras infecções que podem ser detectadas por exames de 

RT-qPCR em amostras de soro, as arboviroses são as doenças de origem 
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zoonótica. No Brasil as principais são Dengues, Zika vírus, Chikungunya e Febre 

Amarela e que possuem, cada dia mais, o diagnóstico realizado por RT-qPCR, 

por ser uma técnica menos susceptível a reações cruzadas do que outros testes 

como ELISA (do inglês, Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay) e 

imunocromatografia (Licínio; Ayres, 2021). 

O desenvolvimento do protocolo para amostras de soro comparou o 

resultado obtido de 20 amostras extraídas com o reagente de extração 

desenvolvido com o resultado oficial em laudo obtido com material extraído com 

coluna de sílica, com o kit ZDC Biomol (IBMP). Os resultados obtidos estão 

listados na tabela 5 e mostraram 100% de compatibilidade com os resultados 

originais emitidos após a primeira análise para diagnóstico. 

 

Tabela 5 - Resultados de RT-qPCR de reações realizadas com kit ZDC Biomol 

após extração com reagente desenvolvido, para detecção de arboviroses. 

Amostra 
Valor do CT 

(Reagente) 

Resultado obtido 

(Reagente) 

Resultado oficial 

(Coluna de sílica) 

1 25,0 Dengue 1 Dengue 1 

2 33,0 Febre Amarela Febre Amarela 

3 22,0 Dengue 3 Dengue 3 

4 32,0 Zika Virus Zika Virus 

5 22,0 Dengue 2 Dengue 2 

6 34,0 Febre Amarela Febre Amarela 

7 34,0 Febre Amarela Febre Amarela 

8 22,0 Dengue 4 Dengue 4 

9 25,0 Chikungunya Chikungunya 

10 Não Detectado Não Detectado Não Detectado 

11 24,0 Dengue 1 Dengue 1 

12 Não Detectado Não Detectado Não Detectado 

13 Não Detectado Não Detectado Não Detectado 

14 24,0 Dengue 2 Dengue 2 

15 32,0 Zika vírus Zika vírus 

16 26,0 Chikungunya Chikungunya 

17 26,0 Dengue 2 Dengue 2 
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18 34,0 Dengue 4 Dengue 4 

19 27,0 Zika vírus Zika Virus 

20 Não Detectado Não Detectado Não Detectado 

 

Dentro os resultados obtidos, 20% foram não detectados para os alvos 

analisados e condizentes com o resultado oficial dos exames. Para as amostras 

com resultados detectáveis, obteve-se a detecção de Dengue, Zika, Chikunguya 

e Febre Amarela, e a similaridade de 100% com os resultados oficiais, indicando 

que o reagente desenvolvido foi eficaz na extração de amostras de soro. A 

análise individual das amostras revelou que o reagente consegue extrair 

amostras com CTs variados (altos e baixos), indicativos de cargas virais 

diferentes. No caso de arboviroses, esse é um item importante, uma vez que as 

amostras de soro são muito sensíveis a degradação podendo impactar o RNA 

viral presente no material e reduzir a confiabilidade dos resultados. Além disso, 

a própria coleta e processamento das amostras de soro já pode impactar os 

resultados de PCR, caso existam alguns problemas, como hemólise, 

armazenamento inadequado e longo tempo até a centrifugação da amostra (Al-

Soud; Rådström, 2001).  

No caso da detecção da dengue, também foi possível obter resultados 

satisfatórios para a sorotipagem do tipo de dengue (Dengue 1, 2, 3 e 4), com o 

uso do reagente desenvolvido. Portanto, os resultados obtidos demonstram que 

é possível extrair o material genético do soro utilizando o reagente desenvolvido, 

e que não houve interferência nas reações enzimáticas RT-qPCR utilizando 

sondas de hidrólise, do tipo Taqman, resultando em 100% de compatibilidade 

com os resultados oficiais de diagnóstico. 

 

5.1.2.5 Desenvolvimento e validação de protocolo de extração para amostras de 

plasma 

 

Para verificar efetividade da extração de ácidos nucleicos com o reagente 

desenvolvido em amostras de plasma, o teste de sexagem fetal por qPCR com 

o material extraído foi realizado. Este ensaio utiliza sondas de hidrólise para 

detectar fragmentos de gene do cromossomo Y circulante no sangue da mãe. 

Assim, a amplificação do alvo no cromossomo Y indica que o feto é do sexo 
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masculino e a não detecção, indica que o feto é do sexo feminino. Acredita-se 

que o DNA fetal livre no plasma materno seja derivado de células trofoblásticas 

que são aprisionadas e lisada no pulmão materno, ou liberadas após a apoptose 

natural de células fetais que estão vazando continuamente através da placenta 

(Bianchi, 1998). Lo e colaboradores (1998) mostraram que a concentração de 

DNA fetal circulante no plasma materno já é relativamente alta no início da 

gravidez e que esta concentração aumenta gradualmente com a gestação. 

Estudos anteriores mostraram que a detecção do DNA fetal no plasma materno 

é alcançada em um período gestacional de 7 semanas com segurança, mas com 

4 semanas já é possível a identificação do DNA fetal em alguns casos (Lo et al., 

1998; Thomas et al., 1995). 

Durante a extração de ácidos nucleicos de plasma com o reagente 

desenvolvido, não foram observadas intercorrências e o protocolo de extração 

foi bem semelhante ao descrito para amostras de soro (7 minutos de extração, 

reação 1:1 – amostra-reagente, e baixo consumo de material plástico). A tabela 

6 mostra os resultados obtidos em 11 amostras para ensaio de detecção do gene 

DYS14 presente no cromossomo Y, com o kit de EasyPlex Sexagem Fetal (CBI 

Scientific). 

Dentre os resultados obtidos, foi observada a concordância em 100% com 

o resultado oficial, indicando que o reagente pode atuar na extração e 

preservação de ácidos nucleicos oriundos do plasma. Além da detecção do gene 

DYS14 nas amostras (Figura 24), não foi observada a amplificação de nenhum 

gene analisado (DYS14 e RNAseP) nos controles negativos, indicando não 

haver contaminação nas análises realizadas. 
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Tabela 6 – Resultados de qPCR para detecção do gene DYS14 

(cromossomo Y) e sexagem fetal em amostras de plasma, extraídas com 

reagente desenvolvido. 

Amostra Valor do CT 
Resultado obtido 

por qPCR 

Idade gestacional na 

coleta (semanas) 

Resultado 

verificado por 

Ultrassom 

1 34,0 Sexo masculino 39 Sexo masculino 

2 35,0 Sexo masculino 31 Sexo masculino 

3 33,0 Sexo masculino 25 Sexo masculino 

4 33,0 Sexo masculino 38 Sexo masculino 

5 35,0 Sexo masculino 37 Sexo masculino 

6 34,0 Sexo masculino 27 Sexo masculino 

7 29,0 Sexo masculino 27 Sexo masculino 

8 33,0 Sexo masculino 29 Sexo masculino 

9 33,0 Sexo masculino 29 Sexo masculino 

10 35,0 Sexo masculino 33 Sexo masculino 

11 33,0 Sexo masculino 30 Sexo masculino 

 

 

Figura 24 - Curva de amplificação de amostra de plasma, com detecção do 

gene DYS14 (sexo masculino).

 

Fonte: Elaborado pela autora (2023). 
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Assim como as amostras de sangue total e de soro, as amostras de 

plasma também exigem atenção especial às condições de extração, pois podem 

conter uma grande quantidade de inibidores e interferentes na reação de PCR 

(Al-Soud; Rådström, 2001). Embora os resultados atuais confirmem a 

capacidade do reagente desenvolvido em extrair e preservar ácidos nucleicos de 

plasma materno, até o momento o reagente só foi desafiado para amostras com 

idade gestacional elevada (acima de 25 semanas), nas quais há uma quantidade 

maior de material disponível para a reação. Assim, a inclusão de novas amostras 

biológicas pode complementar o entendimento da capacidade de detecção de 

um kit de sexagem fetal utilizando um reagente de extração rápida. 

 

5.1.2.6 Desenvolvimento de protocolo de extração para amostras vegetais 

 

Atualmente, a utilização da biologia molecular no ramo de agricultura está 

em crescimento, pois permite compreender a genética e os processos biológicos 

vegetais, o que possibilita melhorar a produção, a qualidade nutricional e a 

resistência a estresses ambientais e doenças. Isso contribui para o 

desenvolvimento sustentável da agricultura e para garantir a segurança 

alimentar em nível global. Por isso, estudos que fornecem celeridade e menor 

custo aos ensaios de biotecnologia são muito importantes globalmente, sendo a 

etapa de extração de ácidos nucleicos um fator a ser explorado. No Brasil, a soja 

é a principal cultura, tanto em escala quanto em valor, por isso foi escolhida para 

o desenvolvimento e validação do reagente de extração rápida (Cattelan; 

Dall’agnol, 2018). 

A extração com as folhas e sementes foi realizada com facilidade e 

rapidez, mantendo o protocolo inicial sugerido. O gene de escolha para a 

avaliação por PCR foi o da lectina 2, amplamente expresso na soja durante o 

desenvolvimento da planta e é encontrada principalmente nas sementes de soja. 

A lectina 2 desempenha um papel importante na defesa da planta contra insetos 

e patógenos, pois tem a capacidade de se ligar a carboidratos presentes na 

superfície de organismos invasores (Wang et al., 2021). A expressão de genes 

pode ser influenciada por vários fatores, como condições ambientais, estresse, 

estágio de desenvolvimento da planta e outros fatores regulatórios. Portanto, é 

importante lembrar que a expressão do gene da lectina 2 pode variar 
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dependendo das condições específicas em que a soja está crescendo, sendo 

assim, um importante gene de controle de extração. 

Através dos resultados obtidos, foi possível a detecção do gene da lectina 

2 nas folhas e sementes de soja por qPCR, conforme demostrado na figura 25. 

Os valores de CT obtidos foram 36,08 ± 0,36 para folhas, e 26,55 ± 0,80 para 

sementes. Essa diferença observada ocorreu devido à diferença de expressão 

em diferentes partes da planta. Como nas sementes a expressão do gene da 

lectina 2 é maior do que nas folhas, esperava-se um CT menor do que nas folhas, 

devido a maior disponibilidade de material para a reação. As análises estatísticas 

entre as quadriplicatas das amostras não mostram diferença significativa entre 

elas (p > 0,05), indicando uma boa repetibilidade do método de extração.  

 

Figura 25 - Curva de amplificação de amostras de sementes e folhas de soja, 

após extração com reagente desenvolvido. 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2023). 

