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RESUMO

Desde o inicio de 2020, a humanidade enfrentou os desafios impostos pela
pandemia de COVID-19, uma doenca respiratoria causada pelo virus SARS-CoV-2. A
resposta global para conter essa pandemia concentrou-se, entre outras agdes, no
desenvolvimento de diagnosticos precisos, vacinas eficazes e busca de
medicamentos adequados. No entanto, obstaculos significativos foram enfrentados no
campo de diagndstico, devido a escassez de materiais para coleta, processamento e
analise de amostras por meio da RT-gPCR, técnica fundamental na detec¢ao do virus.
Um dos principais desafios encontrados foi a demora e o alto custo dos procedimentos
de extragdo de acidos nucleicos, dificultando a realizagado de diagndsticos eficientes.
Além disso, os complexos procedimentos de preparo de amostras aumentaram o risco
de contaminagéao e atrasavam o processo diagnostico. Associado a isso, 0 surgimento
de novas variantes do virus evidenciou a necessidade de vigilancia epidemioldgica
para conter novas ondas e a importancia de kits de detec¢cado capazes de auxiliar
acdes de monitoramento. Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo
desenvolver um reagente de extragao rapida de acidos nucleicos, visando agilizar e
tornar mais acessivel o diagnéstico por RT-gPCR. Além disso, o estudo propés o
desenvolvimento de um kit multiplex para detecc¢ao de variantes do SARS-CoV-2 por
meio dessa técnica. Os resultados obtidos demonstraram que o reagente
desenvolvido possibilitou analises confiaveis por PCR qualitativa. Esse reagente nao
apenas apresentou eficacia, mas também se mostrou vantajoso na redugao de custos
com insumos laboratoriais e materiais plasticos, além de minimizar o risco de
contaminagdo. O kit multiplex para deteccdo de variantes do SARS-CoV-2
demonstrou eficacia na diferenciagao entre variantes, evidenciando que a RT-qPCR
pode ser uma ferramenta essencial no monitoramento da evolugao do virus. Com a
implementacdo bem-sucedida desse reagente e do kit multiplex, espera-se agilizar o
processo diagnostico de muitas enfermidades e um acompanhamento melhor do
surgimento de novas variantes. Esse avango tecnoldgico representa um marco na luta
contra a pandemia, oferecendo uma solugao viavel e eficiente para a detecgao rapida
e confidvel do virus. Além disso, sua aplicagdo pode contribuir significativamente para

o controle da disseminac&o da doenga e para o fortalecimento da saude publica global.



Palavras-chave: SARS-CoV-2; extragédo de acidos nucleicos; RT-qPCR; multiplex.



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-gPCR, 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-gPCR 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 INTRODUGAO

No cenario em constante evolugdo da pesquisa cientifica e da medicina, o
diagnéstico preciso de doengas infecciosas desempenha um papel fundamental na
protegcdo da saude publica global. Nesse contexto, a técnica da Reagcdo em Cadeia
da Polimerase (PCR) emergiu como uma ferramenta pioneira, permitindo a deteccao
sensivel e especifica de material genético e, consequentemente, a identificacdo de
agentes patogénicos. Embora seja uma técnica altamente sensivel, a técnica de PCR
exige equipamentos complexos e de alto custo, m&o de obra especializada, reagentes
caros, e especificos.

A eficacia da PCR depende nao apenas de suas nuances, mas também da
qualidade do material genético isolado para analise, e por isso, possui significativa
relevancia das técnicas de extracado de acidos nucleicos que precedem a amplificacéo
por PCR. Desde as tradicionais colunas de silica até os modernos métodos de
extragdo rapida, cada abordagem oferece um equilibrio delicado entre eficiéncia,
pureza e custo. As técnicas tradicionais (como colunas de silica e solventes fendlicos),
quando realizadas em escala manual, podem ser fonte de contaminacao, gerar grande
quantidade de residuo quimico e material plastico, além de exigirem quantidade de
tempo de operagao consideravel e elevado custo. Ja os reagentes de extragao rapida
permitem obtencdo de material ndo purificado, ideal para analises qualitativas, com
custo reduzido, menor chance de contaminagao entre amostras e menor geragao de
residuos quimicos e plasticos. Essas técnicas desempenham um papel essencial na
preparacdo de amostras para analise subsequente, demonstrando a complexidade
inerente ao campo da biologia molecular.

A pandemia de COVID-19, decretada pela Organizagdo Mundial de Saude
(OMS) em 2020, desencadeou uma transformagéo sem precedentes na sociedade
global, desafiando os sistemas de saude, a economia e os padrdes de vida. O virus
causador, 0 SARS-CoV-2, se espalhou rapidamente por todo o mundo, levando a uma
crise de saude publica de proporgdes histéricas. A propagacgao acelerada do virus foi
impulsionada pela crescente interconexao global, evidenciando como um surto local
pode se transformar em uma crise global em questdo de semanas. Além disso, a
rapida evolugdo do virus e o surgimento de variantes mais transmissiveis e
possivelmente mais letais adicionaram uma camada adicional de complexidade a

gestao da pandemia.
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Assim, a pesquisa cientifica emergiu como uma ferramenta vital para entender,
combater e controlar a doenga, desencadeando uma demanda urgente por métodos
de diagndstico eficientes e ageis e por ferramentas mais simples para extragdo de
acidos nucléicos. Associado a isso, o surgimento de novas variantes revelou a
necessidade de monitorizagdo epidemioldgica para acompanhamento da evolugao
viral. Contudo, os ensaios de monitorizagao envolvem o sequenciamento genético,
uma técnica complexa e de elevado custo.

Diante da situagao da pandemia, esse trabalho se volta para o desenvolvimento
de reagentes de extracdo rapida de acidos nucléicos e kit de diagnéstico de variantes
de SARS-CoV-2 por PCR em tempo real (RT-gPCR). O objetivo principal é criar
ferramentas que simplifiquem e otimizem as etapas desde a extracdo do material
genético até a amplificagao e deteccédo de algumas variantes do virus.

O desenvolvimento de um reagente de extragdo rapida de acidos nucleicos
proposto neste trabalho, visa superar as barreiras da etapa preparatoria de amostras,
permitindo uma analise mais rapida e eficiente. A validacdo abrangente desse
reagente em diversas matrizes bioldgicas 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 condigdes
de armazenamento.

Em relagdo a abordagem da COVID-19 em um nivel molecular, o trabalho
envolve ndo apenas na deteccdo do virus em si, mas também na compreensao de
algumas de suas variagdes genéticas e de suas ramificagdes clinicas. O desenho de
iniciadores (primers) e sondas especificos para a detec¢ao de variantes do SARS-
CoV-2 por RT-gPCR representa uma resposta proativa a evolugao constante do virus,
garantindo que as técnicas de diagndstico permanegam precisas. O desenvolvimento
de um kit multiplex de RT-gPCR para deteccdo de variantes de SARS-CoV-2,
proposto nesse trabalho, tem o potencial de fornecer dados sobre a prevaléncia e a
disseminagao das variantes do virus, possibilitando a gestdo de estratégias de saude
publica e intervencgao.

O desenvolvimento de métodos de diagndstico precisos e eficazes, como os
baseados em técnicas de PCR abordados neste trabalho, desempenhou um papel
crucial na resposta global a pandemia, permitindo a detecgéo precoce, o rastreamento
de casos e a implementacao de estratégias de mitigacao. A pandemia de COVID-19

trouxe a tona ndo apenas os desafios de saude imediatos, mas também a importancia
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da colaboracgao internacional, da pesquisa cientifica agil e do avango tecnolégico para

enfrentar as ameacgas emergentes a saude global.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 REAGAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

A reagao em cadeia da polimerase (PCR — Polymerase Chain Reaction) € uma
técnica revolucionaria na biologia molecular que permite amplificar regides especificas
do DNA. A técnica foi descoberta na década de 1980 e gerou um impacto significativo
nas areas de pesquisa cientifica, diagnéstico médico e forense (Bartlett; Stirling,
2003).

2.1.1 Descoberta da PCR

A descoberta da PCR ¢ atribuida historicamente a Kary Banks Mullis, um
cientista que trabalhava em uma empresa de biotecnologia chamada Cetus
Corporation, localizada na Califérnia. Em 1983, o cientista idealizou uma técnica para
replicar o DNA a partir de ciclos de temperatura, porém esta so6 foi conhecida pelo
publico em 1985 quando foi utilizada para fazer copias de DNA de uma amostra
escassa na area forense (Bartlett; Stirling, 2003).

Apds a concepgao inicial, Mullis e sua equipe trabalharam para transformar a
ideia em uma técnica viavel. A primeira versao da PCR exigia a adicdo manual de
enzimas a cada ciclo de amplificagéo, o que tornava o processo demorado e propenso
a erros, em especial pela adicao 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 automatizagao a reacgéao utilizando
uma maquina que poderia realizar ciclos de temperatura controlados e adicionar
automaticamente os componentes necessarios (Rabinow, 1996). Em 1993, essa
descoberta rendeu o Prémio Nobel de Quimica a Mullis e a Smith (Khorana et al.,
1976; Rabinow, 1996).

Com o aprimoramento da reacao de PCR, o seu uso foi expandido, se tornando
uma técnica essencial em diversas areas. Na area da saude, por exemplo, é utilizada
para o diagndstico de doengas genéticas, infec¢des virais, bacterianas e fungicas
(Bustin; Mueller, 2005). A PCR também é fundamental na pesquisa em biologia

molecular, genética e evolugdo, permitindo a analise de sequéncias de DNA, a
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identificacao de genes responsaveis por caracteristicas especificas e a compreensao
de padrbes de expressao génica (Erlich, 1989). Além disso, a PCR desempenha um
papel crucial em aplicag¢des forenses, como a identificagao de suspeitos com base em

evidéncias de DNA.

2.1.2 Componentes e etapas da PCR

A PCR baseia-se no processo natural de replicacdo do DNA que ocorre nas
células vivas, em que o DNA é duplicado através da atuacdo da enzima DNA
polimerase. A técnica de PCR tradicional desenvolvida utiliza um DNA alvo, uma
enzima termoestavel chamada Taq polimerase, iniciadores especificos de DNA
(primers) e nucleotideos (dNTPs - desoxinucleotideos trifosfatos) para amplificar
seletivamente um segmento desejado do DNA (Rahman et al., 2013). Além dos
componentes listados acima, a reagao também necessita de um ambiente controlado
por um tampao para fornecer as condigdes ideais de pH e concentragéo de ions, além
de cofatores, como o magnésio, que sao necessarios para a atividade da Taq
polimerase (Rahman et al., 2013).

No processo de PCR, a enzima DNA polimerase permite a replicagdo do DNA
por polimerizar os nucleotideos. Atualmente, o mais comum €& a utilizacdo de DNA
polimerase purificada ou clonada de uma bactéria extremofila, Thermus aquaticus,
que vive em fontes termais e resiste a temperaturas elevadas, a qual € 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 proteinas, permitindo ciclos repetidos de
reacao, sem necessidade de reposicdo enzimatica, encurtando o processo de PCR
(Singh et al., 2014). A bactéria Thermus aquaticus encontra sua temperatura de
conforto em 72°C, temperatura 6tima para a atividade de sua polimerase (Lawyer et
al., 1989).

Durante a sintese de novas fitas de DNA, catalisada pela enzima DNA
polimerase, ocorre uma reagao de polimerizagédo envolvendo a formagéo de ligacdes
fosfodiéster. Essa ligagdo ocorre entre o grupo hidroxila (-OH) do carbono 3' da
desoxirribose da cadeia em crescimento e o grupo fosfato do nucleotideo trifosfatado

complementar ao molde. A energia necessaria para essa reagao € fornecida pela
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quebra das ligacdes entre os trés fosfatos do dNTP, com liberagdo de um pirofosfato
inorgénico, e nao de agua, como ocorre em reagdes de condensagao classicas
(Rahman et al., 2013).

Esse processo € altamente especifico, pois a adicdo de cada novo nucleotideo
depende do pareamento complementar com a fita molde (A com T, G com C). A
correta orientacdo e pareamento das bases garantem que a polimerase alinhe
adequadamente o novo dNTP ao grupo 3'-OH da cadeia em crescimento. A ligagao
fosfodiéster resultante promove o avanco da sintese da fita de DNA, com extensio
continua na direcédo %' para 3', obedecendo as exigéncias estruturais da enzima. Por
isso, costuma-se dizer que a cadeia de DNA ¢ sintetizada no sentido 5' — 3' (Bartlett;
Stirling, 2020). Geralmente 1 a 1,5 U de Taq polimerase € necessaria em 50uL de
mistura de reagao, podendo variar dependendo da quantidade de inibidores presentes
na mistura reacional (Singh et al., 2014).

Os primers sao responsaveis por definir qual fragmento do DNA deve ser
amplificado. Em geral, sdo sequéncias curtas de 18 a 25 pares de bases, que se
complementam no inicio e fim do fragmento de DNA a ser amplificado (Chuang;
Cheng; Yang, 2013). Sdo chamados de forward e reverse, que se ligam ao DNA molde
na sequéncia 5’-3" e 3’-5’, respectivamente. Apds se ligarem ao molde de DNA nos
pontos iniciais e finais, a polimerase se liga e comeca a sintese de novo DNA,
adicionando nucleotideos disponiveis no meio reacional (Rahman et al., 2013). Os
primers garantem a especificidade da reagdo e, por isso, ndo devem se
autocomplementar ou complementar a qualquer outro primer na mistura de reagao,
de modo a evitar a formacao de dimeros (Vallone; Butler, 2004).

Em geral, os demais itens da mistura reacional devem ser ajustados de forma
a fornecer as melhores condi¢des de atividade para a polimerase. Contudo, a maioria
dos kits comerciais fornecem uma mistura reacional de tampao Tris-HCI 100 mM, pH
9,0; MgCl2a 15 mM, KCI a 500 mM (NCBI, 2023). O tampao Tris-HCI é responsavel
pela manutengao do pH 6timo de atividade da polimerase e o Mg?* é responsavel por
quelar cargas negativas do dNTP, facilitando o ataque nucleofilico da polimerase e a
formacgao de ligagoes fosfodiester. Além disso, os ions metalicos Mg?* atuam como
cofator para a DNA polimerase em PCR (Singh et al., 2014).

Fornecidas todas as condig¢des, o ciclo de PCR é composto por trés etapas

principais: desnaturagao, anelamento e extensao (Figura 1).
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Figura 1 - Etapas da PCR.
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Fonte: elaborado pela autora (2023) — BioRender.

Na etapa de desnaturacio, a mistura reacional € 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 ligagcbes de hidrogénio em altas
temperaturas. Com a finalidade de estabelecer maior separacdo das cadeias, é
recomendado a manutencado da temperatura por 1 a 9 minutos, podendo variar de
acordo com a propor¢ao dos componentes reacionais (Higuchi et al., 1992).

A desnaturacgao inicial € seguida por ciclos repetidos (30 a 45) de desnaturacéo,
anelamento e extensio. A segunda desnaturacao, assim como na primeira, envolve o
aquecimento a 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 as sequéncias especificas do
DNA alvo, permitindo que a Taq polimerase inicie a replicagdo. Para que esta etapa
ocorra, a mistura reacional é resfriada a 40 °C — 70 °C (dependendo da temperatura
de hibridizagao do primer), por 10 a 60 segundos, favorecendo a formacao de ligagdes
de hidrogénio entre as sequéncias (Higuchi et al., 1992; Kadri, 2020).

Por fim, ocorre a extensdo, na qual a Taq polimerase sintetiza novas fitas de
DNA complementares a partir dos primers, gerando assim multiplas coépias do
segmento de interesse. A faixa de temperatura ideal para esta etapa € 72 °C a 80 °C,
quando ocorre a ativagao da polimerase e construgdo de uma nova fita. Assim, a
polimerase adiciona bases nitrogenadas na direcdo 5° — 3'. No proximo ciclo, os
fragmentos sintetizados no ciclo anterior sdo, 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 Variagoes da técnica de PCR

Além da PCR convencional, outras variagdes da PCR foram desenvolvidas,
ampliando as aplicagdes da técnica. Entre as variagbes mais importantes, pode-se
citar a PCR em tempo real (QPCR) e a PCR de transcriptase reversa (RT-PCR).

A PCR em tempo real € a principal evolugéo da técnica de PCR e que ampliou
as aplicagdes da PCR para pesquisadores em todo o mundo. A PCR em tempo real
permitiu a detecgcao e quantificagdo do DNA durante o processo de amplificagao,
proporcionando uma analise mais precisa (Valasek; Repa, 2005). Enquanto na PCR
convencional, apods a conclusao de todos os ciclos de amplificagao, os produtos de
amplificacdo sado analisados separadamente em géis de agarose ou por métodos de
detecgdo, como coloracdo com brometo de etidio, para determinar a presenca,
auséncia ou quantificar o DNA amplificado, na PCR em tempo real, a técnica é
acoplada ao acompanhamento “em tempo real” dos produtos de PCR a medida que
sado gerados (Rebrikov; Trofimov, 2006). Assim, € possivel monitorar a amplificagéo
do DNA durante cada ciclo de temperatura em tempo real, enquanto ela ocorre. Além
dos componentes reacionais convencionais, sdo necessarios fluoréforos que emitem
fluorescéncia quando se ligam ao DNA amplificado. Durante a amplificacdo, um
detector de fluorescéncia registra a intensidade de fluorescéncia emitida a cada ciclo
de temperatura, permitindo a quantificacdo em tempo real do DNA amplificado
(Valasek; Repa, 2005).

A curva de amplificagdo ideal de uma PCR em tempo real (Figura 2), quando
plotada como intensidade de fluorescéncia em relacdo ao niumero do ciclo, € uma
curva de crescimento sigmoidal (Heid et al., 1996). A amplificagdo inicial ndo é
visualizada porque o sinal de detecgao é indistinguivel do residuo. No entanto, quando
ha material amplificado suficiente, o progresso exponencial pode ser monitorado a
medida que a taxa de amplificacdo entra em uma fase log-linear. A cada ciclo
reacional, a quantidade de produto é dobrada (Rahman et al., 2013). A medida que os
primers e a enzima se tornam limitantes e os produtos inibidores da PCR se
acumulam, a reagao diminui, entrando em uma fase de transi¢cdo, eventualmente
atingindo a fase de platd, no qual ha a exaustao de reagentes e enzimas (Heid et al.,
1996; Mackay; Arden; Nitsche, 2002). O ponto em que a fluorescéncia passa de niveis
insignificantes para niveis claramente detectaveis € chamado de Threshold. A partir

do Threshold é possivel definir o ponto de ciclagem em que os niveis sao detectados,
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sendo chamado de ciclo limiar (CT - threshold cycle). O valor do CT é entdo usado no

céalculo de quantificacdo de material genético durante a PCR quantitativa em tempo

real.
Figura 2 - Curva de amplificagdo ideal de uma PCR em tempo real.
B
’._I_
§ } A
Ciclos
Onde, A: representa a fase log-linear; B: representa o platd; Seta: CT - threshold
cycle.

Fonte: Elaborado pela autora (2023) — BioRender.

Ja a RT-gPCR significa reagdo em cadeia da polimerase com transcricao
reversa e é utilizada quando o material de partida € 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 (cCDNA) pela transcriptase reversa,
partindo do RNA total ou do RNA mensageiro (mMRNA) (Figura 3). O cDNA obtido é

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

Figura 3 - Etapas da RT-qPCR.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023) — BioRender.

Posteriormente, o acomplamento da reacdo de transcricdo reversa com a
ténica de PCR em tempo real (RT-qPCR), como mostrado na Figura 3, permitiu nova

ampliacdo nas areas de aplicagao da PCR, pois possibilitou, por exemplo, a detecgéo
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de expressao génica e o diagndstico de infecgdes por virus de RNA. A RT-qPCR pode
ser realizada em um ensaio de uma ou duas etapas (Figura 4). Os ensaios de uma
etapa combinam transcricdo reversa e PCR em um unico tubo e tampao, usando uma
transcriptase reversa junto com uma polimerase de DNA. A RT-qPCR de uma etapa
utiliza primers especificos de sequéncia tanto para a transcricdo reversa do RNA em
DNA complementar (cDNA) quanto para a amplificacdo subsequente por PCR. Nos
ensaios de duas etapas, as etapas de transcricdo reversa e PCR séo realizadas em
tubos separados, com diferentes tampdes otimizados e condigdes de reagao (Bustin,
2004).

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

gPCR de duas etapas.
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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 detec¢ao segura de
diferengcas de expressdes génicas, mesmo que minimas (Wong; Medrano, 2005).
Além disso, € um método rapido para amplificar sequéncias de DNA, fornecendo
resultados em questdo de horas, sendo bastante versatil, uma vez que pode ser
aplicada a uma ampla gama de amostras bioldgicas, incluindo DNA genémico, RNA

mensageiro (MRNA) e DNA complementar (cDNA), provenientes de diferentes fontes.
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A principal desvantagem da PCR em tempo real € que ela requer
equipamentos, reagentes caros, além de mé&o de obra especializada. Devido a sua
sensibilidade extremamente alta, o risco de contaminagao cruzada pode acarretar
resultados falsos positivos, sendo necessaria grande cautela em todos os passos que
antecedem (coleta e extracdo de acido nucleico) até os passos posteriores a PCR
(analise de dados) (Silva et al., 2022). Nesse sentido, a extragdo de acidos nucleicos
€ um passo importante para a obtencdo de DNA ou RNA com qualidade suficiente

para garantir a seguranga do ensaio de PCR.

2.2 EXTRAGAO E PURIFICACAO DE ACIDOS NUCLEICOS

2.2.1 Extracao de acidos nucleicos

Na técnica de PCR, a extracado de acidos nucleicos € uma etapa crucial para
obter o material genético alvo a ser amplificado e fornecer dados para analise. Essa
etapa € necessaria para expor o DNA ou RNA de uma amostra bioloégica, como
células, tecidos ou fluidos corporais. Consequentemente, a obtencao de quantidade
suficiente de material genético permite sua amplificacdo por PCR (Ali et al.,2017).

Contudo, é importante destacar que a extragdo de acidos nucleicos € uma
etapa critica e sensivel, pois a qualidade e a quantidade do material genético extraido
podem afetar diretamente os resultados da amplificagdao por PCR (Tan; Yiap, 2009).
Portanto, é fundamental seguir boas praticas de laboratério e utilizar métodos
confiaveis e validados para garantir uma extragao eficiente e de alta qualidade. No
passado, o processo de extragdo e purificagdo de acidos nucleicos costumava ser
complicado, demorado, trabalhoso e limitado em termos de rendimento geral (Tan;
Yiap, 2009). Embora atualmente existam inumeros equipamentos para automacéao da
extracdo de acidos nucleicos, centros de pesquisa e laboratérios de pequeno e médio
porte ainda utilizam técnicas manuais de extracao (Silva et al., 2022).

Para essas situacdes, existem varias técnicas de extracdo de acidos nucleicos
disponiveis e a escolha do método depende do tipo de amostra e do objetivo do
estudo. As opcdes de técnicas de extracdo incluem kits de extracdo com solventes
fendlicos a kits com colunas de silica e tampdes contendo PEG, que promovem a
purificacdo dos acidos nucleicos através de etapas de lavagem. Entre os métodos

manuais mais utilizados, merecem destaque a extragdao convencional por compostos
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fendlicos, a extragdo por colunas de silica e a extragdo 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; remocédo de lipidos de
membrana, proteinas e constituintes celulares; purificacdo dos acidos nucleicos; e

concentragao dos acidos nucleicos (Goldberg, 2015).

2.2.1.1 Extracgéo e purificagdo de acidos nucleicos por compostos fendlicos

A extragcao de acidos nucleicos utilizando componentes fendlicos foi, durante
muito tempo, conhecida como método de referéncia para extracdo de RNA e DNA.
Em fato, essa extragao envolve a participagao de trés agentes quimicos: tiocianato de
guanidina, fenol e cloroférmio. Atualmente, existem reagentes disponiveis
comercialmente constituidos pela mistura desses reagentes prontos para uso, como
o caso do TRIzol (Thermo Fisher Scientific Brand) e Brazol (LGC Biotecnologia).
Ambos os reagentes s&o usados para extrair RNA ou DNA, dependendo do protocolo
utilizado (Simms; Chomczynski, 1993).

A extragao de acidos nucleicos com compostos fendlicos, segue os seguintes
passos (Figura 5) (Nova Biotecnologia, 2022; Thermofischer, 2016):

e Lise Celular: A mistura de tiocianato de guanidina e fenol é adicionada a
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.

e Separagao de Fases: Ap0Os a lise, € adicionado um agente desproteinizante,
como o cloroféormio. Isso resulta na formagao de uma mistura tripartida com
uma fase aquosa, uma fase organica (geralmente fenol/cloroférmio)
contendo proteinas e lipidios, 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 organica e a
fase aquosa e as proteinas exclusivamente na fase organica.

e Precipitacdo do RNA/DNA: A fase aquosa e a interface sao separadas
cuidadosamente das outras fases por centrifugacdo. Em seguida, é

adicionado alcool (geralmente isopropanol, para RNA, ou etanol para DNA)
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para precipitar o RNA/DNA. Essa etapa permite a separacdo do material
genético das proteinas e outros contaminantes.

e Lavagem e Purificagdo: O precipitado é lavado com etanol para remover
residuos e contaminantes. Em seguida, o precipitado é ressuspenso em
uma solugdo adequada, como agua livre de ribonucleases ou tampéao de
eluicdo, para purificar o RNA/DNA e obter uma concentragéo final adequada

para analises subsequentes.

Figura 5 - Esquema representativo da extragdo de RNA por compostos fendlicos.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023) — BioRender.

O método de extracao de acidos nucleicos por compostos fendlicos permite
obter material com alta pureza e rendimento, porém €& importante mencionar que
tiocianato de guanidina, fenol e cloroférmio sdo produtos quimicos perigosos e toxicos
(Chomczynski; Sacchi, 1987). Outro fator impactante do uso desse método de
extragdo € a quantidade de material plastico (ponteiras e microtubos) utilizado,
gerando grande quantidade de residuos (Silva et al., 2022). Além disso, o tempo € a
temperatura de incubagéo, bem como as proporgdes entre os reagentes, podem variar

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

material durante a execucao da técnica.

2.2.1.2 Extragéo e purificagdo de acidos nucleicos em fase sdlida

A extragao de acidos nucleicos em fase solida utiliza colunas de silica e € um
método amplamente utilizado, disponivel comercialmente, mais eficaz e rapido que o
método de extrac&o por solventes fendlicos (Tan; Yiap, 2009).

O fundamento dessa técnica € a capacidade da silica de adsorver acidos
nucleicos em presenca de altas concentragdes de sais e etanol. Nesta técnica, os ions
de sddio sao responsaveis por atrair o oxigénio carregado negativamente presente no
grupo fosfato do acido nucléico, mantendo o &acido nucleico insoluvel devido ao
fendbmeno conhecido como “salting out’ na presenga de condigdes de alto teor de sal
e pH acido (Ali et al., 2017). Quatro etapas principais envolvidas na extragao em fase
sélida sao lise celular, adsorg¢ao de acidos nucleicos, lavagem e eluigao (Figura 6).
Apés a lise celular, a amostra contendo os acidos nucleicos é aplicada na coluna de
silica e, em seguida, sdo adicionados agentes desnaturantes, como sais e etanol, que
ajudam a promover a adsor¢ao dos acidos nucleicos na matriz. Em seguida, a coluna
€ lavada para remover impurezas e, finalmente, os acidos nucleicos sao eluidos da
coluna em um volume reduzido, geralmente utilizando um tampao especifico ou agua
livre de nuclease (Esser; Marx; Lisowsky, 2005). Normalmente, é necessaria
centrifugacéao rapida, filtracdo a vacuo ou separagao de coluna durante as etapas de
lavagem e eluicdo do processo de purificagao.

A utilizacado de colunas de silica para extracdo de acidos nucleicos apresenta
diversas vantagens, sendo a principal a obtencao de material altamente puros, livres
de contaminantes e inibidores que podem interferir em aplicagbes subsequentes,
como PCR e sequenciamento. Porém, embora disponiveis comercialmente em ampla
escala, as colunas de silica podem ser relativamente caras, especialmente quando
sdo necessarias muitas extragdes em larga escala. Além disso, 0 processo de
extracdo por colunas de silica pode ser demorado, pois envolve varias etapas de
lavagem e eluicdo, o que pode limitar a escalabilidade em termos de processamento
de muitas amostras. E importante notar que esta é uma técnica susceptivel a

contaminagao (Ali et al., 2017).
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Figura 6 - Esquema representativo da extracdo de acidos nucleicos com coluna de

silica.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023) — BioRender.

Outra importante técnica de extracdo em fases solidas € a separacdo
magnética. Para o processo de purificagao séo utilizados carreadores magnéticos com
ligantes de afinidade imobilizados ou preparados a partir de biopolimeros que
apresentem afinidade com o acido nucleico alvo (Berensmeier, 2006).

Entre as tecnologias mais utilizadas na extragdo magnética, a mais comum é a
utilizacao de esferas magnéticas (beads magnéticos), acopladas a sistemas tampdes
adequados para um procedimento de extracao rapido e eficiente. Para purificar, um
imé& é aplicado no tubo contendo a amostra misturada com os granulos magnéticos
funcionalizados (ARCHER et al., 2006). Em geral, a utilizagdo de beads magnéticos
envolve extratores automatizados. A obtencdo de acidos nucléicos purififcados por
essa técnica também envolve uma etapa inicial de lise celular, ligagdo do acido
nucleico as beads magnéticas, separacdo dos contaminantes por separagao
magnéticas, lavagem e eluicdo do acido nucléico com agua ou tampao de eluigédo
(Figura 7) (Berensmeier, 2006.)

Entre as vantagens da técnica, pode-se citar facilidade de executar, alto
rendimento, alta processabilidade de amostras e obtengdo de material mais integro.
A principal desvantagem € que os reagentes necessarios para a extracao por beads
magnéticos podem ser mais caros do que outros métodos de extragao e € uma técnica

susceptivel a contaminacao (Ali et al., 2017).
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Figura 7 - Esquema representativo da extracdo de acidos nucleicos com beads

magneticas.
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Fonte: Elaborado pela autora (2025) — BioRender.
2.2.1.3 Extragéo rapida de acidos nucleicos

Os reagentes de extragcdo rapida de acidos nucleicos oferecem uma
abordagem rapida e eficiente para a extracdo de DNA ou RNA a partir de uma
variedade de amostras biolégicas. Os reagentes sdo compostos por uma mistura de
enzimas e tampdes otimizados para lise celular, inativagdo de enzimas endogenas e
preservacdo do material genético (Silva et al., 2022).

Geralmente, esses reagentes permitem a extragdao direta do DNA ou RNA
através de lise térmica, o que simplifica o processo de extragdo e economiza tempo.
O procedimento, em geral, envolve a adi¢do de uma pequena quantidade da amostra
biolégica (por exemplo, células, tecidos ou fluidos biolégicos) a um microtubo
contendo o reagente. A mistura é aquecida a uma temperatura especifica, geralmente
entre 65°C e 98°C, por um curto periodo. Esse aquecimento promove a lise térmica
das membranas e liberam o DNA/RNA da amostra, além de ativar as enzimas contidas
no reagente para inativagao de nucleases e protegado do material extraido. Apos a lise,
o tubo é resfriado e o extrato contendo o DNA ou RNA esta pronto para uso em
aplicacdes subsequentes, como PCR, eletroforese, entre outros (Ladha et al., 2020;
Silva et al., 2022).
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2.2.1.4 Avaliagéo da integridade do RNA extraido

A avaliagédo da integridade do RNA é uma etapa essencial nos experimentos
de biologia molecular, especialmente naqueles que envolvem analise de expressao
génica, como RT-gPCR, microarrays e sequenciamento de RNA (RNA-Seq). O RNA
€ uma molécula altamente suscetivel a degradacgao por ribonucleases (RNases), o
que pode comprometer seriamente a fidelidade dos resultados. A integridade
inadequada do RNA pode levar a perda de fragmentos especificos, prejudicando a
detecgao 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
precisdo das analises. Fleige e Pfaffl (2006) demonstraram que a degradagao do RNA
pode levar a erros significativos na quantificagdo por RT-qPCR, influenciando a
interpretacao da expressao génica mesmo quando os controles internos sao utilizados
corretamente.

Assim é importante a avaliagdo 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 meétrica 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 METODOS DE QUANTIFICACAO DE AMPLIFICACAO POR PCR

Ap0ds a extracio dos acidos nucleicos, o material pode ser utilizado nos ensaios
de PCR, utilizando diferentes kits de detecgao disponiveis no mercado. Os
equipamentos de detecgédo geralmente quantificam o material amplificado a partir da
intensidade de fluorescéncia emitida por algum fluoréforo que se liga ao acido
nucléico. Algumas técnicas de ligagdo ao acido nucleico e emissao de fluorescéncia
merecem destaque, como os sistemas que utilizam o SYBR Green e os sistemas que

utilizam sondas de hidrdlise (singlex ou multiplex), tipo TagMan.
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Os sistemas de emissao de fluorescéncia por SYBR Green utilizam este como
corante fluorescente que se liga inespecificamente ao DNA de fita dupla. Durante a
gPCR, a medida que os produtos de amplificagcado de DNA sao gerados, o SYBR se
liga a eles emitindo fluorescéncia quando excitado por uma fonte de luz adequada. A
deteccao de PCR com SYBR é amplamente utilizada, pois € simples, versatil e ndo
requer sondas ou primers marcados com fluoréforos especificos. Porém, o SYBR nao
diferencia entre o produto de amplificacdo especifico e produtos inespecificos, se
presentes, ou seja, ele ira se ligar e emitir fluorescéncia para qualquer fita dupla
presente na reacao (Arya et al., 2005; Morrison; Weis; Wittwer, 1998).

As sondas de hidrélise, como sondas do tipo Tagman, consistem em uma
sequéncia oligonucleotidica marcada com um fluoréforo na extremidade 5' e um
quencher (para estabilizar o fluoréforo) na extremidade 3'. O quencher tem o papel de
inibir a fluorescéncia do fluoréforo, quando ambos estdo proximos. A sonda é
projetada de forma que sua sequéncia de hibridizacdo seja complementar a uma
regido especifica dentro do amplicon alvo, ou seja, entre os primers. Durante a fase
de extensdo da PCR, a sonda de hidrodlise se liga especificamente ao amplicon alvo,
mantendo o fluordforo e o quencher proximos um do outro. A enzima DNA polimerase,
durante a amplificacdo da PCR, inicia a sintese de uma nova fita de DNA
complementar ao molde de DNA. Quando a enzima DNA polimerase alcanga a sonda,
ela reconhece a sequéncia complementar, que é clivada na posi¢ao correspondente
ao local de hibridizacao. Isso libera o fluoréforo e separa o quencher, resultando em
uma emissao de fluorescéncia detectavel (Arya et al., 2005; Bustin, 2000).