 

Um estudo de Zimmermann e colaboradores (1998) avaliou e comparou 

nove diferentes métodos de extração (ligação a resina ou lise térmica) de ácidos 

nucleicos de soja. Dos nove métodos avaliados, 5 geraram completa ou intensa 

desnaturação do DNA durante a extração. Além disso, o tempo médio de 

extração dos métodos avaliados foi de 98 minutos, demonstrando a importância 

e o ganho com reagentes de extração rápida, como a do reagente desenvolvido 

com apenas 7 minutos. Foi demonstrado que os métodos de extração usando 

resinas de ligação, resultaram em rendimentos comparativamente baixos. No 
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entanto, o DNA extraído com esses métodos é de alta qualidade. Já utilizando 

métodos mais simples e rápidos, os autores obtiveram rendimentos 

relativamente altos, mas de qualidade relativamente ruim, uma característica 

esperada uma vez que não há purificação do material genético. 

Ainda de acordo com Zimmermann e colaboradores (1998), observou-se 

inibição da PCR devido a um dos tampões utilizados durante a extração de 

ácidos nucleicos. Além disso, o estudo destaca a possibilidade de efeitos 

inibitórios no processamento subsequente causados por certos métodos de 

extração. No caso de espécies vegetais, a presença de lignina e polifenóis 

podem ocasionar inibição da reação de qPCR. Embora não tenha sido 

observada a inibição da reação de qPCR, o uso de reagentes de extração rápida 

desenvolvido deve ser testado e ajustado para diferentes amostras de interesse, 

com o intuito de corrigir qualquer inibição. 

Os resultados obtidos mostram que o reagente de extração rápida 

desenvolvido e a metodologia empregada foram eficazes para extrair os ácidos 

nucleicos de folhas e sementes de soja, sugerindo preservação dos ácidos 

nucleicos presentes nas amostras.  

 

5.1.2.7 Desenvolvimento de protocolo de extração para bactérias gram-positivas 

 

Embora seja descrito na literatura que a purificação de ácidos nucleicos 

de procariontes é relativamente mais fácil do que de células vegetais e animais, 

existe uma preocupação com a degradação dos ácidos nucleicos por enzimas e 

com a maximização da extração (Abbas; Ihn, 2016). Em relação às bactérias, as 

gram-positivas são mais resistentes à lise celular devido à alta concentração de 

peptidoglicano dentro da parede celular e por isso, muitas vezes é necessária a 

adição de lisozima para hidrolisá-los (Khan; Yadav, 2004). Contudo, resultados 

obtidos em gel de eletroforese após a PCR demonstram que a extração e 

preservação dos ácidos nucleicos utilizando o reagente desenvolvido foi 

satisfatória e não ocorreu inibição da reação (Figura 26). 

Os resultados da eletroforese indicam a ausência de fragmentos de 154 

pb (pares de bases) na cepa ATCC 29213, indicando que não há expressão do 

gene MecA. Já para a ATCC 33591, foi possível observar fragmentos de 154 pb 

tanto na extração com coluna e com o reagente de extração rápida. De acordo 
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com a literatura, as cepas de S. aureus ATCC 29213 não possuem expressão 

de gene MecA, enquanto as ATCC33591 possuem (Baddour; Abuelkheir; Fatani, 

2007). A análise da eletroforese também revelou uma melhor visualização do 

amplicon com o reagente desenvolvido, indicando que o material genético estava 

preservado para a reação de PCR. Assim, o reagente desenvolvido permitiu a 

extração satisfatória dos ácidos nucleicos de bactérias gram-positivas e não 

interferiu na amplificação por PCR.  

 

Figura 26 – Imagem do gel de eletroforese após a PCR, utilizando primers para 

o gene MecA, após extração em bactérias S. aureus com o reagente de 

extração rápida desenvolvido. 

 

Onde, a seta no marcador de peso molecular de 154 pb indica a banda de expressão 

do gene MecA. 

Fonte: Elaborado pela autora (2023). 

 

5.1.3 Estudo de estabilidade 

 

Os estudos de estabilidade do reagente de extração desenvolvido 

revelaram que o mesmo se mantém estável quando mantido congelado a -20 
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°C, devendo-se evitar ciclos de congelamento e descongelamento contínuos. Os 

valores de CT para gene N, gene E e gene RdRp estão listados na tabela 7.  

Os resultados sugerem que para a amostra com valores de CT elevados 

(Figura 27), ciclos repetidos de congelamento/descongelamento podem 

impactar na detecção de alguns alvos. No caso do gene N, até 10 ciclos foi 

possível manter o CT sem diferença estatística (p > 0,05), mas a partir de 30 

ciclos já não foi possível detectar o gene. Para o gene E e RdRp, foi possível 

detectar os alvos mesmo após 50 ciclos de congelamento/descongelamento. 

Para a amostra com provável carga viral alta (Figura 28), foi possível a detecção 

de todos os genes, mesmo após 50 ciclos de congelamento/descongelamento, 

porém os genes N, E e RdRp apresentaram diferença significativa de valores 

após 30 ciclos.  
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Tabela 7 - Valores de CTs obtidos para amostras de SARS-CoV-2, extraídas 

com reagente desenvolvido ou com QuickExtract (QE) armazenado em 

diferentes condições. 

Amostra A (CT > 30,0) 

Condição 
Reagente 

Gene N 

QE 

Gene N 

Reagente 

Gene E 

QE 

Gene E 

Reagente 

Gene 

RdRp 

QE 

Gene 

RdRp 

Tempo 0 31,62 33,51 33,96 31,88 36,21 N.D. 

10 Ciclos 32,78 32,66 34,53 31,02 N.D. N.D. 

30 Ciclos N.D. N.D. 34,69 34,97 37,73 34,88 

50 Ciclos N.D. N.D. 34,02 32,48 37,82 35,02 

4-8 °C 31,63 33,51 33,89 31,88 37,49 N.D. 

Amostra B (CT < 30,0) 

Condição 
Reagente 

Gene N 

QE 

Gene N 

Reagente 

Gene E 

QE 

Gene E 

Reagente 

Gene 

RdRp 

QE 

Gene 

RdRp 

Tempo 0 19,74 18,21 21,14 16,94 22,13 20,98 

10 Ciclos 19,43 18,81 21,77 18,19 22,43 23,22 

30 Ciclos 22,71 20,31 26,94 18,65 26,61 24,15 

50 Ciclos 21,82 20,36 24,98 18,78 25,61 24,68 

4-8 °C 20,33 18,21 22,15 16,94 22,77 20,98 

Onde, N.D. = indeterminado. Armazenamento em 4-8 °C, por 7 dias. Condição: ciclos 

de congelamento/descongelamento do reagente desenvolvido, usado para extração 

anterior ao PCR.
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Figura 27 - Valores de CT dos genes N, E e RdRp de uma amostra de SARS-CoV-2 com provável carga viral baixa, após extração 

com reagente desenvolvido em diferentes condições de armazenamento. 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2023). 
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Figura 28 - Valores de CT dos genes N, E e RdRp de uma amostra de SARS-CoV-2, com provável carga viral alta, após extração 

com reagente desenvolvido em diferentes condições de armazenamento. 

 

* Diferença significativa quando comparado com tempo zero (p < 0,05). 

Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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Em relação aos resultados obtidos com extração do reagente mantido em 

4-8 °C, os valores de CTs para ambas as amostras foram semelhantes aos CTs 

obtidos com o reagente recém produzido, indicando que embora o reagente deva 

ser mantido congelado, o mesmo resiste a pelo menos uma semana resfriado.  

A avaliação do desempenho do reagente após armazenamento em 24 °C 

± 2 °C revelou que o reagente pode ser mantido a temperatura ambiente por até 

7 dias, sem perda de eficiência. Após esse período, observou-se redução nos 

valores de CT, indicando redução de eficiência do reagente (Figura 29). 

Comparando os resultados obtidos para o gene N, no tempo zero obteve-se um 

CT de 22,73 ± 0,87. Após 07 dias, as amostras foram reextraídas com reagente 

mantido em temperatura ambiente e o CT foi de 22,98 ± 0,45. Após 14 dias, o 

CT foi 24,57 ± 0,51, após 21 dias, 25,73 ± 0,19 e após 28 dias, 29,19 ± 0,74. 

Como observado, após 7 dias há um aumento significativo entre os CTs obtidos, 

podendo impactar na análise realizada. 

 

Figura 29 - Detecção do Gene N, de uma amostra de SARS-CoV-2 após 

extração com reagente desenvolvido armazenado em temperatura ambiente. 

 

Onde, vermelho: 0 dias; Azul: 7 dias; Roxo: 14 dias; Verde: 21 dias; Laranja: 28 dias. 

Fonte: Elaborado pela autora (2023). 
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Os resultados obtidos nos estudos de estabilidade indicam que o reagente 

deve ser mantido congelado a – 20 °C, mas também resiste até 14 dias em 

temperatura ambiente. 

 

5.1.4 Transferência de Tecnologia 

  

O reagente desenvolvido foi transferido oficialmente pela Universidade 

Federal de Juiz de Fora para a empresa Pi-Biotech Genética Avançada Ltda (Pi-

Biotech, CNPJ nº 41.940.548/0001-07), através através de documento de 

transferência de tecnologia publicado no D.O.U. 187, de 01/10/2021 (Anexo C). 

Atualmente o produto se encontra com venda e distribuição irrestrita no mercado 

nacional como Reagente Para Pesquisa (R.U.O. Research Use Only), pela 

empresa Nova Analítica Imp. Exp. Ltda (CNPJ nº 67.774.679/0001-47) e pela 

própria empresa que detém os direitors de produção e comercialização. 

A pandemia de COVID-19 mostrou que o Brasil é muito dependente da 

importação de insumos para realização de ensaios de biologia molecular, o que 

torna a técnica ainda mais cara. A transferência dessa tecnologia foi um 

importante passo e estímulo para ampliar o setor produtivo de reagentes e ativos 

voltados a biotecnologia, biologia molecular e diagnóstico no país, incentivando 

o Complexo Industrial de Saúde do Brasil. 

 

5.2 DESENVOLVIMENTO DE KIT DE DETECÇÃO MULTIPLEX DE 

VARIANTES DE SARS-CoV-2 POR RT-Q-PCR 

 

5.2.1 Desenvolvimento de primers e sondas 

 

Durante a pandemia do COVID-19, várias formas do SARS-CoV-2 

emergiram, com mutações que levaram ao aumento da transmissibilidade, 

virulência e possíveis mudanças na resposta a diagnósticos, terapias e 

imunidade. No entanto, a detecção de outras variantes depende do 

sequenciamento completo do genoma, uma técnica cara e demorada. Portanto, 

se fazem necessários ensaios rápidos de genotipagem para permitir 

planejamento de ações de epidemiologia, acompanhamento viral e agilidade no 

processo de diagnóstico (Vohringer et al., 2021). Nesse contexto, a expertise 
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para o desenvolvimento rápido de kits multiplex torna-se importantíssima para o 

manejo de crises como a ocorrida na pandemia. Ademais, o próprio produto (kit 

multiplex com distinção de variantes) é ferramenta bastante útil para área de 

epidemiologia e controle de variantes circulantes. 