Diferentemente do sistema SYBR Green, uma das vantagens das sondas de
hidrolise é que elas conferem alta especificidade ao método de deteccao, pois a sonda
deve se ligar exatamente a sequéncia complementar do amplicon alvo. No entanto, a
utilizagcdo de sondas de hidrolise requer um design e otimizagéo cuidadosos, incluindo
a escolha das sequéncias de sondas e primers, bem como a selecdo adequada de
fluoréforos e quenchers compativeis (Arya et al., 2005; Bustin, 2000). Desta forma,
quanto mais sequéncias amplificadas, mais sondas se ligam e s&o clivadas,
produzindo maior intensidade de fluorescéncia.

Outros importantes sistemas, consistem nos sistemas de detecg¢ao por sondas
de FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) e sondas de Beacons de
Hairpin. Os sistemas de detecg¢ao por sondas de FRET utilizam sondas que contém

dois fluoréforos préximos um do outro. Um fluoréforo € responsavel pela excitacao
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(fluoréforo doador), enquanto o outro detecta a fluorescéncia emitida (fluoréforo
aceitador). Durante a amplificagdo da PCR, a sonda hibridiza com o alvo especifico e,
quando ocorre a extensao da sonda pela enzima DNA polimerase, os fluoroforos ficam
em proximidade suficiente para permitir a transferéncia de energia. Isso resulta em
um sinal de fluorescéncia detectavel apenas quando a sonda esta ligada ao alvo
especifico (Jothikumar; Hill; Narayanan, 2009). Ja os sistemas de detecgao por
sondas de Beacons de Hairpin utilizam sondas que se dobram em uma estrutura em
forma de grampo de cabelo (hairpin) quando ndo estédo ligadas ao alvo. A sonda
contém um fluoréforo e um quencher préximos na forma de hairpin, o0 que suprime a
fluorescéncia. No entanto, quando a sonda se liga ao alvo complementar, ocorre a
abertura da estrutura hairpin, afastando o fluoréforo do quencher, resultando na
emissao de fluorescéncia (Tyagi; Kramer, 1996).

As técnicas de emissdo de fluorescéncia utilizando sondas permitem a
identificacdo de um ou mais alvos por reagcado, em analises singleplex ou multiplex. Os
sistemas singleplex sao utilizados quando se deseja detectar e quantificar a
amplificacdo de apenas um alvo especifico em uma reagdo de RT-gPCR. Nesse
sistema, cada alvo é amplificado e detectado individualmente em rea¢des separadas.
Ja os sistemas de detecgao multiplex permitem a detecgao e quantificagéo simultanea
de multiplos alvos em uma unica reagcao de RT-gPCR. Isso é alcancgado utilizando
sondas ou fluoréforos distintos, cada um especifico para um alvo diferente, mas todos
incluidos no mesmo tubo de reacdo. Para isso, sao utilizados fluor6foros com
emissoes de fluorescéncia em diferentes comprimentos de onda, que sao detectados
em canais separados durante a PCR em tempo real. Cada alvo é detectado por uma
sonda ou fluoréforo especifico que se liga apenas a ele. Os sistemas de detecg¢ao
multiplex s&o particularmente uteis quando é necessario analisar a expresséo de
multiplos genes simultaneamente, economizando tempo, amostras e recursos
financeiros (Markoulatos; Siafakas; Moncany, 2002).

A utilizagao de kits comerciais multiplex € muito ampla no diagndstico rapido e
preciso de inumeras enfermidades. A técnica de PCR ganhou grande destaque
recentemente, durante a pandemia de COVID-19, pois € considerada padrao ouro no

diagnéstico da doencga.
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2.4 COVID-19 (Coronavirus Disease 2019)

A COVID-19, causada pelo virus SARS-CoV-2, é uma doenga que surgiu na
cidade de Wuhan, na provincia 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 possivel origem animal para o virus.
O virus foi identificado como um novo coronavirus, posteriormente denominado
SARS-CoV-2, devido a sua semelhanga com o virus SARS (causador da Sindrome
Respiratoria 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 evolugao
natural e recombinagdo genética entre coronavirus presentes em animais
hospedeiros, especialmente morcegos e, possivelmente, pangolins. Os Sarbecovirus,
subgrupo ao qual o SARS-CoV-2 pertence, sdo amplamente encontrados em
morcegos, sugerindo que esses animais podem ter sido o reservatorio original do
virus. Acredita-se que a transmissao para humanos tenha ocorrido por meio de um
hospedeiro intermediario em mercados de animais vivos, onde diferentes espécies
entram em contato proximo, favorecendo a troca de material genético entre virus e
possibilitando a adaptacdo para infeccdo em humanos. Esse fendbmeno ja foi
observado em surtos anteriores de coronavirus, como no caso da SARS e MERS,
reforgando a importancia da vigilancia epidemiolégica para prevenir novas pandemias
(Bassetti; Vena; Giacobbe, 2020; Singh; Yi, 2021). No entanto, assim que o virus
comegou a se espalhar entre as pessoas, a transmissdo passou a ocorrer
principalmente de pessoa para pessoa por meio de goticulas respiratérias expelidas
quando uma pessoa infectada tosse, espirra, fala ou respira (Bassetti; Vena;
Giacobbe, 2020).

O surto inicial em Wuhan foi seguido por uma rapida disseminagao da doenga
para outras partes da China e, posteriormente, para outros paises ao redor do mundo.
A natureza altamente contagiosa do virus, combinada com as viagens internacionais,
contribuiu para a propagagao global da COVID-19.

A Organizagédo Mundial da Saude (OMS) declarou a COVID-19 como uma
pandemia em 11 de margo de 2020. A decisao de classificar a doenga como uma
pandemia foi baseada em varios fatores, em especial a rapida expansdo da COVID-

19 em diferentes paises e continentes, afetando muitas pessoas e resultando em um



38

nuamero crescente de casos graves e mortes. A propagacao do SARS-CoV-2 e seus
efeitos devastadores em escala global o colocaram entre as pandemias mais
marcantes da histéria (Ganesh et al., 2021).

Ao declarar a pandemia, a OMS buscou enfatizar a gravidade da situagéo e a
importancia de agdes abrangentes e colaborativas para enfrentar a doenga. A medida
também serviu como um alerta para governos, organiza¢des de saude e a populagao
em geral, para que tomassem medidas preventivas e adotassem estratégias de
contengao 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 Sao Paulo, retornou de uma
viagem a ltalia e apresentou sintomas da doenga. Apds o primeiro caso, houve um
aumento rapido no numero de casos confirmados em diferentes partes do Brasil. O
virus se espalhou para outros estados e comunidades, levando ao surgimento de
surtos em varias regides. O Brasil enfrentou diferentes fases da pandemia, com
momentos de aumento acentuado de casos e 6bitos em algumas ocasides (Marson;
Ortega, 2020; The Lancet, 2020).

Até margo de 2025, a doenga ja havia afetado mais de 777.637.340 pessoas
em todos os paises do mundo, provocando mais de 7.090.480 mortes (WHO, 2025).
No Brasil, até o margo de 2025, a doenca afetou mais de 39.232.810 pessoas €
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 doenga pode variar
em gravidade, desde casos assintomaticos até quadros graves que requerem
internacdo hospitalar e suporte respiratorio. Os casos graves, em geral, incluem
pneumonia grave, sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA) e faléncia de
multiplos 6érgaos. Pessoas idosas e com condigdes meédicas pre-existentes, como
diabetes, hipertensdao e doencgas cardiacas, tém maior risco de desenvolver formas
mais graves da doencga (Haque et al., 2020; Wang et al., 2020).

O diagndstico preciso da COVID-19 é essencial para o controle da propagacéo
do virus SARS-CoV-2 e o tratamento adequado dos pacientes. O padrdao ouro na
deteccao de SARS-CoV-2 é o teste de RT-qPCR, que detecta material genético do
virus presente em amostras respiratérias coletadas através de swabs nasofaringeos
ou orofaringeos. Os testes de PCR s&o altamente sensiveis e especificos, permitindo

a detecgdo mesmo em estagios iniciais da infecgao (Bei et al., 2021).



39

Outra forma de diagnéstico disponivel séo os testes de detecgao de antigeno
detectam proteinas do virus presentes nas amostras respiratorias coletadas por
swabs. Eles sdo de execucdo rapida em comparagdo 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 opgao para o diagnostico da COVID-19 sédo os testes de anticorpos,
também conhecidos como testes sorologicos. Estes testes ndo séo utilizados para
diagnéstico precoce da infecgdo, pois levam tempo para o sistema imunologico
produzir anticorpos em resposta a infecgao, e sao mais uteis para identificar se uma
pessoa foi exposta ao virus no passado. Os testes detectam anticorpos especificos
contra o0 SARS-CoV-2 em amostras de sangue. Assim como na detecgéo de antigeno,
as técnicas mais utilizadas sao tipo fluxo lateral (teste rapido) e ensaios do tipo
imunossorvente ligado a enzima (ELISA) (Jacofsky; Jacofsky; Jacofsky, 2020).

Apos o surgimento da pandemia, uma grande busca por tratamentos possiveis
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 relagédo as terapias antivirais, diversos medicamentos foram testados em
ensaios clinicos para verificar sua eficacia no combate ao SARS-CoV-2. Entre os mais
promissores estdo o Remdesivir e o Favipiravir, que tém como objetivo inibir a
replicacédo viral e reduzir a gravidade da doenga. Além disso, a administracado de
anticorpos monoclonais tem sido utilizada para neutralizar o virus em pacientes de
alto risco e aqueles com infecgdes iniciais (Coopersmith et al., 2021).

Os tratamentos de suporte visam controlar a resposta inflamatoéria exacerbada
observada em casos graves de COVID-19 com o uso de corticosteroides, como a
dexametasona. Além disso, a oxigenoterapia e o suporte ventilatorio tém sido
essenciais para manter a fungao respiratoria em pacientes graves (Gandhi; Lynch; Del
Rio, 2020).

Em termos de prevencéao, a rapida criagdo e aprovagao de vacinas seguras e
eficazes foi uma conquista notavel na luta contra a COVID-19. Varias vacinas foram
desenvolvidas e distribuidas em todo o mundo para proteger as pessoas contra o
coronavirus. As vacinas com molécula de RNA mensageiro (Pfizer-BioNTech e
Moderna) fornecem instrugcdes ao corpo sobre como produzir uma parte especifica do

virus, geralmente a proteina spike do SARS-CoV-2. O sistema imunoldgico reconhece
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essa proteina como estranha e desenvolve uma resposta imunoldgica, incluindo a
produgao de anticorpos, para combater o virus (Baden et al., 2021; Polack et al.,
2020). As vacinas de vetor viral (AstraZeneca-Oxford e Johnson & Johnson) utilizam
um virus diferente (vetor viral) para transportar um gene especifico do SARS-CoV-2
para as células do corpo. O vetor viral ndo pode se replicar ou causar doenga, mas
fornece as informagdes para que as células do corpo desencadeiam uma resposta
imunoldgica (Knoll; Wonodi, 2021; Sadoff et al., 2021). As vacinas inativadas
(CoronaVac — Sinovac) utilizam o SARS-CoV-2 inativado (ou seja, torna-se nao
infeccioso) para estimular uma resposta imunoldgica, incluindo a produgédo de
anticorpos (Jin et al., 2022).

A eficacia das vacinas monovalentes contra a variante Omicron foi reduzida
devido as mutagdes que permitiram ao virus escapar parcialmente da resposta imune.
Além disso, a imunidade conferida por essas vacinas, medida pelos niveis de
anticorpos neutralizantes, mostrou um declinio progressivo ao longo do tempo,
aumentando o risco de reinfeccbes. Com o surgimento de novas subvariantes da
Omicron, como BA.1, BA.4 e BA.5, tornou-se essencial o desenvolvimento de reforcos
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 Omicron predominantes, proporcionando uma resposta imune mais abrangente.
Essas vacinas utilizam uma proporcao de 1:1 de mRNA da cepa de Wuhan e da cepa
Omicron BA.4/BA.5, visando melhorar a protegdo contra variantes circulantes. As
principais vacinas bivalentes disponiveis sdo baseadas na tecnologia de RNA
mensageiro, incluindo Comirnaty Original/Omicron BA.1 (Pfizer-BioNTech) e Spikevax
Bivalente Original/Omicron BA.1 (Moderna), ambas aprovadas para uso como dose
de reforgo em diversos paises (Gupta; Jaiswal, 2022; Javierre Miranda; Herce; Marco,
2022; Rosenblum et al., 2022).

Gracas ao avanco da vacinagao em massa, em maio de 2023, a OMS declarou
o fim da Emergéncia de Saude Publica de Importancia Internacional referente a
COVID-19, mas manteve o status de pandemia, sugerindo que novas pesquisas e

acompanhamentos da doenga sejam permanentes no mundo (WHO, 2023).
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2.4.1 SARS-COV-2

O SARS-CoV-2 pertence a familia dos coronavirus, um grupo de virus de RNA
de fita simples e sentido positivo. Isso significa que seu material genético pode ser
diretamente traduzido em proteinas pelos ribossomos da célula hospedeira,
diferentemente dos virus de RNA de sentido negativo, que precisam primeiro sintetizar
uma fita complementar antes da tradugdo. Os coronavirus estdo amplamente
distribuidos entre diferentes espécies animais, podendo causar doencas ou
permanecer assintomaticos em seus hospedeiros. Com base em suas caracteristicas
genéticas e sorolégicas, os coronavirus sao classificados em quatro géneros
principais: Alphacoronavirus (Alpha-CoV), Betacoronavirus (Beta-CoV),
Gammacoronavirus (Gamma-CoV) e Deltacoronavirus (Delta-CoV). Dentre eles, os
Betacoronavirus incluem os virus responsaveis por surtos epidémicos e pandémicos
em humanos, como o SARS-CoV (causador da SARS), o MERS-CoV (causador da
MERS) e o0 SARS-CoV-2 (responsavel pela COVID-19). Especificamente, esses virus
pertencem a um subgrupo dentro dos Betacoronavirus denominado Sarbecovirus,
conhecido por sua capacidade de infectar humanos e outros mamiferos (Lu et al.,
2020; Wertheim et al., 2013).

Os coronavirus sao virus de RNA envelopados, com tamanho de genoma de
27-32 Kbp (Chen, 2020; Lai; Cavanagh, 1997). Sob um microscopio eletrénico, o virus
apresenta uma forma esférica ou oval, com projecbes em sua superficie que se
assemelham a uma coroa. Essas proje¢des sdo responsaveis pela ligagao do virus as
células hospedeiras durante a infeccdo (Chen, 2020). O SARS-CoV-2 possui quatro
proteinas estruturais principais, incluindo as proteinas spike (S), membrana (M),
envelope (E) e nucleocapsideo (N), que sado necessarias para regular a fungéo e a
estrutura viral (Figura 8). Além disso, varios quadros de leitura abertos (ORFs) ndo
estruturais também sao codificados no genoma do SARS-CoV-2 (Kim, et al., 2020;
Singh; Yi, 2021).

As proteinas N e S sdo as mais importantes dessas quatro, sendo a N
responsavel pela formagdo do nucleocapsideo e toda a estrutura viral (Siu et al.,
2008). As proteinas M e E desempenham papéis essenciais na montagem e liberagao
do virus (Ali et al., 2020; Li et al., 2020).
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Figura 8 - Elementos estruturais e genoma do SARS-CoV-2.
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Fonte: Adaptado de Jamison et al., 2022.

Ja a proteina S ajuda o virus a se ligar a célula hospedeira. Ela é formada por
trés partes, incluindo um grande dominio externo, uma ancora transmembranar de
canal unico e uma cauda intracelular curta. Essas trés regides podem ancorar com
precisdo a célula hospedeira. Nesses segmentos, o dominio externo contém duas
subunidades, a subunidade de ligacao ao receptor S1 e a subunidade de fusado de
membrana S2. Essas subunidades se localizam na estrutura do cravo-trimero ou da
coroa, razao pela qual € chamada de virus corona (corona = coroa). A ligacado do
virus com a célula hospedeira, ocorre devido a ligacdo ao receptor da enzima
conversora de angiotensina 2 (ACE2) nas células humanas, permitindo a entrada do
virus nas células hospedeiras. Apds a entrada nas células humanas, o SARS-CoV-2
replica-se rapidamente, infectando principalmente as células do trato respiratorio,
como os pneumacitos dos pulmdes e células do trato respiratorio superior (Hao et al.,
2020; Yan-Rong et al., 2020). A infeccao viral desencadeia uma resposta imune,
resultando em inflamacao local e sistémica (Ali et al., 2020; Walls et al., 2020).

A rapida disseminagcdo e o grande numero de infectados, aumenta a

possibilidade de mutagdes no genoma viral, gerando novas variantes da cepa
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originaria. Essas mutagdes podem alterar a transmissibilidade do virus, sua
capacidade de infectar células humanas, em alguns casos, a resposta imunoldgica
induzida pelas vacinas.

As variantes do SARS-CoV-2 tém sido classificadas em trés categorias
principais, com base em sua importancia para a saude publica:

e Variantes de interesse (variants of interest, VOI). Sao variantes com
mutagdes suspeitas de afetar caracteristicas importantes do virus, como
transmissibilidade, gravidade da doenga ou resposta imunoldgica. Sao
monitoradas de perto pelas autoridades de saude (WHO,2021).

e Variantes de preocupagao (variants of concern, VOC): Sao variantes que
demonstraram causar impacto na saude publica, como aumento da
transmissibilidade, resisténcia parcial a imunidade pré-existente ou reducao
da eficacia das vacinas. Essas variantes sao consideradas mais
preocupantes (WHO, 2021).

¢ Variantes sob monitoracao (variants under monitoring, VUM): Sao variantes
que mostram mudangas importantes no virus, como a capacidade de
escapar completamente da resposta imunolégica ou causar maior
gravidade da doenga (WHO, 2021).

Em relagcdo ao SARS-CoV-2, algumas variantes de preocupagdo merecem
destaque, pois sdo variantes que circularam mundialmente. A primeira delas é a
variante Alfa (homeada B.1.1.7), surgida no Reino Unido em setembro de 2020. A Alfa
apresenta 17 alteragbes genéticas (Figura 9) (sendo 14 mutagdes pontuais néo
sinbnimas e trés delegbes) no genoma viral. Dentre essas alteragdes, oito delas
(delegdo A69-70, delegdo A144, N501Y, A570D, P681H, T7161, S982A e D1118H)
ocorrem na proteina S. Duas dessas mutag¢des, N501Y no RBD (dominio de ligagéo
ao receptor) e P681H proximo ao local de clivagem da furina no pico viral,
desempenham papéis cruciais na ligacdo do virus ao receptor ACE2 nas células
hospedeiras e na transmiss&o. E importante mencionar que a delecdo H69/V70 na
proteina S esta associada ao escape do sistema imunoldgico 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,
nao tenha relatado diferengas significativas no risco de hospitalizagdo ou morte entre
pessoas infectadas com a variante Alfa em comparagdo com outras variantes ja

existentes, uma analise posterior de coorte pareada conduzida pela PHE sugeriu a



44

possibilidade de um maior risco de mortalidade em individuos infectados com a
variante Alfa (Public Health England, 2020).

A segunda variante de preocupacéao relevante é a Beta, também conhecida
como B.1.351, que foi identificada na Africa do Sul em dezembro de 2020. A variante
Beta apresenta nove mutagbes (Figura 9) (L18F, D80A, D215G, R246l, K417N,
E484K, N501Y, D614G e A701V) na proteina S do virus. Dentre essas mutacdes, as
substituicbes E484K e K417N contribuem para um aumento na afinidade de ligagao a
ACE2 humana. Além disso, a combinacdo das mutagdes N501Y, E484K e K417K
resulta em uma ainda maior afinidade de ligagao (Davies et al., 2021).

Outra variante VOC foi a Gama (nomeada P.1), identificada no Brasil em janeiro
de 2021. A Gama possui 10 mutagcdes na proteina S (L18F, T20N, P26S, D138Y,
R190S, H655Y, T10271 V1176, K417T, E484K e N501Y). As mutagdes N501Y,
K417N/T e E484K, que também sdo encontradas nas variantes Alfa e Beta (Figura
9), foram associadas ao aumento da afinidade de ligagdo ao ACE2 humano, bem
como ao aumento da transmissibilidade (Faria et al., 2021). Em relagdo a
infecciosidade e gravidade da doenca, foi observado um aumento abrupto no niumero
de hospitalizagdes e mortes por COVID-19 em Manaus, Brasil, em janeiro de 2021,
possivelmente devido a maior transmissibilidade da variante gama em comparagao
com linhagens pré-existentes (Sabino et al., 2021).

Outra variante de preocupacéao que teve destaque no curso da pandemia foi a
variante Delta (nomeada B.1.617.2), identificada na india em margo de 2021. A grande
diferenga é que a variante Delta continha mutagdes E484Q e L452R na proteina S,
que nao correspondiam a nenhum dos VOC catalogados anteriormente (Figura 9).
Além dessas, também foram observadas mutagées comuns na proteina S (L452R,
P681R e D614G). A mutacéo L452R pode estabilizar a interagéo entre a proteina spike
e o receptor ACE2 da célula hospedeira e, assim, aumentar a infectividade. Embora o
residuo L452 nao entre em contato direto com o receptor ACE2, ela pode causar
alteragbes estruturais que promovem a interacao entre a proteina spike e o receptor
ACE2 (Chen et al., 2020; Deng et al., 2021).



Figura 9 - Principais mutag¢des 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 Omicron (nomeada B.1.1.529), identificada pela primeira vez em
Botswana em novembro de 2021, e suas subvariantes € a variante circulante
dominante. Os sintomas da infeccéo por Omicron s&o menos perigosos do que os das
outras varinates, mas € mais transmissivel e menos suscetivel as vacinas, embora a
taxa de mortalidade seja menor. Estima-se que o Omicron infecte 3 a 6 vezes mais
pessoas em comparagao com a Delta durante um determinado periodo (Callaway;
Ledford, 2021). Devido a mutagdes na regiao genémica das variantes, varios subtipos
surgiram ao longo do tempo, que sdo denominados subvariantes. A sublinhagem BA.1
foi a mais predominante em nivel global. Com 35 mutagdes em sua proteina spike,
essa variante demonstrou maior transmissibilidade e capacidade de evaséao
imunoldgica. No entanto, a BA.2 gradualmente substituiu a BA.1 em nivel global,
impulsionada por sua transmissibilidade aprimorada e mutagdes especificas,
consolidando-se como a linhagem predominante durante a pandemia de COVID-19.
Ja a BA.3 apresentou uma transmissibilidade bastante limitada, resultando no menor
numero de casos registrados. Além disso, durante os meses de janeiro e fevereiro de
2022, foram identificadas na Africa do Sul outras duas novas linhagens: BA.4 e BA.5,
que alteraram ainda mais a dinamica da variante Omicron, apresentando padrdes
mutacionais distintos que podem ter impacto na transmissao e no escape imunologico
(Callaway; Ledford, 2021; Cao et al., 2022; Kung et al., 2024).

Linhagens recombinantes, identificadas pelo prefixo "X-", foram detectadas em
diversas regides do mundo. Entre elas, destaca-se a variante XE, originada da
recombinacédo entre BA.1 e BA.2 na Inglaterra. No entanto, a linhagem que se mostrou
mais adaptada e com maior capacidade de disseminagao foi a XBB, derivada da
recombinacao entre BA.2.10.1.1 e BA.2.75. Essa variante possui elevada capacidade
de escape imunolégico. Além disso, estudos de imunogenicidade indicam uma
reducao significativa na resposta neutralizante contra XBB em soros de individuos
(Arora et al., 2023; Kung et al., 2024). A subvariante EG.5, também conhecida como
Eris, € uma descendente da linhagem XBB.1.9.2, e € 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 analises das sequéncias gendmicas da variante Omicron revelaram um
numero significativamente elevado de mutagdes ndo sindnimas, incluindo varias no

gene S, que foram comprovadamente associadas a transmissibilidade, gravidade da
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doencga e resisténcia imunoldgica. No total, mais de 60 substituicdes, exclusdes e
insercdes foram identificadas na variante Omicron, tornando-a a variante do SARS-
CoV-2 com o maior numero de mutagdes até o momento (Figura 10) (GISAID, 2021).
Essas mutagdes estdo distribuidas em diferentes partes do genoma viral, com grande
concentragc&o no gene S.

Na regido ORF1a, a variante Omicron apresenta seis importantes substituicdes
(K856R, L20841, A2710T, T3255I, P3395H e 13758V) e duas delegdes, totalizando
quatro aminoacidos (aminoacido 2083 e aminoacidos 3674-3676). No gene ORF1b,
foram encontradas duas substituicbes (P314L e 11566V). Além disso, foram
identificadas uma substituicdo P10S e uma delegao de trés residuos nas posic¢des 27-
29 no gene ORF9b. Nos genes das proteinas estruturais, foram observadas uma
substituicdo (T9l) no gene do envelope (E), trés substituicées (D3G, Q19E e A63T) no
gene da membrana (M) e trés substituicées, além de uma delecao de trés residuos,
no gene das proteinas do nucleocapsideo (N) (Berkhout; Herrera-Carrillo, 2022;
Korber et al., 2020).

A maioria das mutagdes (Figura 10) ocorre no gene da proteina spike, com 30
substituicdes, trés exclusdes (H69/V70, G142/V143/Y144 e N211) e uma insergéo de
trés aminoacidos (EPE) na posigao 214. Vale destacar que todas as VOCs incluem a
mutacdo D614G no gene da proteina spike, que foi associada a cargas virais mais
altas no trato respiratério superior e a uma maior frequéncia de infecgcdo em individuos
mais jovens. Além disso, a variante Omicron compartilha a mutacdo 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 presenca da exclusdo H69/V70 pode aumentar ainda mais a
transmissibilidade. Outras mutagdes préximas ao local de clivagem da furina, como
N679K e P681H, podem facilitar a clivagem do spike em S1 e S2, potencialmente
aumentando a fuséo e a infecgao viral (Berkhout; Herrera-Carrillo, 2022; He et al.,
2020; Ren et al., 2022). As subvariantes de Omicron apresentam um acumulo de
mutacgdes diferentes entre si. Entre as principais mutacdes das subvariantes, podemos
citar a mutacao F486P, que aumenta a infecciosidade, e as mutacdes E180V e K478R,
que aumentam o escape ao sistema imune. A subvariante EG.5, por exemplo, surgiu
devido ao acumulo de mutacgdes na proteina spike, especialmente a mutagao F456L,
que contribui para um escape imunoldgico mais eficiente (Kung et al., 2024). Ja a

subvariante BQ1.1 possui cinco novas substituicoes



Figura 10 - Principais mutacdes no gene spike entre as subvariantes Omicron do virus SARS-CoV-2.
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de mutagado convergente, a saber, R346T, K444T, L452R, N460K e F486V, o que

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

variante Omicron continua em constante transformagdo gerando inumeras

subvariantes, sendo que a cada surgimento também ha variacdo da evasdo ao

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

Figura 11 - Caminho evolutivo do SARS-CoV-2.
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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 diagndstico que possam auxiliar as etapas de detec¢cao de SARS-
CoV-2 por RT-gPCR.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Desenvolver um reagente de extracao rapida de acidos nucleicos, utilizando
enzimas extraidas de plantas;

- Validar o reagente desenvolvido para extragdo rapida de acidos nucleicos em
diferentes matrizes bioldgicas, incluindo swab de nasofaringe, aspirado traqueal,
sangue, amostras vegetais e bactérias;

- Realizar ensaio de estabilidade do reagente de extragcdo rapida de acidos
nucleicos;

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

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

analise multiplex de RT-qPCR.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 INSTRUMENTOS

Os procedimentos realizados neste trabalho foram desenvolvidos nos
seguintes locais: Laboratorio de Biologia Molecular, Laboratorio Multiusuario de
Bioprodutos e Bioprocessos (CentralBio) e Laboratério de Desenvolvimento de
Sistemas Nanoestruturados (LDNANO), na Faculdade de Farmacia da Universidade
Federal de Juiz de Fora. Além disso, a analise da integridade de acidos nucléicos foi
realizada no laboratério de Genética Molecular da Embrapa Gado de Leite de Juiz de
Fora. Foram utilizados os seguintes equipamentos:

- Laboratdrio de Biologia Molecular:

o Equipamento RT-gPCR, 7500 Fast Real-Time PCR, marca

Applied Biosystems - Thermo Scientific (Massachusetts, EUA);

o Equipamento RT-gPCR, QuantStudio 03 Real-Time PCR

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

o Equipamento RT-gPCR, CFX96 Touch Real-Time PCR Detection

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

o Banho — seco Thermo-Shaker Agimaxx, da marca Thermo

Scientific (Massachusetts, EUA);

o Microcentrifuga refrigerada, modelo Fresco 21R, da marca

Thermo Scientific (Massachusetts, EUA);

o Agitador tipo vortex, da marca Warmnest (Sao Paulo, Brasil);
. Cabines Bioldgicas Airstream, classe Il B2, da marca ESCO

Lifescience (Taiwan, China);

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

EUA);

o Veriti Thermal Cycler, da marca Thermo Scientific

(Massachusetts, EUA);

o Fonte eletroforese; da marca Loccus (S&o Paulo, Brasil);

- Laboratdrio Central Bio:

o Equipamento  Fotodocumentador Gel Doc XR+  Gel

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

o Balancga digital AUY220, da marca Shimadzu (Quioto, Japao);

o pHmetro PG1800, da marca Gehaka (Sao Paulo, Brasil);

o Agitador magnético Mag-01H, da marca Marte Cientifica (Minas
Gerais, Brasil);

o Vértex, da marca Global Trade Technology (Sao Paulo, Brasil);

o Fluorémetro Qubit 3.0, da marca Thermo Fisher (Massachusetts,
EUA);
- Embrapa Gado de Leite (Juiz de Fora):

o Sistema Agilent 2100 Bioanalyzer (California, EUA).

4.2 MATERIAL QUIMICO E BIOLOGICO UTILIZADO

Para o desenvolvimento do reagente de extracdo rapida de acidos nucleicos
foram utilizados produtos quimicos, a saber: tampao TRIS [Tris-(hidroximetil)
aminometano] P.A da marca Synth (Sdo Paulo, Brasil), o componente ativo de origem
vegetal (protegido por transferéncia de tecnologia), acido cloridrico de grau P.A., da
marca Dinamica Quimica Contemporanea (Sao Paulo, Brasil), e agua livre de RNASE
e DNASE, da marca LGC Biotecnologia (S&o Paulo, Brasil).

Além desses, foram utilizados dois kits de extracdo e purificacdo de acidos
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 Avangada Ltda (Minas Gerais, Brasil). Além dos kits de extragao em coluna,
também foi utilizado o reagente QuickExtract™ RNA Extraction Solution, da marca
Biosearch Technologies (Hoddesdon, Reino Unido) para comparagao com o reagente
desenvolvido.

Diferentes kits de diagnostico foram utilizados conforme execug¢ao dos ensaios
de validagao em diferentes matrizes biolégicas. Foram utilizados:

e Kit iTag Universal Probes One-Step, da marca Bio-Rad Laboratories
(California, EUA);

e Kit 2019-nCoV RUO kit, da marca Integrated DNA Technologies (lowa,
EUA);

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

¢ Kit ZDC Biomol, da marca Instituto de Biologia Molecular do Parana
(Parana, Brasil);

e Primer e sonda Tagman de lectina (LE2), numero de catalogo 4351372,
da marca ThermoFisher Scientific (Massachusetts, EUA);

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

Para avaliagao da integridade do RNA, foi utilizado o kit RNA 6000 Nano Chip
(California, EUA).

Para a realizagéo de PCR convencional, foi utilizado o kit Master Mix — Conjunto
para PCR, da marca Ludwig Biotecnologia. Para a realizagado de eletroforese, foi
utilizada agarose da marca Ludwig Biotecnologia (Rio Grande do Sul, Brasil) e tampao
TAE, 50X concentrado, da marca Nova Biotecnologia (S&o 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 realizagao dos testes de performance e validagdo dos primers e sondas
desenvolvidos e multiplex foram utilizados:

e Kit iTag Universal Probes One-Step, da marca Bio-Rad Laboratories
(California, EUA);

e Controle positivo IDT 2019-ncov_n_positive control (lowa, EUA);

¢ Kit gPCR-SYBR-Green mix/ROX, da marca Ludwig Biotecnologia (Rio
Grande do Sul, Brasil);

4.3 COMITE DE ETICA
O estudo foi submetido e aprovado pelo comité 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 EXTRAGAO RAPIDA DE ACIDOS
NUCLEICOS

4.4.1 Formulacao do reagente de extragao rapida de acidos nucleicos
A formulacdo do reagente de extracdo rapida encontra-se protegida por
transferéncia de tecnologia e, por isso, ndo pode ser publicada. A formulagdo contém

um ativo protéico (A) e tampao TRIS-HCIl em sua composigao (Tabela 1).

Tabela 1 — Formulag&o do reagente de extragao rapida de acidos nucleicos.

Formulagao | Concentragao Ativo A (em mg/mL) Veiculo
1 30,0 Tris-HCI 30 mM pH 4,6

O tampéo Tris-HCI 30 mM foi preparado em agua, sendo o pH corrigido para
4,6 com solugdo de HCI 1,0 M. Em seguida, o ativo A foi adicionado lentamente,

mantendo homogeneizagdo magnética da solugao até completa solubilizagao dos pos.

4.4.2 Desenvolvimento e validagao de protocolo de extragao para amostras de
SARS-CoV-2

Para validar o reagente para amostra de SARS-CoV-2, foi utilizado o método
de extragcao 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 uL de amostra foi misturada com 40 pL do reagente
de extragdo rapida de acidos nucleicos em um microtubo e homogeneizada em vortex
(Figura 12). Em seguida, a mistura foi aquecida a 95 °C por 5 minutos, e resfriada a -
20 °C por 2 minutos. Apds esse tempo, as amostras foram submetidas a uma rapida
centrifugacao (quick spin) para recuperar qualquer goticula que tenha ficado nas
paredes e tampa do microtubo. Apds esse procedimento, a amostra foi submetida a

técnica de RT-gPCR, utilizando sondas de hidrolise. Como controle e com a finalidade
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de comparacao, as mesmas amostras foram extraidas com o kit de coluna de silica
PureLink RNA mini Kit (Invitrogen) e com um reagente de extragao rapida comercial,

o QuickExtract DNA Extraction Solution (Biosearch Technologies).

Figura 12 - Esquema representativo da extragéo rapida de acidos nucleicos.

Amostra Reagente de extracao
rapida de acidos
nucleice =
Y v~ MUCICICOS 1) Homogenizar oy
em vortex \'f.'.‘"
/N l)/\(;”"‘"'l' “”-,-( /-N 9 /-N

por 5 minutos = Amostra pronta
Reacao 1:1 para RT-qPCR

3) Resfriar por 2 Quick-spin
minutos

Fonte: Elaborado pela autora (2023) — BioRender.

O material extraido com o reagente foi analisado por espectrofotometria, com
o equipamento NanoDrop (Thermo Scientific), para avaliar a qualidade e a
quantificacdo do RNA obtido. Com o objetivo de encontrar a melhor concentragao 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 uL, contendo 5,0 uL de mix enzimatico (EM8), 5,0 yL da mistura de
oligo mix (MOM), a amostra extraida (1, 2, 3, 4, e 5,0 uL), e agua livre de nucleases
(suficiente para completar 20,0 uL). O ciclo térmico foi realizado com 55°C por 20
minutos para transcrigdo reversa, seguido de 95°C por 15 minutos, e entédo 40 ciclos
de 95°C por 15 segundos e 58°C por 30 segundos (Seegene, 2020).