Após a definição das variantes incluídas nesse estudo, as sequências 

genômicas foram obtidas do banco de dados da NCBI (National Center for 

Biotechnology Information) (NCBI, 2023). Foram selecionadas as seguintes 

sequências verificadas:  

• Variante Delta: GenBank: MZ009823.1; 

• Variante Gamma: GenBank: MW642250.1; 

• Variante Ômicron: GenBank: OP412163.1; 

Diante das sequências genômicas completas, a proteína spike foi 

selecionada como alvo principal para o desenho de primers e sondas, já que é a 

proteína com mais mutações específicas para as variantes (Hao et al., 2020; 

Yan-Rong et al., 2020). Os genomas das variantes foram copiados e as análises 

comparativas por alinhamento das sequências em um nível básico foram feitas 

no Clustal Omega, obtendo um resultado indicativo de todas as diferenças entre 

as sequências (Brown et al., 2017; Tombuloglu et al., 2021).  

Para a variante Delta, foi selecionada a mutação P618R, uma mutação 

característica dessa variante. A sonda designada deve se anelar na sua 

sequência para permitir a especificidade na identificação desta variante (Saito et 

al., 2022). 

Para a variante Gama, foi selecionada a mutação específica K417N/T. 

Assim como na Delta, a sequência complementar à mutação selecionada deve 

estar contemplada na sonda, para aumentar a especificidade de detecção.  

Já para a Ômicron, devido a grande quantidade de mutações e 

subvariantes, foi selecionada uma mutação que estivesse presente no máximo 

possível de subvariantes. Por isso, a mutação G339D foi selecionada sendo 

presente nas subvariantes BA1, BA4, BA5 e BQ1.1 (Cao et al., 2022). 

Após a definição das mutações para o design das sondas, o programa 

Primer-Blast foi utilizado para obtenção dos primers forward e reverse de cada 

variante, excluindo-se a região das sondas. Além das três variantes, foi realizado 

o desenho de primers e sonda para o gene RdRp, que é comum a todas as 

variantes. A sequências dos primers e sondas desenvolvidos não serão 
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fornecidas, pois também é um produto passível de transferência de tecnologia e 

sua publicação inviabilizaria este processo, mas suas carcaterísticas gerais são 

apresentadas na Tabela 8. 

 

Tabela 8 – Características dos primers e sondas desenvolvidos para 

elaboração do kit multiplex de RT-qPCR. 

Item Característica Variante 

Delta 

Variante 

Gama 

Variante 

Ômicron 

RdRp 

Primer 

Forward 

Tamanho 21 20 24 22 

Tm 59,33 59,17 59,25 59,0 

%CG 52,38 50,00 41,67 54,50 

Primer 

Reverse 

Tamanho 22 20 22 27 

Tm 58,06 58,89 59,45 55,7 

%CG 45,45 45,00 45,45 40,0 

Sonda Tamanho 14 20 18 25 

TM (°C) 54,9 55,7 50,3 61,0 

%CG 57,1 40,0 44,4 56,0 

Fluoróforo FAM HEX Cy5 ROX 

Quencher BHQ-1 BHQ-1 BHQ-3 BHQ-1 

 

A formação de hairpins e dímeros entre primers e sondas de PCR é um 

fenômeno indesejado que pode ocorrer durante a reação de amplificação em 

PCR, pois podem prejudicar a eficiência e especificidade da reação. Um hairpin 

é uma estrutura secundária de DNA que se forma quando uma sequência 

complementar de bases em uma única fita do DNA forma um par de bases com 

outra sequência complementar na mesma fita, criando uma estrutura em forma 

de alça (hairpin). Isso ocorre quando uma sequência palindrômica está presente 

no primer ou sonda, ou quando ocorre uma repetição inversa (Meagher et al., 

2018; Nybo, 2009). Os dímeros de primers e sondas são estruturas que se 

formam quando dois primers ou uma sonda se ligam entre si através de suas 

regiões complementares, o que prejudica a ligação ao alvo desejado. Esses 

dímeros podem ocorrer durante a etapa de hibridização, onde primers e sondas 

se ligam à sequência alvo complementar. Quando dímeros se formam, eles 
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podem servir como iniciadores não específicos para a reação de PCR, levando 

à amplificação não específica e à diminuição da especificidade da reação 

(Meagher et al., 2018; Nybo, 2009). A formação de dímeros e harpins pode ser 

evitada utilizando análise in sílico das sequências, indicada pela energia (ΔG) de 

formação. 

Valores de ΔG maiores -9,0 kcal/mol (mais positivos) indicam que a 

estrutura secundária não se formará (IDT, 2023b). A análise in silico dos primers 

e sondas propostas foi realizada através dos softwares OligoAnalyzer v.3.1 e 

NetPrimer (IDT, 2023b; NetPrimer, 2023). Após o ajuste de posicionamento, não 

foi encontrado nenhum valor acima de 9,0 kcal/mol para a formação de hairpins 

(Tabela 9) e dímeros (Tabela 10), indicando boa estabilidade das estruturas no 

meio reacional. 

 As sequências ainda foram analisadas com o Blastn para avaliar a ligação 

cruzada com outros alvos e todos os resultados mostraram 100% de ligação à 

variante correspondente e 0,0% de ligação às correspondências humanas. 

 

Tabela 9 - Análise in silico da formação de hairpins para as sequências de 

primers e sondas propostas. 

Sequência Valor em kcal/mol (ΔG) 

Delta – Primer Forward 0,70 

Delta – Primer Reverse -0,50 

Delta – Sonda -0,64 

Gamma – Primer Forward -0,45 

Gamma – Primer Reverse -1,15 

Gamma – Sonda 0,31 

Ômicron – Primer Forward -0,81 

Ômicron – Primer Reverse -3,10 

Ômicron – Sonda 2,59 

RdRp – Primer Forward -0,10 

RdRp – Primer Reverse 0,17 

RdRp – Sonda 3,12 
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Tabela 10 - Análise in silico da formação de autodímeros e heterodímeros entre as sequências de primers e sondas propostas. 

 
Primer 

F Delta 

Primer 

F 

Gama 

Primer F 

Ômicron 

Primer 

F 

RdRp 

Primer 

R 

Delta 

Primer 

R 

Gama 

Primer 

R 

Ômicron 

Primer 

R 

RdRp 

Sonda 

Delta 

Sonda 

Gama 

Sonda 

Ômicron 

Sonda 

RdRp 

Primer F 

Delta 
-7,05 -6,69 -4,95 -3,89 -5,09 -8,78 -5,24 -8,03 -3,61 -6,79 -7,74 -5,09 

Primer F 

Gama 
-6,69 -6,34 -4,95 -3,61 -8,57 -5,09 -5,09 -6,69 -3,61 -3,53 -6,21 -4,67 

Primer F 

Ômicron 
-4,95 -4,95 -6,3 -6,82 -6,47 -4,89 -5,24 -4,95 -4,95 -6,61 -3,89 -6,24 

Primer F 

RdRp 
-3,89 -3,61 -6,82 -5,38 -5,02 -5,38 -6,59 -4,89 -3,61 -3,89 -6,21 -4,41 

Primer 

R Delta 
-5,09 -8,57 -6,47 -5,02 -3,03 -7,04 -7,04 -5,50 -3,14 -5,02 -8,16 -5,09 

Primer 

R Gama 
-8,78 -5,09 -4,89 -5,38 -7,04 -7,05 -8,38 -6,69 -3,14 -5,24 -5,09 -6,57 

Primer 

R 

Ômicron 

-5,24 -5,09 -5,24 -6,59 -7,04 -8,38 -8,38 -6,69 -3,42 -6,58 -5,25 -6,60 
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Primer 

R RdRp 
-8,03 -6,69 -4,95 -4,89 -5,5 -6,69 -6,69 -6,34 -3,61 -5,23 -5,84 -3,53 

Sonda 

Delta 
-3,61 -3,61 -4,95 -3,61 -3,14 -3,14 -3,42 -3,61 -5,36 -3,42 -6,21 -4,75 

Sonda 

Gama 
-6,79 -3,53 -6,61 -3,89 -5,02 -5,24 -6,58 -5,23 -0,34 -4,85 -8,56 -7,95 

Sonda 

Ômicron 
-7,74 -6,21 -3,89 -6,21 -8,16 -5,09 -5,25 -5,84 -6,21 -8,56 -3,14 -8,53 

Sonda 

RdRp 
-5,09 -4,67 -6,24 -4,41 -5,09 -6,57 -6,6 -3,53 -4,75 -7,95 -8,53 -6,01 

Onde, os valores apresentados correspondem a ΔG, em kcal/mol. 
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5.2.2 Otimização do sistema PCR  

 

5.2.2.1 Determinação da quantidade de amostra em ensaio de PCR  

  

A quantidade de ácido nucleico presente em uma reação de PCR 

desempenha um papel crítico na eficiência e na precisão da amplificação. A 

concentração de ácido nucléico pode influenciar diretamente o limite de detecção 

do ensaio, a reprodutibilidade dos resultados e até a ocorrência de alguns 

problemas, como amplificação inespecífica e inibição da reação (Schrader et al., 

2012). Assim, a definição de uma faixa ideal de concentração de ácido nucleico 

é essencial para garantir a robustez e a confiabilidade da metodologia 

empregada. 

Quantidades muito baixas de amostra podem resultar em um sinal fraco 

ou indetectável, especialmente em amostras com baixa carga viral ou baixa 

abundância do alvo. Por outro lado, uma concentração excessiva de ácido 

nucleico pode saturar a reação, levando a outros problemas. Um dos problemas 

mais comuns é a inibição da polimerase, fenômeno que pode ser causado por 

componentes presentes na própria amostra, como proteínas, sais, 

polissacarídeos ou outros contaminantes co-extraídos (Schrader et al., 2012). 

Isso pode resultar em amplificação ineficiente e, consequentemente, no aumento 

do valor de CT ou até na completa falha da reação. Além disso, quantidades 

elevadas de material genético podem favorecer a amplificação de produtos 

inespecíficos devido à ligação não específica dos primers a sequências 

homólogas presentes na amostra. 