Apo6s determinac&o da melhor concentragdo, as amostras foram avaliadas por
kit multiplex, usando o mesmo kit Allplex™ SARS-CoV-2 (Seegene), nas mesmas
condicdes descritas anteriormente.

Adicionalmente, as analises de RT-gPCR foram conduzidas usando o kit
singleplex iTaqg 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 condi¢gdes consistiram em uma etapa de transcriptase reversa
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a 50 °C por 15 minutos, desnaturacao da transcriptase reversa a 95 °C por 3 minutos,
em seguida 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos e anelamento e extensao a 60 °C por
1 minuto. O volume final da mistura reacional foi de 20 pL, contendo 3,0 yL da amostra
extraida, 0,5 pyL de iScript enzyme, 10 yL de 2x iTag PCR, e a combinagédo de
primers/sondas e agua (para N1 e RNaseP — Ribonuclease P: 0,8 yL de primers e
sondas e 5,7 L de agua livre de nucleases; para N2: 0,47 uL de primers e sondas, e

6,03 uL de agua livre de nucleases) (Jaeger et al., 2021).

4.4.2.1 Avaliagéo da integridade do RNA extraido

Para determinar a integridade do RNA extraido com o reagente desenvolvido
comparamos o material recém extraido com RNA purificado utilizando coluna de silica
do kit Pi-Clear DNA-RNA Viral (Pi-Biotech Genética Avangada), no sistema
Bioanalyzer Agilent 2100. Foram selecionadas seis amostras bioldgicas, sendo trés
extraidas utilizando o reagente desenvolvido e trés amostras extraidas utilizando a
coluna de silica 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 integro) e pela intensidade do pico das
subunidades 18S e 28S para avaliar a proporgcédo entre as duas subunidades, um

indicador adicional de integridade (Sodowich; Fadl; Burns, 2007).

4.4.3 Desenvolvimento e validagao de protocolo de extragdo para sangue e

hemoderivados

Para validar o reagente para amostras de sangue total e hemoderivados
(plasma e soro), a extragdo de acidos nucleicos foi realizada com o reagente de
extracdo desenvolvido (Tabela 2), utilizando o mesmo protocolo de extragédo
desenvolvido para amostras de SARS-CoV-2.

As amostras de sangue total foram avaliadas por RT-qPCR para detecgao de
um gene enddgeno humano RNAseP, que esta envolvido na biossintese de tRNA para
a tradugao de proteinas e na regulagéo da estrutura e fungao 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-gPCR para deteccao de
arboviroses (Dengue, Zika, Chikungunya e Febre Amarela). Foram selecionadas 20
amostras de soro com diagnéstico conhecido para essas arboviroses.

Em relacdo ao plasma, as amostras foram validadas para o ensaio de Sexagem
fetal, na qual é identificada a presenca 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.



Tabela 2 — Parametros de validagédo de sangue total e hemoderivados.

58

Material

Extracao

Gene Alvo

Kit de detecgao
utilizado

Mix reacional

Parametros de qPCR

Sangue
Total

- Misturar 40 uL de
sangue total + 60 yL de
reagente de extracao;
- 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 pL;

- Composicéao: 3,0 yL

da amostra extraida, 0,5

WL de iScript enzyme,

10 uL de 2x iTaq PCR,
0,8 yL de primers e
sondas e 5,7 L de

agua livre de nucleases.

Transcriptase reversa:
50 °C por 15 minutos;
Desnaturacéao: 95 °C
por 3 minutos;
Ciclos: 95 °C por 15
segundos e anelamento
e extensao a 60 °C por

1 minuto (40 ciclos).

Transcriptase reversa:

Soro

- Misturar 40 pL de soro
+ 40 pL de reagente de
extracao;

- 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 pL;
- Composigao: 3,0 yL
da amostra extraida, 7,8
ML de mistura PCR, 2,3
ML de primers, 1,2 uL de
sondas, 0,6 pL de
enzima transcriptase

reversa e 5,1 uL de

51 °C por 30 minutos;
Desnaturacao: 95 °C
por 15 minutos;
Ciclos: 95 °C por 15
segundos e anelamento
e extensao a 60 °C por
1 minuto (40 ciclos).

agua livre de nucleases.
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Plasma

- Misturar 40 pL de
plasma + 40 uL de
reagente de extracao;
- 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
ML,

- Composicéao: 4,5 uL
de reagente gPCR
Master Mix, 0,5 pyL da
mistura de primers de
sondas, 3,0 yL da
amostra extraida e 2,0
ML de agua livre de

nucleases.

Desnaturacéo 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 extragao para amostras vegetais

No intuito de testar o reagente para a extragao de acidos 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 a complexidade de cada parte da planta, foram
desenvolvidos protocolos diferentes para sementes e folhas.

Para as folhas, foi utilizado um circulo com didmetro de uma tampa de
microtubo de 2,0 mL (didmetro igual a 1,0 cm), 0 mesmo foi picotado com auxilio de
tesoura e adicionado a quantidade suficiente de reagente de extragao (100 uL) para
cobrir todo o conteudo. Em seguida, a mistura foi homogeneizada, aquecida a 95 °C
por 5 minutos, e resfriada a -20 °C por 2 minutos. Apos esse tempo, as amostras foram
submetidas a uma rapida centrifugacgao (quick spin) para recuperar qualquer goticula
que tenha ficado nas paredes e tampa do microtubo e para precipitar todo o material
soélido presente no microtubo. Apds esse procedimento, o sobrenadante obtido com a
extragao foi analisado por RT-gPCR (Freeman; Linz, 2019).

Para as sementes, o material foi triturado em gral de porcelana. Em seguida,
40,0 mg de po6 foi misturado com quantidade suficiente de reagente de extragao (200
ML) para cobrir todo o conteudo sdlido. Em seguida, a mistura foi homogeneizada,
aquecida a 95 °C por 6 minutos, e resfriada a -20 °C por 2 minutos. Apos esse tempo,
as amostras foram submetidas a uma rapida centrifugacao (quick spin) para recuperar
qualquer goticula que tenha ficado nas paredes e tampa do microtubo e para precipitar
todo o material sdlido presente no microtubo. Apds esse procedimento, a amostra foi
analisada por RT-gPCR (Freeman; Linz, 2019).

Amostras de folhas e sementes foram avaliadas utilizando o kit Primer e sonda
Tagman de lectina (LE2) (ThermoFisher Scientific) e kit iTaq Universal Probes One-
Step (Bio-Rad Laboratories). Com o objetivo de encontrar a melhor concentracéo 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 pL, contendo 0,5 pL de iScript enzyme, 10 uL de
2x iTaq PCR, 0,8 pL da mistura de primers e sondas, amostra extraida (1, 2, 3 e 5 yL),

e agua livre de nucleases para completar o volume. O ciclo térmico foi realizado com



61

50 °C por 15 minutos para transcrigao reversa, seguido de 95 °C por 3 minutos, e

entao 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 extragao para bactérias

O reagente de extracao rapida de acidos nucleicos também foi validado para
bactérias, utilizando método de extragdo semelhante ao descrito por Abbas e lhn
(2016). Uma suspensdo de 0,5 mL com 108 UFC da bactéria Staphylococcus aureus
foi centrifugada a 1.700 x g (5.000 rpm) em uma microcentrifuga por 3 minutos para
peletizar as células. O sedimento celular bacteriano foi lavado uma vez com 0,5 mL
de agua 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 pyL do
reagente extracdo rapida de acidos nucleicos foi adicionada ao pellet celular. A
mistura foi homogeneizada em vortex, até completa solubilizagdo do pellet. Em
seguida, a mistura foi incubada a 95 °C por 5 minutos, em banho seco, e resfriada por,
no minimo, 2 minutos. Apds esse tempo, as amostras foram submetidas a uma rapida
centrifugacédo (quick spin) para recuperar qualquer goticula que tenha ficado nas
paredes e tampa do microtubo e para precipitar todo o material sélido presente no
microtubo. Apds esse procedimento, a amostra foi analisada por PCR convencional.
Como comparacéao, as amostras foram extraidas com o kit comercial de extragao por
coluna Purelink RNA Mini Kit (Invitrogen).

O alvo analisado para o desenvolvimento de protocolo foi o0 Gene mecA, um
gene relacionado a resisténcia 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 extraidas 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 uL, contendo 16,0 yL de do master mix, 1,0 uL de
primers e 3,0 uL da amostra extraida. O ciclo térmico foi realizado com um ciclo inicial
de desnaturagao a 94 °C por 3 minutos, seguido de 30 ciclos de 94 °C por 1 minuto
para desnaturagao, 55 °C por 1 minuto para anelamento, 72 °C por 1 minuto para
extensao, e finalmente um ciclo de 72 °C por 5 minutos para extensao 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 etidio (10 uL) para
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visualizacdo das bandas referentres ao amplicon, e foi utilizado 5,0 yL de padrao
Ladder e 10,0 uL das amostras. A presencga de fragmentos resultantes dos produtos

de amplificagao 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 °C), duas amostras de SARS-CoV-2 foram selecionadas, uma com
provavel carga viral baixa (CT > 30,0) e outra com provavel carga viral alta (CT < 30,0).
As amostras foram extraidas com o reagente fresco (tempo 0), com o reagente
armazenado em 1 semana em geladeira convencional e com reagente congelado a -
20 °C, apos 10, 30 e 50 ciclos de descongelamento/congelamento. Para comparagao,
as amostras foram extraidas com kit de extracao rapida comercialmente disponivel, o
QuickExtract RNA Extraction Solution, que foi descongelado apenas 3 vezes,
seguindo orientagao disponivel no manual do fabricante. Além disso, para determinar
a estabilidade do reagente em temperatura ambiente, trés amostras foram analisadas
no tempo O (reagente recém descongelado), e com o reagente armazenado em
temperatura ambiente por 7, 14, 21 e 28 dias. As amostras foram analisadas por RT-
gPCR utilizando o kit Allplex SARS-CoV-2, da Seegene.

4.5 DESENVOLVIMENTO DE KIT DE DETECCAO MULTIPLEX DE VARIANTES DE
SARS-CoV-2 POR RT-Q-PCR

Inicialmente, foi realizada a definicdo de quais variantes seriam abordadas no
kit multiplex. Para isso, as taxas de circulagao de variantes no Brasil foram analisadas,
através do numero de sequéncias genOmicas depositadas no banco de dados do
GenomaHCov (Fiocruz, 2023). Apos definigdo das diferentes sequéncias de variantes
para a confecgao de kit multiplex, com diferenciacdo 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.

Sele¢ao de fragmento com mutacao
especifica
(NCBI, Clustal Omega, ViralZone)

Desing de primers e sondas
(Primer-Blast)

Validagaoin silico
(OligoAnalyzerv.3.1, BlastN e NetPrimer)

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

4.5.1 Desenvolvimento de primers e sondas

As sequéncias genOmicas 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 virus foram
ajustados da forma mais sensivel, especifica e precisa possivel. Os genomas das
variantes foram copiados e as analises comparativas por alinhamento das sequéncias
em um nivel basico foram feitas com auxilio dos programas de bioinformatica como
Clustal Omega (Brown et al., 2017; Tombuloglu et al., 2021). Em seguida, as regides
especificas selecionadas foram comparadas com as mutagdes descritas para as

variantes de SARS-CoV-2 na base de dados ViralZone, para definir qual regiao
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mutada poderia ser utilizada no desenho de primers e sondas, excluindo a
possibilidade de interferéncia e inespecificidade (Viralzone, 2023).

Como as variantes contém grandes quantidades de mutagdes, a sonda foi
definida como o fragmento que continha a mutagdo selecionada para aumentar a
especificidade da reagdo. O segmento selecionado para o desenho dos primers
considerou 160 pares de bases antes e apdés o aminoacido mutado da sonda, para
evitar fragmentos grandes e outras mutagdes, coincidentes com outras variantes
(Basu, 2015).

Em seguida, as sequéncias foram enviadas ao software online Primer-Blast
para a confeccao dos primers desejados (Sayers et al., 2011). Alguns parametros
foram definidos no software para elaboragdo dos primers e aumento da eficiéncia,
como (Basu, 2015):

e Comprimento do amplicon: 170 pares de bases;

e Temperatura de fusdo (Tm): 58 a 62 °C para primers e 50 a 62 °C para
sondas;

e Comprimento do primer e da sonda: 20 a 30 pares de bases;

e Conteudo GC: 40 a 80%;

A partir das sequéncias de primers e sondas obtidas, procedeu-se a verificagdo
in silico quanto a formacéao de hairpins e formagao de auto e heterodimeros utilizando
os softwares OligoAnalyzer v.3.1 e NetPrimer (IDT, 2023a; NetPrimer, 2023).

Por fim, ainda nas analises in silico, as sequéncias definidas foram avaliadas
quanto a sua capacidade de ligagdo 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 relagédo as sondas, foram selecionados fluoréforos e seus respectivos
quenchers para a sonda de hidrdlise de cada variante. Com o objetivo de permitir a
complexagdo, cada sonda de hidrélise relativa a cada variante foi associada a um
fluordforo diferente, com menor quantidade de sobreposicao espectral, na posi¢ao 5’
e quencher na posicao 3 (Zimmers et al., 2019). A sonda da variante Delta foi
associada ao fluoroforo FAM e quencher BHQ1; a sonda da variante Gama foi
associada ao fluoréforo HEX e quencher BHQ1; a sonda da variante Omicron foi
associada ao fluoréforo Cy5 e quencher BHQ3; e a sonda do gene RdRp foi associado

ao fluoréforo ROX e quencher BHQA1.



65

Primers e sondas foram sintetizados e purificados por CLAE (cromotagrafia
liquida de alta eficiéncia) pela Synbio Techonologies através da empresa FastBio (Sao
Paulo, Brasil) e dissolvidos em tampao TE (10 mM Tris, 0,1 mM EDTA, pH 8,0) para
preparar estoques de 100 uM.

4.5.2 Otimizacgao do sistema PCR

4.5.2.1 Determinagdo da quantidade de amostra em ensaio de PCR

Inicialmente para determinar a concentragdo 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 eficiéncia dos primers diante de
quantidade diferente de material genético e possiveis interferentes da reagdo de PCR
(Schrader et al., 2012).

A extracao 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 uL, contendo
10,0 yL de do master mix, 1,5 uL (400nm) de primer e a amostra extraida variou de
3,0 uL (15 ng) a 5,0 pyL (25 ng) da amostra extraida. O volume final foi completado
com agua disponivel do kit. O ciclo térmico foi realizado com um ciclo inicial de
desnaturagao a 94 °C por 3 minutos, seguido de 40 ciclos de 94 °C por 1 minuto para
desnaturacgao, 55 °C por 1 minuto para anelamento, 72 °C por 1 minuto para extensao,
e finalmente um ciclo de 72 °C por 5 minutos para extensao final. A etapa de melting
foi realizada a 95 °C por 15 segundos, seguida de 55 °C por um minuto e 95 °C por
15 segundos (dissociagao), 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 propor¢oes de amostra
utilizadas na mistura reacional para determinar a condicao ideal. A distribuicido dos CT
entre as triplicatas foi analisada para verificar a reprodutibilidade dos resultados. Os
dados foram apresentados como média + desvio padrdo e comparados
estatisticamente para definir a concentragdo de amostra mais adequada para o

desenvolvimento do kit multiplex.
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4.5.2.2 Otimizagdo da concentragao de primers na PCR

Para a otimizagcado da concentracdo de primers em ensaios de PCR, todos os
pares de primers foram testados em PCRs singleplex para verificar a amplificagao
correta dos fragmentos desejados (Sint; Raso; Traugott, 2012). Foi realizada a analise
dos primers unicos em concentragdes de 100, 200, 400, 600 e 800 nM em sistema
SYBR, enquanto a concentragao dos demais componentes da reagéo, (como dNTPs,
MgCl,, tampao e enzima polimerase) foi mantida constante, permitindo avaliar a
influéncia da concentragao na eficiéncia de amplificacdo dos diferentes alvos (Bustin;
Huggett, 2017). As reagcbes de PCR foram conduzidas conforme descrito no item
4.4.2.1, com o kit gPCR-SYBR-Green mix/ROX (Ludwig, 2023). Para controle da
especificidade e sensibilidade da reagdo, foram incluidos controles negativos e
positivos.

A analise dos produtos amplificados foi realizada por meio das curvas de
amplificagcdo em qPCR e valores de CT. A avaliagdo dos resultados contemplou a
verificagdo da intensidade e uniformidade das bandas ou dos sinais de fluorescéncia,
além da identificacdo de amplificacdes inespecificas e a presenca de dimeros de
primers, através da analise da curva de melting. Com base nos dados obtidos,
selecionou-se a condicdo 6tima, na qual todos os alvos amplificaram de maneira

equilibrada, garantindo a robustez e a reprodutibilidade do ensaio singleplex.

4.5.2.3 Otimizag&o da relagdo primer - sonda

Outro passo importante anterior a multiplexacdo de primers e sondas, é
entender o funcionamento de cada par de primer e sua sonda complementar. Para a
otimizacao da relagcao de primers e sondas em um ensaio de PCR utilizando sondas
de hidrdlise, do tipo TagMan, inicialmente, padronizamos a concentragdo de acido
nucléico na amostra (15 ng). Em seguida, definiu-se um intervalo de concentracdes 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 concentragao dos
demais componentes da reagao, como dNTPs, MgCl,, tampao e enzima polimerase
(Hulley et al., 2019; Rodriguez et al., 2015; Zhang et al., 2024).

O delineamento experimental envolveu a montagem de reacbes em que as

concentragbes de primers e sondas foram testadas em diferentes combinagdes,
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permitindo avaliar a relagéo entre eficiéncia de amplificagao (Hulley et al., 2019; Zhang
et al., 2024).

Foram seleciondas trés amostras correspondentes aos peridos de circulagéo
de cada variante, que foram extraidas com o kit Pi-Clear DNA/RNA viral, conforme
protocolo do fabricante. A PCR foi conduzida sob condi¢gdes 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,
desnaturagao da transcriptase reversa a 95 °C por 3 minutos, em seguida 40 ciclos
de 95 °C por 15 segundos e anelamento e extensao a 60 °C por 1 minuto. O volume
final do mix reacional foi de 20 uL, contendo 3,0 ug de RNA extraido, 0,5 uL de iScript
enzyme, 10 uL de 2x iTag PCR, e a combinacao de primers/sondas e agua sufiente
para completar o volume (Jaeger et al., 2021).

A analise dos dados foi realizada por RT-gPCR, avaliando os valores de CT
para cada condi¢ao testada. A concentragao 6tima de primers e sondas foi definida
com base na menor variagao entre réplicas (triplicata), no menor valor de CT possivel
para cada alvo e na auséncia de amplificagdo inespecifica.

Com base nos resultados obtidos, selecionou-se a melhor combinacédo de
concentragdes, garantindo que todos os alvos fossem amplificados de maneira
eficiente e balanceada. Em seguida, foi realizada a multiplexagdo dos conjuntos de

primers e sondas para alvos diferentes (Hulley et al., 2019; Zhang et al., 2024).

4.5.2.4 Determinacédo da especifidade dos primers e sondas desenvolvidos

Para testar se os primers amplificam apenas com as variantes alvo e se eles
n&o 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 periodos de
pico de circulacdo das respectivas variantes no Brasil. A selecao foi realizada com
base em dados epidemioldgicos, garantindo que cada variante estivesse representada
por amostras de periodos de alta prevaléncia, 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 Omicron em janeiro de
2022.
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Figura 14 — Frequéncia de circulagéo das variantes de SARS-CoV-2 no pais por

periodo de amostragem.
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Fonte: Fiocruz, 2023.

As amostras foram submetidas a extracdo com o kit Pi-Clear DNA/RNA viral,
conforme protocolo do fabricante. A PCR foi conduzida sob condigdes de ciclagem
previamente estabelecidas no protocolo do Kit iTag Universal Probes One-Step. A
ciclagem da PCR consistiu em uma etapa de transcriptase reversa a 50 °C por 15
minutos, desnaturacao da transcriptase reversa a 95 °C por 3 minutos, em seguida 40
ciclos de 95 °C por 15 segundos e anelamento e extensédo a 60 °C por 1 minuto. O
volume final do mix reacional foi de 20 uL, contendo 3,0 pg de RNA extraido, 0,5 yL
de iScript enzyme, 10 yL de 2x iTaq PCR, a combinagdo de primers/sondas em
modelo singleplex (nas concentragdes determinadas no ensaio 4.4.2.3), e agua
sufiente para completar o volume (Jaeger et al., 2021).

Foram utilizados controle negativos (agua) em todas as reagdes. Foram
selecionadas 3 amostras conhecidamente negativas para SARS-Cov-2 para verificar
a sensibilidade dos primers. As curvas de amplificagcdo foram analisadas para
determinar a especificidade dos primers. A reatividade cruzada entre variantes foi
avaliada, considerando-se auséncia de amplificacdo como critério de especificidade

adequada.
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4.5.3 Multiplexagao do sistema PCR

Para o desenvolvimento do ensaio multiplex para deteccdo de quatro alvos
distintos (RdRp, Delta, Omicron e Gama) utilizando PCR em tempo real com sondas
de hidrdlise, tipo TagMan, foi adotada uma abordagem progressiva de multiplexagao,
permitindo a otimizagao individual e combinada dos alvos. Inicialmente, realizou-se a
padronizagao da amplificagdo em sistema duplex, incluindo apenas os alvos RdRp e
Delta.

A otimizacgao iniciou-se com a utilizagdo da melhor concentragédo 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 concentragédo de primers e sondas
para que o sistema funcionasse, com reducéo de 20% da concentragéo de primers e
sondas pré-determinadas. Apds a definicdo das melhores condicbes para essa
configuracéo, procedeu-se a adi¢do sequencial dos alvos Omicron e, por fim, Gama,
avaliando-se a eficiéncia e a robustez do ensaio em cada etapa.

Os testes foram realizados com 30 amostras clinicas conhecidamente positivas
para SARS-CoV-2, sendo 10 selecionadas no periodo de pico de circulagdo da
variante Delta, 10 da variante Gama e 10 da variante Omicron. As amostras foram
extraidas com o kit Pi-Clear DNA/RNA viral, seguindo protocolo do fabricante.

As analises 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
condi¢des consistiram em uma etapa de transcriptase reversa a 50 °C por 15 minutos,
desnaturacao da transcriptase reversa a 95 °C por 3 minutos, em seguida 40 ciclos
de 95 °C por 15 segundos e anelamento e extensdo a 60 °C por 1 minuto. O volume
final do mix reacional foi de 20 uL, contendo 3,0 uL da amostra extraida, 0,5 uL de
iScript enzyme, 10 pyL de 2x iTaq PCR, e a combinagédo de primers/sondas e agua
(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 Omicron: 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 analise dos resultados foi realizada com base nos valores de CTobtidos para
cada condigao testada. O critério para selegdo da melhor condigao foi a obtencao dos
menores valores de CT com amplificagdo entre as amostras clinicas e auséncia de

amplificacao inespecifica.
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4.5.3.1 Determinagéo do limite de detec¢é&o

Para avaliacdo do limite de deteccido dos alvos especificos para as variantes
do SARS-CoV-2, optou-se pela utilizacdo de amostras clinicas reais, previamente
confirmadas como positivas durante os periodos de circulagdo predominante das
respectivas variantes (Delta, Gama e Omicron). Essa escolha se justifica pelo fato de
os primers e sondas utilizados serem altamente especificos para mutagdes presentes
nessas linhagens, o que inviabiliza o uso de controles positivos genéricos ou
sintéticos.

Inicialmente foi feita uma curva padréao 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
uL, contendo 5,0 pyL de mix enzimatico (EM8), 5,0 uL da mistura de oligo mix (MOM),
o padrao diluido (2x10° a 2x10° copias/uL) e agua livre de nucleases (suficiente para
completar 20,0 yL). O ciclo térmico foi realizado com 55°C por 20 minutos para
transcricéo reversa, seguido de 95°C por 15 minutos, e entdo 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 regressao linear, permitindo a interpolagao da carga viral das
amostras clinicas selecionadas com base nos respectivos CTs.

As amostras com concentragdes de 10* copias/uL foram selecionadas como
base para a construcao da curva padrao dos ensaios de limite de detec¢ao dos alvos.
A partir dessas amostras, realizaram-se diluigdes seriadas (10* a 107"% cépias/yL), que
foram entdo submetidas a analise por RT-qPCR, em triplicata, com o uso dos
oligonucleotideos especificos para cada variante. Controles negativos foram incluidos
em todas as reagbes a fim de assegurar a especificidade e excluir possiveis
contaminagdes (Hulley et al., 2019; Li et al., 2024). Para a determinacéo dos limites
de deteccado dos primers e sondas desenvolvidos, foi utilizado o kitt iTaq Universal
Probes One-Step (Bio-Rad Laboratories). A ciclagem e condigdes consistiram em uma
etapa de transcriptase reversa a 50 °C por 15 minutos, desnaturagao da transcriptase
reversa a 95 °C por 3 minutos, em seguida 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos e
anelamento e extensdo a 60 °C por 1 minuto. O volume final do mix reacional foi de
20 uL, contendo 3,0 uL de RNA extraido (10* a 107'° copias/uL), 0,5 yL de iScript
enzyme, 10 yL de 2x iTaq PCR, e a combinagao de primers/sondas (definidas no item

4.4.3) e agua para completar o volume (Jaeger et al., 2021).
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4.6 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente pelo software
GraphPad InStat 7.0. A analise entre grupos foi realizada pela analise de quartis, de
variancia (ANOVA) e as diferengas entre dois tratamentos foram pelo teste T-Student.
Valores com p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Os dados

foram expressos em média + desvio padrao (DP).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DESENVOLVIMENTO DE REAGENTE DE EXTRACAO RAPIDA DE
ACIDOS NUCLEICOS

5.1.1 Formulagao do reagente de extragao rapida de acidos nucleicos
Foi obtida uma formulagao final, estavel em pH 4,6, sem precipitacado de
materiais particulados, de coloragdo marrom (o que facilita a visualizagdo no

momento do uso), limpida (Figura 15).

Figura 15 - Produto de extrac&o rapida de acidos nucleicos desenvolvido.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

5.1.2 Desenvolvimento e validagcao de protocolo para extragdo com

reagente de extragao rapida

A deteccgao precoce, rapida e precisa de doengas é crucial para maximizar
a eficiéncia do gerenciamento de crises, os resultados do tratamento e a

estabilidade econdémica. Dentre as etapas necessarias para a realizacdo de
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testes moleculares de diagndstico, a extragao de acidos continua sendo um dos
principais desafios. Em geral, € um processo demorado e de varias etapas, que
requer laboratorios bem equipados e pessoal de laboratério qualificado. Outro
fator agravante dessa etapa, € que o intenso fluxo de trabalho de extracdo pode
ser um grande problema de desgaste operacional, em especial para ambientes
com recursos limitados, que possuem a etapa de extragao totalmente manual.
Por isso, o desenvolvimento de técnicas de extracdo de acido nucleico mais
simples e que permitam melhorar a velocidade de testagem, s&o muito
importantes (Chua et al., 2015; Paul, Ostermann; Wei, 2020).

5.1.2.1 Desenvolvimento e validagédo de protocolo para amostras de SARS-CoV-
2

A metodologia desenvolvida para a extracdo de acidos nucleicos para
amostras de SARS-CoV-2 promove a extragao de acidos nucleicos em apenas
7 minutos. Através da extragdo com o reagente, foi possivel obter material
extraido com grande economia de produtos plasticos (ponteiras e microtubos) e
em curto tempo. Geralmente, técnicas convencionais de extragao, como colunas
de silica e solventes fendlicos, necessitam de um grande tempo de operagao das
amostras (cerca de 30 a 120 minutos/amostra), ocasionando maiores chances
de contaminagao e degradagao do material genético (Ali et al., 2017; Dundas et
al., 2008). Além disso, essas técnicas geram grandes quantidades de residuos
quimicos e plasticos. Assim, a obtengao de acidos nucleicos em curto tempo e
com menor gasto de material plastico € um grande ganho para a area da biologia
molecular, uma vez que impacta em reducio de custos, celeridade de resultados
€ maior seguranca da qualidade das amostras, devido a sua menor manipulagao.
Para a extracdo de amostras de SARS-CoV-2, provenientes de swabs de
nasofaringe, swabs de orofaringe, saliva ou aspirado traqueal, com a utilizagao
do reagente de extragao rapida de acidos nucleicos, foram utilizados apenas 1

microtubo e 2 ponteiras por amostra (Figura 16).
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Figura 16 - Comparativo de extragao entre reagente de extragao rapida de

acidos nucleicos e métodos convencionais de extragao.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023) — BioRender.

Como a extragdo com o reagente desenvolvido ndo envolve etapas de
purificacdo do material genético, a quantificacdo correta do RNA extraido
utilizando espectrometria de luz torna-se inviavel. Isto ocorre pois todos os
constituintes do reagente e celulares da amostra continuam presentes na
aliquota e podem interferir nos valores de absor¢cdo de luz UV, causando
interpretagdes equivocadas sobre a quantidade e qualidade de material genético
disponivel (Ali et al., 2017). Por isso, foi necessario realizar uma curva para
determinar qual a quantidade de amostra poderia ser adicionada ao mix

reacional, sem provocar inibicdo da reacdo. De acordo com Schrader e
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colaboradores (2012), varios 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 analise com 5 a 25 % de material extraido,

em volume final de reagéo de 100% (Figura 17).

Figura 17 - Curva para determinacao de quantitativo de amostra no mix

reacional, com analise do gene N, com kit Allplex (Seegene).
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Conforme os resultados obtidos, foi determinado que o valor étimo de
amostra extraida no mix, seria de 15%, ou seja, 3,0 yL de amostra extraida em
20uL de mix total. Em valores abaixo de 15% também foi possivel obter a
deteccao do Gene N, mas com CT um pouco maior. No caso de amostras com
baixa carga viral, que possuem um CT elevado, caracteristico de inicio ou final
de infeccdo pelo SARS-CoV-2, a utilizagdo de percentual menor de amostra
extraida pode acarretar resultados falsos negativos. Ja para valores acima de
15%, foi observado uma inibicdo da reacdo, aumentando ainda mais o CT e
inviabilizando a analise. Desta forma, a otimizagdo da reacao € essencial para
determinar a condicéo 6tima de reacao da PCR.

O desenvolvimento do protocolo de extracido rapida para amostras de
SARS-CoV-2 comparou o resultado obtido de 50 amostras extraidas com o
reagente de extragado desenvolvido, coluna de silica (PureLink RNA mini Kit) e
com o QuickExtract RNA Extraction Solution, detectados com kit multiplex Allplex

SARS-CoV-2 (Seegene). Os resultados obtidos estdo listados na tabela 3, e
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mostraram 100% de compatibilidade com os resultados originais emitidos apés

a primeira analise para diagnéstico.

Tabela 3 - Resultados de RT-gPCR de reagdes realizadas com kit Allplex apos

extracdo com reagente desenvolvido, QuickExtract e coluna de silica.

Amostra Meio de Extragcao CT Gene CT CT Gene Resultado
transporte N Gene E RdRp
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 28.5 284 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 N&o detectado
QuickExtract N.D N.D N.D N&o detectado
Coluna N.D N.D N.D Nao 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 N&o detectado
QuickExtract N.D N.D N.D Nao detectado
Coluna N.D N.D N.D Nao detectado
9 MTV Reagente N.D N.D N.D Nao detectado
QuickExtract N.D N.D N.D Nao detectado
Coluna N.D N.D N.D Nao 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 Nao detectado
QuickExtract N.D N.D N.D Nao detectado
Coluna N.D N.D N.D Nao detectado
13 MTV Reagente 247 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 N&o detectado
QuickExtract N.D N.D N.D Nao detectado
Coluna N.D N.D N.D Nao 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 Nao detectado
QuickExtract N.D N.D N.D Nao detectado
Coluna N.D N.D N.D Nao 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 N&o detectado
QuickExtract N.D N.D N.D Nao detectado
Coluna N.D N.D N.D Nao detectado
20 MTV Reagente N.D N.D N.D Nao detectado
QuickExtract N.D N.D N.D Nao detectado
Coluna N.D N.D N.D Nao detectado
21 MTV Reagente N.D N.D N.D Nao detectado
QuickExtract N.D N.D N.D Nao detectado
Coluna N.D N.D N.D Nao 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 N&o detectado
QuickExtract N.D N.D N.D Nao detectado
Coluna N.D N.D N.D Nao 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 27.2 291 Detectado
26 MTV Reagente 28.5 30.8 31.4 Detectado
QuickExtract 30.3 29.3 36.7 Detectado
Coluna 32.6 194 31.4 Detectado
27 MTV Reagente 21.6 22.2 22.5 Detectado
QuickExtract 214 21.8 22.6 Detectado
Coluna 24 .1 20.7 22.7 Detectado
28 MTV Reagente 22.6 25.3 255 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 21.1 221 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 Nao detectado
QuickExtract N.D N.D N.D Nao detectado
Coluna N.D N.D N.D Nao detectado
34 MTV Reagente N.D N.D N.D N&o detectado
QuickExtract N.D N.D N.D Nao detectado
Coluna N.D N.D N.D Nao 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 294 28.2 37.0 Detectado
Coluna 29.8 26.7 28.8 Detectado
39 MTV Reagente N.D N.D N.D N&o detectado
QuickExtract 41.5 N.D N.D Nao detectado
Coluna N.D N.D N.D Nao detectado
40 MTV Reagente N.D N.D N.D N&o detectado
QuickExtract N.D N.D N.D Nao detectado
Coluna N.D N.D N.D Nao detectado
41 MTV Reagente 41.8 N.D N.D N&o detectado
QuickExtract N.D N.D N.D Nao detectado
Coluna N.D N.D N.D Nao 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 Nao detectado
QuickExtract N.D N.D N.D Nao detectado
Coluna N.D N.D N.D Nao detectado
44 MTV Reagente 23.7 234 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 N&o detectado
QuickExtract N.D N.D N.D N&o detectado
Coluna N.D N.D N.D Nao detectado
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46 Salina Reagente N.D N.D N.D N&o detectado
QuickExtract N.D N.D N.D Nao detectado
Coluna N.D N.D N.D Nao 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 Reagente 21.7 21.0 224 Detectado
traqueal QuickExtract 20.8 20.3 21.8 Detectado
Coluna 22.6 19.8 21.6 Detectado
49 Aspirado Reagente N.D N.D N.D Nao detectado
traqueal QuickExtract N.D N.D N.D Nao detectado
Coluna N.D N.D N.D Nao detectado
50 Aspirado Reagente N.D N.D N.D N&o detectado
traqueal QuickExtract N.D N.D N.D Nao detectado
Coluna N.D N.D N.D Nao detectado

Onde, CT RT-gPCR = Cycle threshold; N. D. = Nao Detectado. MTV = Meio de

transporte viral

Os valores de CT para o gene N foram semelhantes na maioria das
amostras, sem variagcdes estatisticas entre a média dos valores entre os
diferentes métodos de extracdo. Para a andlise do gene E, QuickExtract
apresentou valores de CT menores com diferenga significativa (p < 0,05), quando
comparado com o reagente desenvolvido. Para o gene RdRp, ndo houve
diferenca 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 acido nucleico de
amostras em diferentes meios testados. A deteccéo dos genes N, E e RdRp foi
viavel em amostras biolégicas independentemente do meio de transporte
utilizado (meio de transporte viral, solugao salina e amostras clinicas de aspirado
traqueal). A extracdo em matrizes salinas e aspirado traqueal mostra que o
reagente € capaz de gerar resultados satisfatorios em matrizes simples e
complexas.