A presença de DNA genômico residual em amostras de RNA pode 

comprometer a especificidade de ensaios de RT-qPCR, especialmente quando 

o alvo é RNA viral (Schrader et al., 2012). De acordo com Hashemipetroudi e 

colaboradores (2018) a contaminação por DNA genômico é um problema 

inerente durante a extração de RNA devido às propriedades físicas e químicas 

semelhantes do DNA e RNA. Essa contaminação pode resultar em amplificação 

não específica, influenciando negativamente a precisão dos resultados de RT-

qPCR.  
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Portanto, a padronização da quantidade de ácido nucleico na reação de 

PCR deve ser realizada com base em uma validação rigorosa, considerando 

tanto a sensibilidade do método quanto a possibilidade de inibição. 

A análise da quantidade de amostra na reação de PCR frente aos primers 

desenvolvidos demonstrou que o aumento na concentração de material genético 

provoca uma perda de sensibilidade do método, já que os valores de CT obtidos 

são maiores do que quando comparados com as reações nas mesmas 

condições e menor quantidade de amostra. Na Figura 30 observa-se a 

amplificação direcionada pelos primers de cada alvo na presença de quantidade 

diferente de ácidos nucleicos. 

 

Figura 30 – Avaliação da quantidade de amostra nas reações de PCR 

com os primers desenvolvidos. 

 

Fonte: elaborado pela autora (2025). 

 

Os valores de CT obtidos (Tabela 11) para todos os alvos indicam que 

em concentrações menores de material genético, a reação de PCR ocorre com 

maior facilidade. O aumento de CT observados nas concentrações de 25 ng 

indicam que o excesso de amostra pode de fato ser interferente para que a 

reação de PCR ocorra.  



110 
 

 

Tabela 11 – Valores de CT obtidos na determinação da concentração ideal de 

amostra para reação com os primers desenvolvidos. 

Alvo Valores de CT por concentração de amostra 

DELTA 

[ ] = 15 ng [ ] = 25 ng 

n = 1 n=2 n = 3 Média (± DP) n = 1 n=2 n = 3 Média (± DP) 

17,17 17,22 17,3 17,20 (± 0,05) 20,56 20,71 20,68 20,65 (± 0,06) 

ÔMICRON 

[ ] = 15 ng [ ] = 25 ng 

n = 1 n=2 n = 3 Média (± DP) n = 1 n=2 n = 3 Média (± DP) 

13,75 13,84 13,81 13,80 (± 0,03) 17,54 17,55 17,54 17,54 (± 0,01) 

GAMA 

[ ] = 15 ng [ ] = 25 ng 

n = 1 n=2 n = 3 Média (± DP) n = 1 n=2 n = 3 Média (± DP) 

23,52 24,44 23,61 23,98 (± 0,39) 25,48 25,43 34,18 28,36 (± 3,88) 

RdRp 

[ ] = 15 ng [ ] = 25 ng 

n = 1 n=2 n = 1 Média (± DP) n = 1 n=2 n = 3 Média (± DP) 

20,4 20,31 20,25 20,36 (± 0,05) 21,77 21,84 21,87 21,83 (± 0,04) 

Onde: DP = Desvio padrão 

 

 A diluição da amostra, quando necessária, pode ser uma estratégia 

eficiente para mitigar efeitos inibitórios, garantindo que a amplificação ocorra de 

forma específica e eficiente (Schrader et al., 2012; Wei; Lu; Clover, 2008). No 

caso do ensaio com os primers da variante gama, observou-se grande variação 

de CT em maior concentração da amostra, mostrando o risco de inibição e 

possibilidade de resultados equivocados, em especial em amostras de baixa 

carga viral. Dessa forma, a adequação da concentração das amostras não 

apenas melhora a performance do ensaio, mas também aumenta a 

confiabilidade dos resultados, aspecto essencial para aplicações diagnósticas e 

de pesquisa. 

Sendo assim, para a realização dos ensaios posteriores, ficou 

determinadas a utilização de concentração ótima de 15 ng de ácido nucléico por 

reação.  
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5.2.2.2 Otimização da concentração de primers na PCR 

 

A otimização da concentração de primers em ensaios de PCR é 

importante pois quanto maior a concentração de primers na reação, maior a 

chance deles se associarem entre si e/ou em regiões inespecíficas. Por outro 

lado, baixas concentrações de primers podem gerar pouca quantidade de 

amplicon, diminuindo a sensibilidade do ensaio. Na PCR em tempo real, a 

otimização da concetração dos primers, visa diminuir o CT e a ausência de picos 

múltiplos na curva de melting (Green; Sambrook, 2018).  

O ensaio de otimização da concentração dos primers demonstrou 

resultados satisfatórios, garantindo uma amplificação eficiente e reprodutível dos 

alvos analisados. Todas as curvas de amplificação apresentaram perfis 

característicos adequados, com valores de CT consistentes entre as repetições, 

indicando alta robustez dos ensaios. 

A avaliação das concentrações de primers testadas (100, 200, 400, 600 e 

800 nM) permitiu identificar a melhor condição para cada alvo, considerando 

tanto a eficiência da reação quanto a redução de amplificações inespecíficas e 

formação de dímeros de primers. Os resultados obtidos foram corroborados 

pelas curvas de melting, que indicaram alta especificidade das amplificações, 

sem sinais significativos de produtos indesejados. 

Para o alvo RdRp, embora o nível de fluorescência (ΔRn) tenha sido 

semelhante, os CT variaram entre as concentrações analisadas (Figura 31). A 

reação ocorreu melhor com a concentração de primer igual a 100 nM (Tabela 

12), uma vez que essa concentração apresentou menor CT entre as triplicatas. 

Nas concentrações de 200, 400, 600 e 800 nM foi observado aumento de CT, 

sendo que os maiores CTs foram observados para as concentrações de 200 e 

800 nM. A curva de melting apresentou pico único para todas as concentrações 

testadas, indicando que os primers não formaram dímeros ou ligações 

inespecíficas, como previsto no ensaio in sílico (Juul et al., 2022). 

Já para o alvo da variante Gama, a reação ocorreu melhor com a 

concentração de primer igual a 200 nM (Tabela 12), uma vez que apresentou 

menor CT entre as triplicatas. As reações funcionaram com as concentrações de 

400 e 600 nM, porém uma das réplicas da triplicata de 100 nM não apresentou 

amplificação e nenhuma réplica funcionou na concentração de 800 nM, 
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sugerindo que tanto o acúmulo quanto a falta de primers comprometeu a reação 

da PCR. Como observado na figura 31, a curva de melting apresentou pico único 

para todas as concentrações testadas, indicando que os primers não formaram 

dímeros ou ligações inespecíficas mesmo na concentração de 100 nM (a qual 

não amplificou satisfatoriamente). 

 

Figura 31 – Curvas de amplificação e curvas de melting de diferentes 

concentrações dos primers dos alvos RdRp e Gama desenvolvidos. 

 

Onde, vermelho: 100 nM; Verde: 200 nM; Laranja: 400 nM; Azul: 600 nM; Rosa: 800nM.  

Fonte: Elaborado pela autora (2025). 
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Tabela 12 – Valores de CT obtidos no ensaio de otimização na 

concentração de primers. 

RdRp 

[ ]  primers nM n=1 n=2 n=3 Média (± DP) 

100 14,31 14,18 14,16 14,22 (± 0,06) 

200 24,62 23,83 23,94 24,13 (± 0,33) 

400 15,60 15,41 15,31 15,44 (± 0,11) 

600 19,29 18,81 18,94 19,01 (± 0,18) 

800 27,32 27,86 26,72 27,3 (± 0,39) 

Gama 

[ ]  primers nM n=1 n=2 n=3 Média (± DP) 

100 ND 36,13 34,08 - 

200 24,94 24,71 24,83 24,83 (± 0,08) 

400 27,64 27,71 27,95 27,77 (± 0,12) 

600 32,11 31,18 31,33 31,54 (± 0,38) 

800 ND ND ND - 

Delta 

[ ]  primers nM n=1 n=2 n=3 Média (± DP) 

100 26,62 26,99 26,93 26,85 (± 0,15) 

200 23,23 23,4 23,42 23,35 (± 0,08) 

400 19,63 19,67 19,75 19,68 (± 0,04) 

600 15,98 15,91 15,84 15,91 (± 0,05) 

800 30,56 30,26 30,04 - 

Ômicron 

[ ]  primers nM n=1 n=2 n=3 Média (± DP) 

100 31,25 31,02 30,55 30,94 (± 0,26) 

200 23,83 23,08 ND 23,46 (± 0,38) 

400 27,05 27,17 27,45 27,22 (± 0,15) 

600 16,52 16,57 16,59 16,56 (± 0,03) 

800 20,3 20,1 20,34 20,25 (±0,10) 

Legenda: ND = Não Detectado. DP = Desvio padrão. 

 

Para o alvo das variantes Delta e Ômicron, as reações ocorreram melhor 

com a concentração de primer igual a 600 nM (Figura 32), já que essa 

concentração apresentou menor CT entre as triplicatas. As reações funcionaram 
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para todas as concentrações analisadas, mas houve aumento no valor do CT. A 

curva de melting apresentou pico único para todas as concentrações testadas, 

indicando que os primers não foram dímeros ou ligações inespecíficas (Sint; 

Raso; Traugott, 2013). 

A análise das curvas de amplificação revelou alta reprodutibilidade entre 

as repetições, indicando que a padronização inicial da amostra controle foi eficaz 

na minimização de variações experimentais. A inclusão de controles positivos e 

negativos validou a confiabilidade dos dados, confirmando a ausência de 

contaminação cruzada e a robustez do ensaio. 

 

Figura 32 – Curvas de amplificação e curvas de melting de diferentes 

concentrações dos primers dos alvos Delta e Ômicron desenvolvidos. 

 

Onde, vermelho: 100 nM; Verde: 200 nM; Laranja: 400 nM; Azul: 600 nM; Rosa: 800nM.  

Fonte: Elaborado pela autora (2025). 

 

Com base nesses resultados, foi possível determinar a concentração 

ótima de primers para cada alvo. 
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5.2.2.3 Otimização da relação primer - sonda 

 

A otimização da proporção de primers e sondas é um aspecto crítico no 

desenvolvimento de ensaios de PCR, especialmente em testes multiplex. Em 

geral, a proporção entre primers e sondas é estabelecida em 2:1, ou seja, a 

concentração dos primers costuma ser aproximadamente o dobro da 

concentração da sonda. Essa proporção busca garantir a máxima eficiência da 

reação, promovendo a amplificação específica do DNA ou cDNA alvo sem 

comprometer a detecção do sinal fluorescente (Bookout et al., 2003; Heid et al., 

1996; Ma et al., 2024; Zhang et al., 2024). 