Além disso, a analise individual das amostras, revelou que o reagente
permitiu a deteccdo de amostras com CT alto e baixo, indicando que nao
interfere na detecgdo, 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

extracdo convencional por coluna ou solventes organicos.



80

Figura 18 - Valores de CT obtidos para os genes N, E e RdRp em ensaio

multiplex de RT-gPCR apéds extragdo com o reagente desenvolvido,

QuickExtract e coluna.

Reagente
QuickExtract
PureLink (coluna)

Valores de CT

Gene N Gene | Gene RdRP

Onde: O grafico é apresentado como valores individuais de CT, a média e a dispersao
(valores de CT mais altos e mais baixos). A analise estatistica 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 extragdo 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 comparacao de técnicas de extracao diferentes, além de amostras com
pureza distintas. Em relagcdo a comparagdo aos dois reagentes de extragao
rapida, houve diferenga estatistica somente para a analise do gene E, mas ndo
houve diferencga estistica para os genes N e RdRp.

O gene N faz parte do nucleocapsideo viral e tem sido relatado como
sequéncia génica viral, altamente conservada. Além disso, estudos anteriores
usando o gene N foram mais sensiveis do que aqueles usando outros genes (Li;
Zhang; Li, 2020). Portanto, a semelhanga nos valores obtidos demonstra que o
reagente nao interfere na reagao enzimatica com o gene N, validando o uso do
reagente para os kits de detecgao que compreendem o gene N, com base na

reacao de sondas de hidrdlise.
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Por outro lado, os resultados sugerem uma leve diminuicdo da
sensibilidade na detec¢ao do gene E quando se utiliza o reagente desenvolvido,
em comparagdo com o QuickExtract. Os valores de CT para o gene E foram
significativamente mais altos com o novo reagente, embora nao tenham ocorrido
falha na deteccao em nenhuma das amostras analisadas. O gene E, que codifica
a proteina do envelope viral, € 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 regido alvo utilizada nos ensaios de RT-qPCR pode ser mais suscetivel
a interferéncias na reagao de transcrigdo reversa ou amplificagéo. A diferenca
observada nos CTs pode, portanto, estar relacionada a presenga de
componentes na formulagdo do reagente que promovem uma leve inibigao
enzimatica ou a menor eficiéncia de extragdo para essa regido especifica do
RNA viral. Ainda assim, como todas as amostras esperadas foram detectadas,
a sensibilidade do reagente permanece adequada para fins diagndsticos.

Além da anadlise em multiplex, o reagente foi avaliado também na
deteccdo de SARS-COV-2 utilizando kits singleplex: iTag Universal Probes One-
Step Kit e 2019-nCoV. Os resultados (Tabela 4) mostram que ndo houve
diferenca significativa no resultado quando as amostras foram processadas com
o reagente desenvolvido ou QuickExtract. Em comparagdo especifica com o
QuickExtract, um reagente comercial usado também para extragdo rapida, é
possivel observar que nao houve diferenca estatitca nas médias de deteccio 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 a diferenga e dificuldade de coleta do material,
uma vez o alvo corresponde a um gene enddégeno humano.

Os resultados indicam que o reagente desenvolvido foi eficaz para extrair
acidos nucleicos de diferentes meios. Nas reagdes singleplex, o painel de
primers utilizado foi proveniente do CDC/US, que possui os genes N1 e N2,
especificos para SARS-CoV-2 e o gene RNAseP, como controle endégeno
(CDC, 2019). O SARS-CoV-2 foi identificado em 40% das amostras de diversas
matrizes bioldgicas e foi 100% compativel com os resultados originais emitidos

para diagnostico.
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Tabela 4 - Resultados de RT-gPCR de reagdes realizadas com kit singleplex

apos extracdo com reagente desenvolvido, QuickExtract e coluna de silica.

o CT
Médio de ~ CT CT
Amostra transporte Extracao Gene N1 Gene N2 Rﬁzne Resultado
seP
Reagente 19.4 19.2 35.6 Detectado
1 MTV QuickExtract 19.7 19.8 254 Detectado
Coluna 23.5 22.9 26.9 Detectado
Reagente 25.8 25.0 37.4 Detectado
2 MTV QuickExtract 24.0 23.6 28.1 Detectado
Coluna 30.6 29.4 28.8 Detectado
Reagente N. D. N. D. 27.3 N&o Detectado
3 MTV QuickExtract N. D. N. D. 34.5 Nao Detectado
Coluna N. D. N. D. 28.6 Nao Detectado
Reagente N. D. N. D. 28.0 Nao Detectado
4 MTV QuickExtract N. D. N. D. 34.2 Nao Detectado
Coluna N. D. N. D. 28.8 Nao Detectado
Reagente N. D. N. D. 30.2 Nao Detectado
5 Salina QuickExtract N. D. N. D. 35.2 Nao Detectado
Coluna N. D. N. D. 28.4 Nao Detectado
Reagente N. D. N. D. 29.2 Nao Detectado
6 Salina QuickExtract N. D. N. D. 30.3 Nao Detectado
Coluna N. D. N. D. 28.7 Nao Detectado
Reagente 15.8 15.4 33.2 Detectado
7 Salina QuickExtract 15.8 15.2 29.4 Detectado
Coluna 19.7 18.6 27.7 Detectado
Aspirado Rgagente 19.8 19.6 33.2 Detectado
8 Traqueal QuickExtract 18.7 18.6 23.6 Detectado
Coluna 21.8 21.3 27.3 Detectado
Aspirado Rgagente N. D. N. D. 24.8 Ne:lo Detectado
9 Traqueal QuickExtract N. D. N. D. 32.5 Nao Detectado
Coluna N. D. N. D. 26.8 Nao Detectado
Aspirado Rgagente N. D. N. D. 24.2 Nz?o Detectado
10 Traqueal QuickExtract N. D. N. D. 30.2 Nao Detectado
Coluna N.D N. D. 26.4 Nao Detectado

Onde, CT RT-gPCR = Cycle threshold; N.

transporte viral

D. =N

a

o Detectado. MTV = Meio de
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Figura 19 - Valores de CT obtidos para os genes N1, N2 e RNAseP em ensaio
singleplex de RT-qPCR apds extragdo com o reagente desenvolvido,

QuickExtract e coluna.
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Onde: O grafico é apresentado como valores individuais de CT, a média e a dispersao
(valores de Ct mais altos e mais baixos). Ndo foram observadas diferengas
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 extragao rapida foi validado
para amostras de SARS-CoV-2, em diferentes matrizes bioldgicas, com
diferentes kits de deteccao e equipamentos. Os resultados obtidos demonstram
que o reagente desenvolvido permite a extragao de acidos nucléicos de amostras
para analise qualitativa por RT-gPCR, fornecendo resultados estatisticamente
semelhantes aos obtidos com tecnologia de coluna de silica, uma técnica com
maior geracao de rediduos, maior custo e mais demorada.

A comparagao com o QuickExtract e validagdo do reagente para amostras
de SARS-CoV-2 gerou a publicagao de um artigo intitulado “Comparison of Rapid
Nucleic Acid Extraction Methods for SARS-CoV-2 Detection by RT-qPCR’,
publicado no periddico Diagnotics, volume 12, em 2022 (Anexo A).
Posteriormente, o reagente também foi avaliado frente a diferentes variantes de
SARS-CoV-2, gerando a publicagédo 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 periodo Viruses, volume 15, em 2023
(Anexo B).

5.1.2.2 Analise da integridade do RNA extraido utilizando o reagente

desenvolvido

A andlise da integridade do RNA é uma etapa essencial para garantir a
confiabilidade de testes moleculares, especialmente quando se utiliza material
bioldgico de dificil manipulagdo, como o swab nasal. Neste estudo, avaliou-se a
qualidade do RNA extraido de amostras de swab nasal por dois métodos
distintos: um método de extragao e purificagdo por coluna de silica (kit Pi-Clear
DNA/RNA Viral — Pi-Biotech Genética Anvangada) e o reagente de extracdo
rapida desenvolvido. A integridade do RNA foi avaliada por eletroforese capilar
no sistema Agilent Bioanalyzer.

As amostras extraidas com coluna de silica apresentaram um RIN de 6,5,
com presenga de picos compativeis com os RNAs ribossémicos 18S e 28S
(Figura 20), ainda que com indicios de degradacéo parcial. Considerando-se a
natureza da amostra (secreg¢ao nasal), onde € comum a presenca de RNases e
baixa quantidade de RNA total, esse valor € compativel com o esperado para
amostras clinicas e considerado adequado para aplicagcbes como RT-gPCR
(Fleige; Pfaffl, 2006; Schroeder et al., 2006).

Figura 20 — Eletrograma de RNA oriundo de amostras de swab nasal extraidas

com kit de coluna.
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Ja as amostras extraidas com o reagente desenvolvido apresentaram
eletrogramas com boa definicdo dos picos ribossémicos. Contudo, o
equipamento ndo conseguiu calcular automaticamente o RIN, o que pode ocorrer
quando a concentragcdo do RNA esta abaixo do limite de deteccdo do
Bioanalyzer, quando ha auséncia de rRNA eucarioto (como em casos de
predominancia de RNA viral), ou ainda por perfis atipicos de eletroforese
(Agilent, 2016; Imbeaud et al., 2005). De fato, o perfil de eletroforese observado
indica a presenca de banda com peso molecular alto, sugerindo presenca de
moléculas maiores. A extragdo rapida permite a exposicdo do material para
analises subsequentes. No entanto, é sabido que o material ndo é purificado,
contendo moleculas biolégicas que podem interferir na analise como observado.
Dessa forma, o perfil indica a presenca de RNA 18S e 28S integro, sugerindo

RNA com boa integridade (Figura 21).

Figura 21 — Eletrograma de RNA oriundo de amostras de swab nasal extraidas

com reagente desenvolvido.
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Fonte: Elaborado pela autora (2025). — Bioanalyzer 2100.

Alguns estudos mostram que, em amostras com baixa complexidade
celular ou com alto risco de degradagdo, como secregdes, 0 numero de
integridade do RNA (RIN) pode ndo ser um indicador confidvel da qualidade do
RNA. Nesses casos, a analise visual dos eletrogramas pode ser uma abordagem
mais adequada para avaliar a integridade do RNA. Apesar da auséncia do RIN

automatico, a analise visual dos eletrogramas indica que o RNA extraido com o
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reagente apresenta integridade molecular e pequena degradagado, sendo,
portanto, funcional para aplicagdes como RT-qPCR viral (Al-Adsani et al., 2022).

Assim, conclui-se que o reagente desenvolvido se mostrou eficaz na
preservacao do RNA extraido de swab nasal, fornecendo material de qualidade
compativel com técnicas moleculares de diagndstico, mesmo em condi¢cdes

desafiadoras de coleta e processamento.

5.1.2.3 Desenvolvimento de protocolo de extracdo para amostras de sangue total

A extracao de acidos nucleicos de amostras provenientes de sangue total
com o reagente desenvolvido revelou pontos importantes, como a necessidade
de ajuste na proporgao reacional entre amostra biolégica e reagente. Apos a lise
térmica, o sangue tornou-se marrom escuro devido a degradagdo da
hemoglobina e oxidagao do ferro (Sidstedt et al., 2018). Assim, o material torna-
se mais denso e gelatinoso, dificultando a pipetagem. Quando utilizado a razédo
de 1:1 para extracao, o volume disponivel para utilizagao foi pequeno devido a
quantidade de material precipitado, podendo ocasionar dificuldades de
operacgao. Por isso, foi realizada a lise com razao de 1:1,5 (amostra:reagente de
extragdo) e foi obtido material suficiente para as analises de PCR (Figura 22).
Outro fator importante é que, devido a quantidade de material sélido, o tempo do
quick spin apés resfriamento da amostra, deve ser suficiente para que todo

material particulado precipite.

Figura 22 - Amostra de sangue total apds extragao de acidos nucleicos,

utilizando o reagente desenvolvido na proporgéao de 1:1,5.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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A RNaseP, cujo gene foi avaliado nesse experimento, € uma enzima
endonuclease encontrada em células de todos os trés reinos da vida, que
catalisa a maturacdo da extremidade 5' dos RNAs de transferéncia (tRNA) e
mantém a viabilidade celular. Portanto, € um gene muito comum e bem expresso
nas células humanas (Lundblad; Altman, 2010). Na curva obtida (Figura 23) para
determinagao da quantidade de amostra permitida no mix reacional, revelou que
a concentragdo de 15% (3,0 yL de amostra em 20,0 yL de mix) € a mais
adequada para a analise de sangue total, no que se refere a detecgédo de genes
endogenos.

A analise dos CTs obtidos na triplicata nao revelou diferenca estatistica
entre os grupos (p > 0,05), mas considerando que a cada ciclo a quantidade de
copias de DNA possui crescimento exponencial (2") (Rodriguez-Lazaro;
Hernandez, 2013), a diferenga entre as analises deve ser avaliada. Para as
amostras contendo 5% de amostra extraida, 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 deteccao de RNAseP, com diferentes concentragdes de
amostra (5 a 20%) no mix reacional, apds extragao utilizando o reagente

desenvolvido na proporgao de 1:1,5.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Com a adicédo de 20% de amostra extraida no mix reacional, é possivel

notar um aumento de 2 CT médios, indicando possivel inibicdo parcial da reacao.
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Tal fato pode ocorrer devido a presenca de constituintes inibidores da reacao de
PCR no material lisado, como a hemoglobina, presente em grande quantidade
no sangue total (Schrader et al., 2012). Essa pequena inibicdo poderia ser
corrigida com uma etapa adicional de diluicdo prévia das amostras. Ja para as
analises contendo 5 a 15% de amostra extraida no mix reacional, ndo foi
observada variagdo impactante em relagcdo aos valores de CT. Contudo,
observa-se um desvio maior nas analises contendo 5% de amostra extraida, que

pode ser atribuido a desvios de técnica de pipetagem de volumes pequenos.

5.1.2.4 Desenvolvimento e validag&o de protocolo de extragdo para amostras de

SOro

Como as amostras de soro possuem menos células que o sangue total,
foi possivel realizar a extragdo com reagente desenvolvido mantendo a
proporcdo de 1:1 (Amostra:Reagente). Apds a lise térmica, observou-se a
formacao de precipitado na amostra de soro, que é facilmente separado na etapa
de quickspin do protocolo de extragao.

A capacidade de isolar, quantificar e analisar acidos nucleicos presentes
no soro, plasma e sangue leva a identificacdo de fragmentos especificos de
acidos nucleicos relacionados a disturbios especificos, como diabetes, cancer,
infarto do miocardio e acidente vascular cerebral, além de infeccdes externas,
permitindo o diagndstico precoce. As doencas infecciosas possuem algumas
peculiaridades que as distinguem de outras doengas humanas, como a
transmissibilidade e sua estreita relagao 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 diagndstico rapido
de pacientes com doencgas infecciosas pode auxiliar tanto na recuperagao do
paciente, como em ag¢des de controle epidemiolégico. Da mesma forma que as
amostras de SARS-CoV-2, a extragdo com o reagente desenvolvido diminui o
tempo de extracdo de amostras de soro consideravelmente, quando comparado
com técnicas convencionais, podendo trazer um impacto significativo nas rotinas
laboratoriais, além de significativa redugao de custo.

Dentre as inumeras infecgdes que podem ser detectadas por exames de

RT-gPCR em amostras de soro, as arboviroses sdo as doengas de origem
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zoonotica. No Brasil as principais sao Dengues, Zika virus, Chikungunya e Febre
Amarela e que possuem, cada dia mais, o diagnéstico realizado por RT-qPCR,
por ser uma técnica menos susceptivel a reagdes cruzadas do que outros testes
como ELISA (do inglés, Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay) e
imunocromatografia (Licinio; Ayres, 2021).

O desenvolvimento do protocolo para amostras de soro comparou o
resultado obtido de 20 amostras extraidas com o reagente de extragdo
desenvolvido com o resultado oficial em laudo obtido com material extraido com
coluna de silica, com o kit ZDC Biomol (IBMP). Os resultados obtidos estao
listados na tabela 5 e mostraram 100% de compatibilidade com os resultados

originais emitidos apds a primeira analise para diagndstico.

Tabela 5 - Resultados de RT-qPCR de reacgdes realizadas com kit ZDC Biomol

apos extracao com reagente desenvolvido, para detecgao de arboviroses.