No entanto, essa relação pode variar dependendo de diversos fatores. A 

estabilidade da ligação entre os primers e a fita-alvo pode exigir ajustes na 

concentração, por exemplo. Primers com menor eficiência de ligação podem 

necessitar de concentrações mais elevadas para garantir a amplificação 

adequada (Hindson et al., 2011). Outro fator importante é a temperatura de 

anelamento dos primers e sondas. Se houver diferenças significativas na 

temperatura de anelamento, pode ser necessário ajustar suas concentrações 

para otimizar a eficiência da reação. Além disso, em reações multiplex, onde 

múltiplos primers e sondas competem pelos reagentes, a concentração pode 

precisar de ajustes para evitar amplificações preferenciais de determinados 

alvos (Bustin, 2009; Juul et al., 2022; Zhang et al., 2024). 

Sendo assim, a otimização da concentração de sondas e seus respectivos 

primers é fundamental para garantir amplificação eficiente e específica no 

sistema de sondas de hidrólise. Para isso, diferentes combinações de primers e 

sondas foram avaliadas, com concentrações variando entre 100 nM e 600 nM 

para primers e entre 50 nM e 250 nM para sondas, mantendo constantes os 

demais reagentes da reação. 

Os resultados obtidos (Tabela 13) evidenciam que a escolha da 

concentração de primers e sondas influenciou diretamente a sensibilidade e a 

robustez do ensaio, de acordo com cada alvo analisado. Para o alvo RdRp, a 

melhor concentração de primers e sondas foi de 100:50, pois apresentou melhor 

valor médio de CT e menor variação entre as réplicas. O conjunto de primers e 

sondas desse alvo engloba uma região mais conservada do RNA do SARS-CoV-

2, sendo possível escolher uma sequência que confere maior estabilidade à 
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tríade (Juul et al., 2022). Nas demais concentrações testadas, observou-se um 

aumento significativo de CT e diversas amostras sem amplificação (ND). Além 

disso, algumas amostras apresentaram um elevado desvio padrão entre a 

triplicata, indicando dificuldade de resposta na presença de diferentes cargas 

virais. 

O alvo da variante Gama apresentou melhor eficiência na proporção de 

200:250 (primers:sonda), pois apresentou valor médio de CT mais baixo e menor 

variação entre as réplicas. Também foram observados grande quantidade de 

resultados não detectados e elevado índice de variação entre as triplicatas em 

outras proporções. Esse foi o único alvo em que a concentração de sonda foi 

superior à concentração de primer. Isso pode ser devido ao fluoróforo e quencher 

da sonda. Estudos anteriores mostram que a eficiência da sonda pode ser 

afetada por seu fluoróforo e quencher, impactando a relação ideal entre primers 

e sondas para garantir um bom sinal de detecção (Bustin, 2009). 
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Tabela 13 – Valores de CT obtidos na determinação da melhor proporção de concentração de primer:sonda para cada alvo. 

Alvo 

[ ] 

primers 

nM 

[ ] Sonda nM 

50 
Média ± 

DP 
100 

Média ± 

DP 
200 

Média 

± DP 
250 

Média ± 

DP 

RdRp 

100 26 25 24 
25,0 ± 

0,67 
27 29 29 

28,3 ± 

0,89 
33 30 31 

31,3 ± 

1,11 
ND 36 35 

35,5 ± 

0,50 

200 ND ND ND - 34 31 33 
32,7 ± 

1,11 
32 32 31 

31,7 ± 

0,44 
34 33 34 

33,7 ± 

0,44 

400 25 27 22 
24,7 ± 

1,77 
33 31 31 

31,7 ± 

0,89 
32 34 35 

33,7 ± 

1,11 
30 31 29 

30,0 ± 

0,67 

600 26 24 24 
24,7 ± 

0,89 
33 31 31 

31,7 ± 

0,89 
32 35 34 

33,7 ± 

1,11 
30 31 29 

30,0 ± 

0,67 

Gama 

100 30 34 36 
33,3 ± 

2,22 
33 34 36 

34,3 ± 

1,11 
ND 

N

D 
ND - ND ND 31 - 

200 30 33 34 
32,3 ± 

1,56 
34 31 39 

34,7 ± 

2,89 
ND 31 ND - 29 29 31 

29,0 ± 

0,89 

400 34 36 ND 
35,0 ± 

1,00 
ND 39 ND - 33 35 39 

36,7 ± 

2,22 
32 32 36 

33,3 ± 

1,78 

600 36 ND 40 
38,0 ± 

2,00 
ND 35 38 - 31 30 39 

33,3 ± 

3,77 
36 36 39 

37,0 ± 

1,33 
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Delta 

100 ND 34 ND - 31 38 ND - 35 34 36 
35,0 ± 

0,67 
30 34 40 

34,7 ± 

3,56 

200 31 32 ND - 30 33 ND - 32 33 37 
34,0 ± 

2,00 
29 36 39 

34,7 ± 

3,78 

400 30 24 39 
31,0 ± 

5,33 
29 35 39 

34,3 ± 

3,56 
30 33 31 

31,3 ± 

1,11 
31 34 ND - 

600 ND ND ND - 31 33 36 
33,3 ± 

1,77 
30 34 38 

34,0 ± 

2,67 
32 31 ND - 

Ômicron 

100 33 32 39 
34,67 ± 

2,89 
34 ND 40 - 33 36 38 

35,7 ± 

1,78 
30 34 40 

34,7 ± 

3,56 

200 ND 32 ND - 33 33 38 
34,7 ± 

2,22 
33 33 37 

34,3 ± 

1,78 
30 33 ND - 

400 34 31 39 
34,67 ± 

2,89 
36 36 ND - 31 33 ND - 29 32 ND - 

600 ND ND ND - 33 35 ND - 30 32 34 
32,0 ± 

1,33 
30 32 36 

32,7 ± 

2,22 

 

Onde: ND = Não Detectado. DP = Desvio padrão. Negrito: proporção que resultou em menor valor de CT dentro do alvo.
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Já o alvo da variante Delta apresentou melhor eficiência na proporção de 

400:200 (primers:sonda), pois apresentou melhor valor médio de CT e menor 

variação entre as réplicas. Em proporções menores e maiores foi observado 

grande quantidade de resultados não detectáveis e grandes variações entre os 

CT. Resultado semelhante foi observado com o alvo da variante Ômicron, que 

apresentou a melhor eficiência na proporção de 600:200 (primers:sonda), pois 

apresentou melhor valor médio de CT e menor variação entre as réplicas. 

Em geral, concentrações muito baixas de sondas (50 e 100 nM) 

resultaram em um sinal de fluorescência fraco, exceto para o alvo RdRp, 

aumentando os valores de CT e reduzindo a robustez da detecção. Já 

concentrações elevadas (250 nM) acabaram aumentando os valores de CT e 

gerando ruídos que podem dificultar a interpretação dos resultados. 

As proporções selecionadas garantiram amplificações consistentes, com 

fluorescência bem definida e ausência de amplificação inespecífica. A inclusão 

de controles negativos reforçou a confiabilidade dos dados, confirmando que as 

condições otimizadas minimizaram artefatos e potenciais fontes de erro 

experimental. Além disso, a análise das curvas de amplificação mostrou que 

todas as amostras apresentaram perfis de amplificação característicos, sem 

desvios inesperados, indicando que as reações foram conduzidas sob condições 

ideais. 

A partir desses achados, foi possível estabelecer um protocolo otimizado 

para a detecção dos alvos por RT-qPCR utilizando o sistema de sondas de 

hidrólise. Esse refinamento foi essencial para garantir que a multiplexação 

subsequente fosse realizada de maneira equilibrada. 

 

5.2.2.4 Determinação da especifidade dos primers e sondas desenvolvidos  

  

Os testes de especificidade demonstraram que os primers e sondas 

projetados apresentaram elevada especificidade para seus respectivos alvos, 

sem amplificação cruzada entre variantes.  

Em relação aos alvos específicos para as variantes Gama, Delta e 

Ômicron, os primers e sondas apresentaram amplificação apenas para suas 

respectivas amostras correspondentes, sem amplificação em amostras de outras 
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variantes. Esses resultados confirmam a especificidade dos oligonucleotídeos, 

reduzindo o risco de detecção inespecífica ou falso-positivos. 

A análise das curvas de amplificação evidenciou perfis característicos 

bem definidos para cada alvo, sem sinais de amplificação tardia ou ruídos que 

pudessem comprometer a interpretação dos resultados (Figuras 33, 34 e 35).  

Além disso, os controles negativos não apresentaram sinais de amplificação, 

reforçando a confiabilidade dos testes. 

Na análise dos primers e sonda para a variante Delta, foi observada 

curvas de amplificação (Figura 33A) para as cinco amostras selecionadas no 

período correspondente a circulação da variante no Brasil. Já para as amostras 

selecionadas no período correspondente de circulação das variantes Gama 

(figura 33B) e Ômicron (figura 33C), não foi observada amplificação para 

nenhuma amostra. 

 

Figura 33 – Ensaio de especificidade dos primers e sonda desenvolvidos para 

a variante Delta. 

  

Onde: A – Curvas de amplificação com amostras correspondentes ao período de 

circulação da variante Delta no Brasil; B - Ausência de curvas de amplificação com 

amostras correspondentes ao período de circulação da variante Gama no Brasil; C - 

Ausência de curvas de amplificação com amostras correspondentes ao período de 

circulação da variante Ômicron no Brasil. 

Fonte: Elaborado pela autora (2025). 
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O mesmo resultado foi observado para os primers e sondas para as 

variantes Gama e Ômicron. Cada conjunto de primers e sonda apresentou 

curvas de amplificação (Figuras 34A e 35A) somente para as amostras 

selecionadas nos períodos correspondentes ao período de circulação das 

variantes. A análise das outras amostras não apresentou curva de amplificação 

(Figuras 34B, 34C, 35B e 35C).  

 

Figura 34 – Ensaio de especificidade dos primers e sonda desenvolvidos para 

a variante Gama. 

Legenda: A – Curvas de amplificação com amostras correspondentes ao período de 

circulação da variante Gama no Brasil; B - Ausência de curvas de amplificação com 

amostras correspondentes ao período de circulação da variante Gama no Brasil; C - 

Ausência de curvas de amplificação com amostras correspondentes ao período de 

circulação da variante Ômicron no Brasil. 

Fonte: Elaborado pela autora (2025). 

 

A validação da especificidade dos primers é um passo essencial no 

desenvolvimento de sistemas de PCR, pois garante a confiabilidade do ensaio e 

a segurança na detecção do alvo desejado. Em sistemas multiplex, onde 

múltiplos primers e sondas são utilizados simultaneamente, a verificação da 

especificidade torna-se ainda mais crítica para evitar interações indesejadas e 

amplificação inespecífica. A ausência de reatividade cruzada entre os alvos 

testados confirma a adequação dos oligonucleotídeos para aplicação em 

detecção molecular de alta precisão e reforçam a viabilidade do protocolo 
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proposto para a vigilância epidemiológica e monitoramento das variantes do 

SARS-CoV-2 (Dikdan et al., 2022; Pelegri-Martínez et al., 2022; Dikdan et al., 

2022). 

 

Figura 35 – Ensaio de especificidade dos primers e sonda desenvolvidos para 

a variante Ômicron.  

Legenda: A – Curvas de amplificação com amostras correspondentes ao período de 

circulação da variante Ômicron no Brasil; B - Ausência de curvas de amplificação com 

amostras correspondentes ao período de circulação da variante Gama no Brasil; C - 

Ausência de curvas de amplificação com amostras correspondentes ao período de 

circulação da variante Delta no Brasil.  

Fonte: Elaborado pela autora (2025). 

 

5.2.3 Multiplexação do sistema PCR  

 

O desenvolvimento de um sistema de PCR em tempo real com sondas de 

hidrólise para a detecção simultânea de múltiplas variantes do SARS-CoV-2 

representou um desafio técnico significativo. A abordagem metodológica 

adotada neste estudo baseou-se na multiplexação progressiva dos alvos RdRp, 

Delta, Ômicron e Gama, assegurando um processo de otimização gradual, 

controlado e tecnicamente rigoroso. Esse tipo de estratégia tem sido 

amplamente adotado em estudos recentes para identificação de variantes do 

SARS-CoV-2, utilizando abordagens de multiplexação em tempo real (Dikdan et 

al., 2022; Juul et al., 2022). 
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A etapa inicial concentrou-se na padronização do ensaio em formato 

duplex, incorporando os alvos RdRp — gene conservado comumente utilizado 

como controle de presença do vírus — e a mutação característica da variante 

Delta. A partir dos parâmetros estabelecidos no ensaio singleplex (item 5.2.2.3), 

foi implementada uma redução de 20% nas concentrações de primers e sondas, 

visando a mitigação de competição entre alvos e a diminuição de ruídos de 

fluorescência. Estratégias similares de ajuste de concentração de 

oligonucleotídeos são descritas na literatura como cruciais para manter a 

eficiência em ensaios multiplex sem perda de sensibilidade (Juul et al., 2022). 

Nos testes realizados com 10 amostras clínicas positivas e selecionadas 

no pico de circulação da variante Delta, os valores médios de CT foram de 28,63 

± 5,3 para RdRp e 29,7 ± 4,6 para Delta (Tabela 14). A variação observada deve-

se à natureza clínica das amostras, que apresentaram diferentes cargas virais. 

Uma amostra não apresentou amplificação para nenhum dos dois alvos, 

possivelmente em decorrência do tempo de armazenamento ou carga viral 

extremamente baixa. 

O ensaio duplex foi então aplicado às amostras de variantes não 

correspondentes, com o objetivo de avaliar a especificidade dos 

oligonucleotídeos. A análise das 10 amostras provavelmente positivas para 

variante Gama não mostrou curva de amplificação para o alvo Delta, mais uma 

vez evidenciando a especificidade do conjunto de primers e sonda 

desenvolvidos. Para o alvo RdRp, os valores médios de CT dessas amostras 

foram 32,4 ± 2,4 (Tabela 14).  

Já para as amostras provavelmente positivas para a variante Ômicron, 

observou-se a amplificação para duas amostras no alvo Delta, porém os CT 

foram elevados (38 e 41), podendo ser correspondetes a alguma amplificação 

inespecífica. Para o alvo RdRp, duas amostras não apresentaram amplificação 

e as demais tiveram valores médio de CT de 32,6 ± 3,1 (Tabela 14). 

A etapa seguinte consistiu na adição sequencial dos alvos relacionados 

às variantes Ômicron e Gama. Inicialmente, a inclusão do alvo Ômicron foi 

realizada com redução de 20% da proporção de primers e sondas previamente 

testada. 

Os testes em 10 amostras clínicas positivas para SARS-CoV-2 e 

provavelmente positivas para a variante Delta demonstraram valores médios de 
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CT de 28,9 ± 5,6 para RdRp, 28,0 ± 1,8 para Delta e nehuma detecção para 

Ômicron. Das 10 amostras analisadas, 2 delas não apresentaram amplificação 

para os alvos RdRp (Tabela 15). 

 

Tabela 14 – Valores de CT obtidos no sistema duplex RdRp e Delta. 

Amostra: provavelmente DELTA 

N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Média ± DP 

Delta ND 35 37 32 23 31 34 24 24 27 29,7 ± 4,6 

RdRp ND 36 37 31 22 ND 32 22 23 26 28,6 ± 5,3 

Amostra: provavelmente GAMA 

N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Média ± DP 

Delta ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND - 

RdRp 34 34 33 29 24 33 36 35 32 34 32,4 ± 2,4 

Amostra: provavelmente ÔMICRON 

N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Média ± DP 

Delta ND ND ND ND ND 41 ND ND ND 38 39,5 ± 1,5 

RdRp ND 31 35 34 28 36 30 38 29 ND 32,6 ± 3,1 

Onde: ND = Não Detectado; DP = Desvio padrão. 

 

A análise das 10 amostras provavelmente positivas para variante Gama 

não mostrou curva de amplificação para o alvo Delta e nem para o Ômicron. Para 

o alvo RdRp, os valores médios de CT foram 29,9 ± 2,7 (Tabela 15). 

Já para as 10 amostras provavelmente positivas para a variante Ômicron, 

observou-se a amplificação para duas amostras no alvo Delta. Como essas 

amostras também não apresentaram amplificação para o alvo Ômicron, 

provavelmente sejam de fato amostras da variante Delta, que ainda circulavam 

na transição para o período epidemiológico de Ômicron. Duas amostras também 

não amplificaram no alvo RdRp, provavelmente por serem amostras com baixa 

carga viral, já que a amplificação delas para o alvo da Ômicron, apresentaram 

altos valores de CT. As demais amostras apresentaram valores médios de CT 

de 28,6 ± 2,2. Para o alvo Ômicron, os valores médios de CT foram de 30,8 ± 

5,0. 
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No ensaio quadriplex final, com todos os quatro alvos simultâneos, 

observou-se manutenção da sensibilidade e especificidade. No sistema 

quadriplex, as 10 amostras da variante Delta apresentaram valores médios de 

CT de 28,7 ± 3,2 para delta, 29,0 ± 7,1 para RdRp e não foram observadas 

amplificações nos alvos Ômicron e Gama (Tabela 16). 

 

Tabela 15 – Valores de CT obtidos no sistema triplex RdRp, Delta e Ômicron. 

Amostra: provavelmente DELTA 

N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Média ± DP 

Delta 26 28 31 34 27 27 28 25 26 28 28 ± 1,8 

RdRp ND 34 37 35 22 ND 32 23 22 26 28,8 ± 5,6 

Ômicron ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND - 

Amostra: provavelmente GAMA 

N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Média ± DP 

Delta  ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND - 

RdRp 30 35 28 23 27 28 34 30 34 30 29,9 ± 2,7 

Ômicron ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND - 

Amostra: provavelmente ÔMICRON 

N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Média ± DP 

Delta  ND ND ND ND ND 37 ND ND ND 38 - 

RdRp 30 26 30 26 ND 29 25 31 ND 32 28,6 ± 2,2 

Ômicron 26 26 36 25 38 ND 26 32 37 ND 30,8 ± 5,0 

Onde: ND = Não Detectado; DP = Desvio padrão. 

 

Para as amostras selecionadas da variante Gama, os resultados obtidos 

foram valores médios de CT de 27,1 ± 3,2 para Gama, 30,9 ± 2,9 para RdRp e 

não foram observadas amplificações para os alvos Ômicron e Delta. Uma 

amostra não amplificou para o alvo Gama, podendo ser correspondente a uma 

amostra antiga, com perda do material genético, ou de baixa carga viral (Tabela 

16). 

Para as amostras selecionadas provavelmente como da variante 

Ômicron, no sistema quadriplex também foi observada a amplificação das 
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mesmas duas amostras descritas anteriormente para o alvo Delta. Os valores 

médios de CT para o alvo RdRp foi de 30,2 ± 2,7 e para o alvo Ômicron foi de 

28,6 ± 5,1. Uma amostra não amplificou para o alvo Ômicron, sendo essa 

amostra já descrita anteriormente como possível erro de seleção. Outra amostra 

(número 10) apresentou amplificação para os alvos Delta e Ômicron, mas 

elevado CT (=41) para o Ômicron, podendo ser alguma amplificação 

inespecífica. Nenhuma amostra Ômicron apresentou amplificação para Gama, 

corroborando a especificidade do ensaio (Tabela 16). 

 

Tabela 16 – Valores de CT obtidos no sistema quadriplex RdRp, Delta, 

Ômicron e Gama. 

Amostra: provavelmente DELTA 

N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Média ± DP 

Delta 20 38 31 34 28 27 27 28 27 27 28,7 ± 3,2 

RdRp 20 39 40 36 23 ND 33 23 23 25 29,0 ± 7,1 

Ômicron ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND - 

Gama ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND - 

Amostra: provavelmente GAMA 

N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Média ± DP 

Delta ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND - 

RdRp 31 37 29 23 28 29 35 31 34 30 30,9 ± 2,9 

Ômicron ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND - 

Gama 31 34 25 29 22 29 27 26 ND 21 27,1 ± 3,2 

Amostra: provavelmente ÔMICRON 

N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Média ± DP 

Delta ND ND ND ND ND 38 ND ND ND 39 - 

RdRp 33 30 30 28 34 30 26 25 ND 36 30,2 ± 2,7 

Ômicron 25 25 35 23 29 ND 22 26 32 41 28,6 ± 5,1 

Gama ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND - 

Onde: ND = Não Detectado; DP = Desvio padrão; 

Importante ressaltar que a inclusão simultânea dos quatro alvos não 

comprometeu significativamente a sensibilidade do sistema, que se manteve 
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dentro da faixa esperada para amostras clínicas com cargas virais variadas. 

Além disso, a ausência de amplificação cruzada entre os alvos específicos 

reafirma a robustez e a especificidade da metodologia adotada. 

A multiplexação em RT-qPCR exige um ajuste criterioso entre eficiência, 

sensibilidade e especificidade. A estratégia de inclusão sequencial adotada 

permitiu identificar e mitigar interferências de forma progressiva, garantindo 

melhor performance do sistema a cada etapa. A escolha por concentrações 

assimétricas de oligonucleotídeos — notadamente as menores concentrações 

para o alvo RdRp — foi crucial para evitar competição por reagentes e reduzir a 

formação de dímeros, contribuindo para a estabilidade do sistema (Dikdan et al., 

2022; Juul et al., 2022). 

Do ponto de vista da vigilância genômica, o ensaio quadriplex 

desenvolvido representa uma ferramenta promissora, permitindo a triagem 

molecular rápida e de baixo custo para variantes de preocupação. Tal ferramenta 

pode ser particularmente útil em contextos de vigilância em saúde pública, onde 

o sequenciamento de todas as amostras não é viável. 

 

5.2.3.1 Determinação do limite de detecção 

 

A avaliação do limite de detecção dos primers e sondas específicos para 

as variantes SARS-CoV-2 foi conduzida por meio da construção de uma curva 

padrão a partir de diluições seriadas do controle positivo 2019-ncov_n_positive 

control (IDT), partindo de 2,0 × 105 até 2,0 × 10⁰ cópias/µL, utilizando o kit 

Allplex™ SARS-CoV-2 (Seegene) (Figura 36). Em seguida, foram selecionadas 

amostras dos períodos correspondetes a circulação da variante Delta, Gama e 

Ômicron, cujos valores de CT se enquadravam na curva obtida na concentração 

de 104 .cópias/µL. As amostras foram diluídas e analisadas para definir os limites 

de detecção de cada alvo. 
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Figura 36 – Curva padrão e curvas de amplificação obtidas com controle 

positivo 2019-ncov_n_positive control

 

Legenda: A – Curvas de amplificação obtidas; B – Curva padrão obtida.  

Fonte: elaborado pela autora (2025). 

 

O alvo Delta apresentou curva padrão com regressão linear de coeficiente 

de determinação (R²) de 0,969, indicando uma correlação satisfatória entre a 

concentração de RNA alvo e os valores de quantificação (Figura 37). Apesar de 

o valor de R² estar ligeiramente abaixo do ideal (≥0,98), ele ainda pode ser 

considerado aceitável em ensaios exploratórios e em testes envolvendo alvos 

virais com baixa estabilidade ou menor expressão relativa (Kuypers; Jerome, 

2020; Taylor et al., 2019). O slope da curva foi de –2,831, o que corresponde a 

uma eficiência de amplificação estimada em 125,5%. O valor negativo mais 

acentuado do slope em comparação ao ideal contribui para essa elevação na 

eficiência observada. 

 

Figura 37 – Ensaio de limite de detecção do alvo Delta. 

 

Legenda: A – Curva padrão obtida; B – Curvas de amplificação obtidas. 

Fonte: elaborado pela autora (2025). 
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A curva padrão gerada para o alvo RdRp apresentou coeficiente de 

determinação (R²) de 0,97, valor que demonstra uma alta correlação linear entre 

a concentração de RNA e os valores de ciclo de quantificação (Figura 38). 

Segundo as MIQE Guidelines (Bustin et al., 2009), valores de R² acima de 0,98 

são ideais, mas valores superiores a 0,95 ainda são considerados aceitáveis em 

condições experimentais reais, especialmente quando se utilizam múltiplas 

diluições em triplicata. Portanto, o R² observado é satisfatório e indica boa 

reprodutibilidade dos dados. O slope da curva foi de –2,729, resultando em uma 

eficiência de amplificação de 132,5% (Figura 38), novamente indicando uma 

curva com slope mais negativo que o ideal, refletindo amplificação mais 

acelerada. A eficiência de amplificação superior a 130% observada pode estar 

relacionada à alta afinidade dos primers ou à presença de artefatos técnicos, 

conforme discutido por Lippi e colaboradores (2020).  

 

Figura 38 – Ensaio de limite de detecção do alvo RdRp. 

 

Onde: A – Curva padrão obtida; B – Curvas de amplificação obtidas. 

Fonte: elaborado pela autora (2025). 

 

A curva padrão gerada para o alvo específico da variante Ômicron 

apresentou um coeficiente de determinação (R²) de 0,985, indicando excelente 

correlação linear entre a concentração de RNA alvo e os valores de ciclo de 

quantificação (Figura 39). Segundo as MIQE Guidelines (Bustin et al., 2009), 

valores de R² acima de 0,98 são altamente desejáveis, especialmente para 

ensaios quantitativos. Esse alto R² reforça a reprodutibilidade e consistência do 

ensaio, o que é fundamental para diagnósticos de alta confiabilidade, 
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principalmente quando se trata de variantes de preocupação (VOC) como a 

Ômicron (Chan et al., 2020; WHO, 2022). 

O slope da curva foi de –2,782, o que resultou em uma eficiência de 

amplificação de 128,8% (Figura 39), valor que ultrapassa o intervalo ideal de 

90% a 110% preconizado para reações de RT-qPCR (Bustin et al., 2009; Huggett 

et al., 2013). A inclinação mais acentuada (mais negativa) da curva pode estar 

associada a alta afinidade dos primers ou à presença de artefatos técnicos, mas 

a linearidade e a reprodutibilidade permitem considerar o desempenho como 

adequado para detecção qualitativa. 

 

Figura 39 – Ensaio de limite de detecção do alvo Ômicron. 

 

Onde: A – Curva padrão obtida; B – Curvas de amplificação obtidas. 

Fonte: elaborado pela autora (2025). 

  

O alvo Gama apresentou curva padrão com coeficiente de determinação 

(R²) de apenas 0,22, evidenciando uma correlação fraca entre a concentração 

de RNA e os valores de CT obtidos (Figura 40). O slope calculado foi de 0,245 

— valor incoerente com a dinâmica logarítmica de amplificação esperada em 

ensaios de PCR em tempo real. Embora a eficiência tenha sido estimada em 

100%, esse número não é confiável, já que apenas slopes entre –3,6 e –3,1 são 

considerados adequados para cálculo válido de eficiência, conforme as 

Diretrizes MIQE (Bustin et al., 2009). A baixa performance do alvo pode ser 

atribuída a diversos fatores técnicos, como baixa afinidade dos primers, 

fluorescência de fundo ou reação fora da faixa dinâmica ideal do ensaio (Vogels 

et al., 2020). No entanto, uma análise mais aprofundada sugere que o problema 

pode estar relacionado a interações moleculares indesejadas entre os 
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oligonucleotídeos utilizados no sistema quadriplex. A Tabela 10 mostra que os 

primers forward e reverse de Gama, bem como sua sonda, apresentaram valores 

de energia livre (ΔG) elevadas em módulo (> 8,0 kcal/mol) em interações 

cruzadas com oligonucleotídeos de outros alvos, especialmente Delta e 

Ômicron. Esses valores indicam uma tendência à formação de dímeros de 

primers e dímeros de sondas, que podem gerar amplificação inespecífica ou 

aumento de fluorescência basal. Esses dímeros comprometem a precisão da 

curva padrão e podem justificar a aparente eficiência elevada e o baixo R² 

observados. Embora o valor de ΔG recomendado pelo IDT para minimizar 

interações cruzadas seja inferior a –9 kcal/mol, os dados aqui apresentados 

sugerem que esse limiar pode ser insuficiente para sistemas multiplex com alta 

complexidade, como o quadriplex utilizado (Huggett et al., 2013; IDT, 2023b; 

Taylor et al., 2019), sugerindo um limite de ΔG igual a -8 kcal/mol. 

Apesar dessas limitações, observou-se amplificação consistente nas 

diluições mais concentradas para o alvo Gama, o que sugere que ele ainda pode 

ser útil como marcador qualitativo, para testes de presença/ausência em 

aplicações clínicas ou epidemiológicas (WHO, 2022).  

 

Figura 40 – Ensaio de limite de detecção do alvo Gama. 

 

Onde: A – Curva padrão obtida; B – Curvas de amplificação obtidas. 

Fonte: elaborado pela autora (2025). 

 

A eficiência ideal para ensaios de PCR em tempo real deve estar entre 

90% e 110%, conforme estabelecido pelas Diretrizes MIQE (Bustin et al., 2009). 

Eficiências acima desse intervalo sugerem que a amplificação ocorre em um 
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ritmo mais acelerado que o esperado, o que pode ser indicativo de artefatos 

técnicos, como: 

• Formação de dímeros de primers ou estruturas secundárias que facilitam 

a amplificação inespecífica (Borillo; Kagan; Marlowe; 2022; Lippi; 

Simundic; Plebani, 2020; Taylor et al., 2019); 

• Contaminação cruzada ou carryover de amplificação anterior, 

especialmente quando as curvas padrão utilizam materiais sintéticos 

altamente concentrados (Borillo; Kagan; Marlowe; 2022; Lippi; Simundic; 

Plebani, 2020; Taylor et al., 2019); 

• Erros de pipetagem em diluições muito baixas, que podem introduzir 

variabilidade entre as replicatas (Borillo; Kagan; Marlowe; 2022; Lippi; 

Simundic; Plebani, 2020; Taylor et al., 2019); 

• Alta afinidade dos primers com a região-alvo, levando a uma amplificação 

excessivamente eficiente, o que pode ser desejável em determinadas 

condições, mas requer validação adicional (Taylor et al., 2010). 

Eficiências elevadas podem ser aceitáveis desde que haja 

reprodutibilidade, ausência de amplificação nos controles negativos e boa 

linearidade. É importante destacar que, em ensaios multiplex, pequenas 

diferenças de eficiência podem introduzir viéses na amplificação, favorecendo 

determinados alvos (Huggett et al., 2013). Assim, para detecção qualitativa ou 

triagem molecular, o desempenho dos alvos Delta, RdRp e Ômicron é aceitável. 

Contudo, para quantificação absoluta, recomenda-se a otimização das reações 

para manter a eficiência dentro dos padrões ideais. 

Apesar dos resultados das curvas não terem atingido o ideal para todos 

os alvos, a detecção consistente foi observada até a diluição de 1,0 x 10-3 

cópia/µL no sistema multiplex (Tabela 17), estabelecendo este valor como o 

limite de detecção desse sistema. Abaixo dessa concentração, observou-se 

perda de reprodutibilidade, com amplificação irregular entre as replicatas. 

Segundo Corman e colaboradores (2020), a definição do limite de detecção em 

ensaios moleculares é crítica. A capacidade de detectar quantidades mínimas 

de RNA viral torna o ensaio altamente sensível e adequado para triagem 

populacional e vigilância epidemiológica. 

Os resultados observados neste estudo apresentam desempenho 

comparável ou superior ao de protocolos internacionais de referência, como os 
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do CDC (2020) e do Charité Institute of Virology, com limites de detecção de 

1,0x10-2 cópia/µL. A elevada sensibilidade pode estar associada à qualidade do 

RNA sintético utilizado, à alta afinidade dos primers e à ausência de 

interferências nos controles negativos (Taylor et al., 2019). Mesmo com 

eficiências elevadas, a alta linearidade observada e a ausência de amplificações 

inespecíficas mantêm a validade do sistema analítico (Bustin et al., 2009). 

Todos os ensaios foram acompanhados de controles negativos, que não 

apresentaram sinal de amplificação, confirmando a especificidade dos primers e 

a ausência de contaminação ou reações cruzadas, aspecto crucial para evitar 

falsos positivos e garantir segurança diagnóstica. 

Em síntese, os dados obtidos demonstram que o conjunto de primers e 

sondas avaliado apresenta bom desempenho analítico, sendo adequado para 

aplicações clínicas e epidemiológicas. A capacidade de detecção em 

concentrações mínimas e a reprodutibilidade entre replicatas posicionam o 

ensaio como ferramenta altamente sensível e confiável (Tom; Mina, 2020; Wölfel 

et al., 2020), especialmente quando integrado a protocolos multiplex para 

vigilância genômica e detecção precoce de variantes do SARS-CoV-2. 
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Tabela 17 – Valores de CT obtidos nos ensaios de determinação de limite de detecção dos primers e sondas desenvolvidos 

Alvo Delta Gama RdRp Ômicron 

Cópias / µL 104 104 104 Média ± DP 104 104 104 Média ± DP 104 104 104 Média ± DP 104 104 104 Média ± DP 

N 18,83 18,22 18,75 23,13 ± 0,06 ND ND ND ND 21,31 20,72 21,03 21,02 ±0,20 14,66 14,17 14,48 14,44 ± 0,18 

Cópias / µL 103 103 103 Média ± DP 103 103 103 Média ± DP 103 103 103 Média ± DP 103 103 103 Média ± DP 

N 23,07 23,22 23,09 26,25 ± 0,02 38,88 36,60 37,20 37,56 ± 0,88 24,30 24,33 24,25 24,29 ± 0,03 19,03 19,02 18,63 18,89 ± 0,18 

Cópias / µL 102 102 102 Média ± DP 102 102 102 Média ± DP 102 102 102 Média ± DP 102 102 102 Média ± DP 

N 26,24 26,28 26,22 29,53 ± 0,08 39,69 38,26 37,94 38,63 ± 0,71 27,58 27,46 27,47 27,50 ± 0,05 21,90 21,83 21,92 21,88 ±0,04 

Cópias / µL 101 101 101 Média ± DP 101 101 101 Média ± DP 101 101 101 Média ± DP 101 101 101 Média ± DP 

N 29,41 29,62 29,56 32,56 ± 0,24 34,18 35,33 36,52 35,34 ± 0,78 30,70 30,83 30,84 30,79 ± 0,06 25,17 25,23 25,23 25,21 ± 0,03 

Cópias / µL 100 100 100 Média ± DP 100 100 100 Média ± DP 100 100 100 Média ± DP 100 100 100 Média ± DP 

N 32,82 32,20 32,67 34,50 ± 0,18 42,11 34,79 38,87 38,59 ± 2,53 34,13 33,52 34,25 33,97 ± 0,30 28,45 28,36 28,15 28,32 ± 0,11 

Cópias / µL 10-1 10-1 10-1 Média ± DP 10-1 10-1 10-1 Média ± DP 10-1 10-1 10-1 Média ± DP 10-1 10-1 10-1 Média ± DP 

N 34,27 34,46 34,78 37,49 ± 0,78 33,52 33,18 34,07 33,59 ± 0,32 36,09 35,97 35,21 35,76 ± 0,36 30,30 30,35 30,76 30,47 ± 0,19 

Cópias / µL 10-2 10-2 10-2 Média ± DP 10-2 10-2 10-2 Média ± DP 10-2 10-2 10-2 Média ± DP 10-2 10-2 10-2 Média ± DP 

N 37,17 38,66 36,65 37,54 ± 0,22 34,24 35,11 32,18 33,84 ± 1,11 36,71 40,37 37,51 38,20 ±1,45 31,91 31,95 32,13 32,00 ± 0,09 

Cópias / µL 10-3 10-3 10-3 Média ± DP 10-3 10-3 10-3 Média ± DP 10-3 10-3 10-3 Média ± DP 10-3 10-3 10-3 Média ± DP 

N 37,32 ND 37,75 ND 32,49 32,12 35,15 33,25 ± 1,26 39,31 39,26 ND 39,29 ± 0,03 33,94 34,86 36,22 35,01 ± 0,81 

Cópias / µL 10-4 10-4 10-4 Média ± DP 10-4 10-4 10-4 Média ± DP 10-4 10-4 10-4 Média ± DP 10-4 10-4 10-4 Média ± DP 

N ND ND ND ND 35,56 35,29 34,04 34,96 ± 0,62 ND ND ND ND 37,45 37,42 38,25 37,71 ± 0,36 

Cópias / µL 10-5 10-5 10-5 Média ± DP 10-5 10-5 10-5 Média ± DP 10-5 10-5 10-5 Média ± DP 10-5 10-5 10-5 Média ± DP 



135 
 

 

N ND ND ND ND 34,04 32,42 33,76 33,41 ± 0,66 ND ND ND ND ND ND ND ND 

Cópias / µL 10-6 10-6 10-6 Média ± DP 10-6 10-6 10-6 Média ± DP 10-6 10-6 10-6 Média ± DP 10-6 10-6 10-6 Média ± DP 

N ND ND ND ND 34,97 ND 36,19 35,58 ± 0,61 ND ND ND ND ND ND ND ND 

Cópias / µL 10-7 10-7 10-7 Média ± DP 10-7 10-7 10-7 Média ± DP 10-7 10-7 10-7 Média ± DP 10-7 10-7 10-7 Média ± DP 

N ND ND ND ND 33,77 33,24 36,44 34,48 ± 1,30 ND ND ND ND ND ND ND ND 

Cópias / µL 10-8 10-8 10-8 Média ± DP 10-8 10-8 10-8 Média ± DP 10-8 10-8 10-8 Média ± DP 10-8 10-8 10-8 Média ± DP 

N ND ND ND ND 36,19 34,65 35,66 35,50 ± 0,57 ND ND ND ND ND ND ND ND 

Cópias / µL 10-9 10-9 10-9 Média ± DP 10-9 10-9 10-9 Média ± DP 10-9 10-9 10-9 Média ± DP 10-9 10-9 10-9 Média ± DP 

N ND ND ND ND 33,8 35,09 34,03 34,31 ± 0,52 ND ND ND ND ND ND ND ND 

Cópias / µL 10-10 10-10 10-10 Média ± DP 10-10 10-10 10-10 Média ± DP 10-10 10-10 10-10 Média ± DP 10-10 10-10 10-10 Média ± DP 

N ND ND ND ND 33,52 33,93 34,19 33,88 ± 0,24 ND ND ND ND ND ND ND ND 

Onde: ND = Não Detectado; DP = Desvio padrão. 

 

  



136 
 

 

6 CONCLUSÃO 

 

A extração de ácidos nucleicos é uma etapa de suma importância em 

experimentos de biologia molecular pois possui custo elevado e grande geração 

de resíduo, podendo ser fonte de contaminação na análise. Vale ressaltar que, 

durante a pandemia de SARS-CoV-2, essa etapa levou milhares de operadores 

a exaustão e desgaste devido a repetibilidade do processo. Por isso, o 

desenvolvimento de tecnologias que permitam a rápida extração de ácidos 

nucleicos traz vantagens enormes. O reagente de extração rápida desenvolvido 

mostrou-se capaz de extrair e preservar ácidos nucleicos de diferentes matrizes 

biológicas, em um tempo médio de extração de 07 minutos por amostra e com 

utilização mínima de material plástico. Além disso, a utilização do reagente de 

extração rápida desenvolvido mostrou-se eficaz e não interferiu nos resultados 

de PCR. Em última análise, a transferência do reagente é de importância singular 

para o desenvolvimento do sistema produtivo de reagentes para diagnóstico no 

Brasil, estimulando o Complexo Industrial em Saúde do país. O reagente teve a 

sua tecnologia transferida e hoje é comercializado com o nome de Pi-Lise 

Nucleic Acid Extraction Reagent. 

O reagente desenvolvido ainda pode ser utilizado para a extração de 

diversas matrizes biológicas diferentes, mas precisa de ajustes específicos na 

metodologia de acordo com a complexidade da matriz. Além disso, como 

perspectiva futura, devido à facilidade de manuseio para extração e preservação 

de ácidos nucléicos com a utilização do reagente, é possível que ele seja 

aplicado a instrumentos automatizados, agregando ainda maior celeridade e 

eficiência às etapas de extração. 

Assim como a extração, a análise por RT-qPCR também ganhou grande 

importância na pandemia de COVID-19. Enquanto diversos exames eram 

realizados repetidamente utilizando sistemas singleplex, novos sistemas de 

detecção multiplex trouxeram avanços significativos em tempo e custo dos 

ensaios diagnósticos. Associado a isso, a rápida transformação do vírus SARS-

CoV-2 expôs a necessidade de vigilância genômica e acompanhamento 

contínuo das mutações virais. Neste contexto, o desenvolvimento de um kit 

multiplex para detecção simultânea de variantes do SARS-CoV-2 representa um 
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marco importante, não apenas pela capacidade de resposta rápida frente às 

emergências sanitárias, mas também pela complexidade envolvida na seleção e 

combinação de diferentes primers e sondas em uma única reação, garantindo 

sensibilidade e especificidade. 

A validação desse sistema multiplex demonstrou sua viabilidade técnica 

e potencial de aplicação em larga escala, contribuindo diretamente para a 

vigilância epidemiológica no país. O conjunto das tecnologias desenvolvidas 

nesta tese — reagente de extração rápida e kit de detecção multiplex — reforça 

o papel da pesquisa nacional na construção da autonomia tecnológica em 

diagnóstico molecular e no fortalecimento da resposta brasileira a emergências 

em saúde pública. 
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ANEXO A - Artigo publicado no periódico Diagnotics, com resultados 

obtidos para a validação de extração com reagente desenvolvido para 

amostras de SARS-CoV-2 
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ANEXO B – Artigo publicado no periódico Viruses, com resultados 

obtidos para a avaliação do reagente desenvolvido para amostras de 

diferentes variantes de SARS-CoV-2  
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ANEXO C - Publicação do D.O.U, nº 184, de 01 de outubro de 2021, com 

extrato de contrato de transferência de tecnologia do reagente 

desenvolvido 

 