P Valor do CT Resultado obtido Resultado oficial
(Reagente) (Reagente) (Coluna de silica)

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 N&o Detectado N&o Detectado N&o Detectado
11 24,0 Dengue 1 Dengue 1
12 N&o Detectado N&o Detectado N&o Detectado
13 N&o Detectado N&o Detectado Nao Detectado
14 24,0 Dengue 2 Dengue 2
15 32,0 Zika virus Zika virus
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 virus Zika Virus
20 Nao Detectado Nao Detectado N&o Detectado

Dentro os resultados obtidos, 20% foram nao detectados para os alvos
analisados e condizentes com o resultado oficial dos exames. Para as amostras
com resultados detectaveis, obteve-se a detec¢ao de Dengue, Zika, Chikunguya
e Febre Amarela, e a similaridade de 100% com os resultados oficiais, indicando
que o reagente desenvolvido foi eficaz na extragcdo de amostras de soro. A
analise 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 € um item importante, uma vez que as
amostras de soro sao muito sensiveis a degradagdo podendo impactar o RNA
viral presente no material e reduzir a confiabilidade dos resultados. Além disso,
a propria coleta e processamento das amostras de soro ja pode impactar os
resultados de PCR, caso existam alguns problemas, como hemodlise,
armazenamento inadequado e longo tempo até a centrifugagdo da amostra (Al-
Soud; Radstrom, 2001).

No caso da detecgdo da dengue, também foi possivel obter resultados
satisfatérios 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
€ possivel extrair o material genético do soro utilizando o reagente desenvolvido,
e que ndo houve interferéncia nas reacdes enzimaticas RT-qPCR utilizando
sondas de hidrdlise, do tipo Tagman, resultando em 100% de compatibilidade

com os resultados oficiais de diagnéstico.

5.1.2.5 Desenvolvimento e validagéo de protocolo de extracdo para amostras de

plasma

Para verificar efetividade da extracdo de acidos nucleicos com o reagente
desenvolvido em amostras de plasma, o teste de sexagem fetal por gPCR com
o material extraido foi realizado. Este ensaio utiliza sondas de hidrélise para
detectar fragmentos de gene do cromossomo Y circulante no sangue da mae.

Assim, a amplificacdo do alvo no cromossomo Y indica que o feto € do sexo
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masculino e a nao detecgao, indica que o feto € do sexo feminino. Acredita-se
que o DNA fetal livre no plasma materno seja derivado de células trofoblasticas
que sao aprisionadas e lisada no pulmao materno, ou liberadas apds a apoptose
natural de células fetais que estao vazando continuamente através da placenta
(Bianchi, 1998). Lo e colaboradores (1998) mostraram que a concentragao de
DNA fetal circulante no plasma materno ja é relativamente alta no inicio da
gravidez e que esta concentracdo aumenta gradualmente com a gestacgao.
Estudos anteriores mostraram que a deteccdo do DNA fetal no plasma materno
€ alcangada em um periodo gestacional de 7 semanas com seguranga, mas com
4 semanas ja é possivel a identificagcdo do DNA fetal em alguns casos (Lo et al.,
1998; Thomas et al., 1995).

Durante a extracdo de acidos nucleicos de plasma com o reagente
desenvolvido, ndo foram observadas intercorréncias e o protocolo de extracéo
foi bem semelhante ao descrito para amostras de soro (7 minutos de extragao,
reacao 1:1 — amostra-reagente, e baixo consumo de material plastico). A tabela
6 mostra os resultados obtidos em 11 amostras para ensaio de detec¢ao do gene
DYS14 presente no cromossomo Y, com o kit de EasyPlex Sexagem Fetal (CBI
Scientific).

Dentre os resultados obtidos, foi observada a concordancia em 100% com
o resultado oficial, indicando que o reagente pode atuar na extragdo e
preservacao de acidos nucleicos oriundos do plasma. Além da detecgéo do gene
DYS14 nas amostras (Figura 24), nao foi observada a amplificagdo de nenhum
gene analisado (DYS14 e RNAseP) nos controles negativos, indicando néo

haver contaminacéo nas analises realizadas.
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Tabela 6 — Resultados de qPCR para deteccédo do gene DYS14

(cromossomo Y) e sexagem fetal em amostras de plasma, extraidas com

reagente desenvolvido.

Resultado obtido

Idade gestacional na

Resultado

Amostra Valor do CT coleta (semanas) verificado por
por qPCR
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 amplificagdo de amostra de plasma, com detecgéao do

gene DYS14 (sexo masculino).
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Assim como as amostras de sangue total e de soro, as amostras de
plasma também exigem atencao especial as condi¢cdes de extragao, pois podem
conter uma grande quantidade de inibidores e interferentes na reagdo de PCR
(Al-Soud; Radstréom, 2001). Embora os resultados atuais confirmem a
capacidade do reagente desenvolvido em extrair e preservar acidos nucleicos de
plasma materno, até o momento o reagente so foi desafiado para amostras com
idade gestacional elevada (acima de 25 semanas), nas quais ha uma quantidade
maior de material disponivel para a reagdo. Assim, a inclus&o de novas amostras
biolégicas pode complementar o entendimento da capacidade de detecgao de

um kit de sexagem fetal utilizando um reagente de extragao rapida.

5.1.2.6 Desenvolvimento de protocolo de extragdo para amostras vegetais

Atualmente, a utilizagado da biologia molecular no ramo de agricultura esta
em crescimento, pois permite compreender a genética e os processos bioldgicos
vegetais, o que possibilita melhorar a produgdo, a qualidade nutricional e a
resisténcia a estresses ambientais e doencas. Isso contribui para o
desenvolvimento sustentavel da agricultura e para garantir a seguranca
alimentar em nivel global. Por isso, estudos que fornecem celeridade e menor
custo aos ensaios de biotecnologia sdo muito importantes globalmente, sendo a
etapa de extracdo de acidos nucleicos um fator a ser explorado. No Brasil, a soja
€ a principal cultura, tanto em escala quanto em valor, por isso foi escolhida para
o desenvolvimento e validagdo do reagente de extracdo rapida (Cattelan;
Dall’agnol, 2018).

A extracdo com as folhas e sementes foi realizada com facilidade e
rapidez, mantendo o protocolo inicial sugerido. O gene de escolha para a
avaliagao 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 patogenos, pois tem a capacidade de se ligar a carboidratos presentes na
superficie de organismos invasores (Wang et al., 2021). A expressao de genes
pode ser influenciada por varios fatores, como condicbes ambientais, estresse,
estagio de desenvolvimento da planta e outros fatores regulatérios. Portanto, é

importante lembrar que a expressdao do gene da lectina 2 pode variar
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dependendo das condi¢des especificas em que a soja esta crescendo, sendo
assim, um importante gene de controle de extragao.

Através dos resultados obtidos, foi possivel a detecgao do gene da lectina
2 nas folhas e sementes de soja por gPCR, 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 diferenga observada ocorreu devido a diferenca de expressao
em diferentes partes da planta. Como nas sementes a expresséo do gene da
lectina 2 € maior do que nas folhas, esperava-se um CT menor do que nas folhas,
devido a maior disponibilidade de material para a reacao. As analises estatisticas
entre as quadriplicatas das amostras nao mostram diferenca significativa entre

elas (p > 0,05), indicando uma boa repetibilidade do método de extragao.

Figura 25 - Curva de amplificacdo de amostras de sementes e folhas de soja,

apos extracao com reagente desenvolvido.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Um estudo de Zimmermann e colaboradores (1998) avaliou e comparou
nove diferentes métodos de extracao (ligagao a resina ou lise térmica) de acidos
nucleicos de soja. Dos nove métodos avaliados, 5 geraram completa ou intensa
desnaturagcdo do DNA durante a extracdo. Além disso, o tempo médio de
extragdao dos métodos avaliados foi de 98 minutos, demonstrando a importancia
e 0 ganho com reagentes de extracao rapida, como a do reagente desenvolvido
com apenas 7 minutos. Foi demonstrado que os métodos de extragao usando

resinas de ligagéo, resultaram em rendimentos comparativamente baixos. No
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entanto, o DNA extraido com esses métodos é de alta qualidade. Ja utilizando
métodos mais simples e rapidos, os autores obtiveram rendimentos
relativamente altos, mas de qualidade relativamente ruim, uma caracteristica
esperada uma vez que nao ha purificagao do material genético.

Ainda de acordo com Zimmermann e colaboradores (1998), observou-se
inibicdo da PCR devido a um dos tampdes utilizados durante a extragdo de
acidos nucleicos. Além disso, o estudo destaca a possibilidade de efeitos
inibitérios no processamento subsequente causados por certos métodos de
extracdo. No caso de espécies vegetais, a presenga de lignina e polifendis
podem ocasionar inibicdo da reacdo de gPCR. Embora ndo tenha sido
observada a inibi¢do da reagao de qPCR, o uso de reagentes de extragao rapida
desenvolvido deve ser testado e ajustado para diferentes amostras de interesse,
com o intuito de corrigir qualquer inibigao.

Os resultados obtidos mostram que o reagente de extragdo rapida
desenvolvido e a metodologia empregada foram eficazes para extrair os acidos
nucleicos de folhas e sementes de soja, sugerindo preservagéo dos acidos

nucleicos presentes nas amostras.

5.1.2.7 Desenvolvimento de protocolo de extragéo para bactérias gram-positivas

Embora seja descrito na literatura que a purificagdo de acidos nucleicos
de procariontes é relativamente mais facil do que de células vegetais e animais,
existe uma preocupacédo com a degradacao dos acidos nucleicos por enzimas e
com a maximizagao da extragao (Abbas; Ihn, 2016). Em relagao as bactérias, as
gram-positivas sdo mais resistentes a lise celular devido a alta concentragdo de
peptidoglicano dentro da parede celular e por isso, muitas vezes é necessaria a
adicao de lisozima para hidrolisa-los (Khan; Yadav, 2004). Contudo, resultados
obtidos em gel de eletroforese apés a PCR demonstram que a extragdo e
preservacdao dos acidos nucleicos utilizando o reagente desenvolvido foi
satisfatoria e ndo ocorreu inibicdo da reagéo (Figura 26).

Os resultados da eletroforese indicam a auséncia de fragmentos de 154
pb (pares de bases) na cepa ATCC 29213, indicando que ndo ha expressao do
gene MecA. Ja para a ATCC 33591, foi possivel observar fragmentos de 154 pb

tanto na extracdo com coluna e com o reagente de extragéo rapida. De acordo



96

com a literatura, as cepas de S. aureus ATCC 29213 nao possuem expressao
de gene MecA, enquanto as ATCC33591 possuem (Baddour; Abuelkheir; Fatani,
2007). A analise da eletroforese também revelou uma melhor visualizagdo do
amplicon com o reagente desenvolvido, indicando que o material genético estava
preservado para a reagao de PCR. Assim, o reagente desenvolvido permitiu a
extragdo satisfatéria dos acidos nucleicos de bactérias gram-positivas e néo

interferiu na amplificacao por PCR.

Figura 26 — Imagem do gel de eletroforese apos a PCR, utilizando primers para
0 gene MecA, apds extragdo em bactérias S. aureus com o reagente de

extracao rapida desenvolvido.
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Onde, a seta no marcador de peso molecular de 154 pb indica a banda de expressao
do gene MecA.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

5.1.3 Estudo de estabilidade

Os estudos de estabilidade do reagente de extragdo desenvolvido

revelaram que o mesmo se mantém estavel quando mantido congelado a -20
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°C, devendo-se evitar ciclos de congelamento e descongelamento continuos. Os
valores de CT para gene N, gene E e gene RdRp estao 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 detecgao de alguns alvos. No caso do gene N, até 10 ciclos foi
possivel manter o CT sem diferenga estatistica (p > 0,05), mas a partir de 30
ciclos ja nao foi possivel detectar o gene. Para o gene E e RdRp, foi possivel
detectar os alvos mesmo apos 50 ciclos de congelamento/descongelamento.
Para a amostra com provavel carga viral alta (Figura 28), foi possivel a detecgao
de todos os genes, mesmo apés 50 ciclos de congelamento/descongelamento,
porém os genes N, E e RdRp apresentaram diferenga significativa de valores

apo6s 30 ciclos.
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Tabela 7 - Valores de CTs obtidos para amostras de SARS-CoV-2, extraidas

com reagente desenvolvido ou com QuickExtract (QE) armazenado em

diferentes condicdes.

Amostra A (CT > 30,0)

Reagente QE
Reagente QE Reagente QE
Condicgao Gene Gene
GeneN | GeneN | GeneE | GeneE
RdRp 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)
Reagente QE
Reagente QE Reagente QE
Condicgao Gene Gene
GeneN | GeneN | GeneE | GeneE

RdRp 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. Condig&o: ciclos

de congelamento/descongelamento do reagente desenvolvido, usado para extragao

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 provavel carga viral baixa, apos extracao

com reagente desenvolvido em diferentes condi¢ées de armazenamento.
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Figura 28 - Valores de CT dos genes N, E e RdRp de uma amostra de SARS-CoV-2, com provavel carga viral alta, apos extragao

com reagente desenvolvido em diferentes condi¢ées de armazenamento.
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Em relagdo aos resultados obtidos com extragdo 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 avaliacdo do desempenho do reagente apds armazenamento em 24 °C
1 2 °C revelou que o reagente pode ser mantido a temperatura ambiente por até
7 dias, sem perda de eficiéncia. Apds esse periodo, observou-se redugcao nos
valores de CT, indicando redugdo de eficiéncia do reagente (Figura 29).
Comparando os resultados obtidos para o gene N, no tempo zero obteve-se um
CT de 22,73 £ 0,87. Apés 07 dias, as amostras foram reextraidas com reagente
mantido em temperatura ambiente e o CT foi de 22,98 £ 0,45. Apds 14 dias, o
CT foi 24,57 £ 0,51, apds 21 dias, 25,73 £ 0,19 e apo6s 28 dias, 29,19 + 0,74.
Como observado, apds 7 dias ha um aumento significativo entre os CTs obtidos,

podendo impactar na analise realizada.

Figura 29 - Deteccédo do Gene N, de uma amostra de SARS-CoV-2 apés

extragdo com reagente desenvolvido armazenado em temperatura ambiente.
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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 Transferéncia de Tecnologia

O reagente desenvolvido foi transferido oficialmente pela Universidade
Federal de Juiz de Fora para a empresa Pi-Biotech Genética Avangada Ltda (Pi-
Biotech, CNPJ n° 41.940.548/0001-07), através através de documento de
transferéncia de tecnologia publicado no D.O.U. 187, de 01/10/2021 (Anexo C).
Atualmente o produto se encontra com venda e distribui¢do irrestrita no mercado
nacional como Reagente Para Pesquisa (R.U.O. Research Use Only), pela
empresa Nova Analitica Imp. Exp. Ltda (CNPJ n°® 67.774.679/0001-47) e pela
propria empresa que detém os direitors de produgao e comercializagao.

A pandemia de COVID-19 mostrou que o Brasil € muito dependente da
importacédo de insumos para realizagado de ensaios de biologia molecular, o que
torna a técnica ainda mais cara. A transferéncia dessa tecnologia foi um
importante passo e estimulo para ampliar o setor produtivo de reagentes e ativos
voltados a biotecnologia, biologia molecular e diagnostico no pais, incentivando

o Complexo Industrial de Saude do Brasil.

5.2 DESENVOLVIMENTO DE KIT DE DETECGCAO 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, varias formas do SARS-CoV-2
emergiram, com mutagdes que levaram ao aumento da transmissibilidade,
viruléncia e possiveis mudangas na resposta a diagndsticos, terapias e
imunidade. No entanto, a detecgcdo de outras variantes depende do
sequenciamento completo do genoma, uma técnica cara e demorada. Portanto,
se fazem necessarios ensaios rapidos de genotipagem para permitir
planejamento de agdes de epidemiologia, acompanhamento viral e agilidade no

processo de diagnédstico (Vohringer et al., 2021). Nesse contexto, a expertise
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para o desenvolvimento rapido de kits multiplex torna-se importantissima para o
manejo de crises como a ocorrida na pandemia. Ademais, o proprio produto (kit
multiplex com distingdo de variantes) € ferramenta bastante util para area de
epidemiologia e controle de variantes circulantes.

Apods a definicdo das variantes incluidas nesse estudo, as sequéncias
gendmicas foram obtidas do banco de dados da NCBI (National Center for
Biotechnology Information) (NCBI, 2023). Foram selecionadas as seguintes
sequéncias verificadas:

° Variante Delta: GenBank: MZ009823.1;
° Variante Gamma: GenBank: MW642250.1;
° Variante Omicron: GenBank: OP412163.1;

Diante das sequéncias gendmicas completas, a proteina spike foi
selecionada como alvo principal para o desenho de primers e sondas, ja que é a
proteina com mais mutacdes especificas para as variantes (Hao et al., 2020;
Yan-Rong et al., 2020). Os genomas das variantes foram copiados e as analises
comparativas por alinhamento das sequéncias em um nivel basico foram feitas
no Clustal Omega, obtendo um resultado indicativo de todas as diferencas entre
as sequéncias (Brown et al., 2017; Tombuloglu et al., 2021).

Para a variante Delta, foi selecionada a mutacdo P618R, uma mutagao
caracteristica dessa variante. A sonda designada deve se anelar na sua
sequéncia para permitir a especificidade na identificacdo desta variante (Saito et
al., 2022).

Para a variante Gama, foi selecionada a mutagao especifica K417N/T.
Assim como na Delta, a sequéncia complementar a mutacéo selecionada deve
estar contemplada na sonda, para aumentar a especificidade de deteccgao.

Ja para a Omicron, devido a grande quantidade de mutacdes e
subvariantes, foi selecionada uma mutagao que estivesse presente no maximo
possivel de subvariantes. Por isso, a mutagao G339D foi selecionada sendo
presente nas subvariantes BA1, BA4, BAS e BQ1.1 (Cao et al., 2022).

Apo6s a definicdo das mutagdes para o design das sondas, o programa
Primer-Blast foi utilizado para obtengéo dos primers forward e reverse de cada
variante, excluindo-se a regiao das sondas. Além das trés variantes, foi realizado
o desenho de primers e sonda para o gene RdRp, que é comum a todas as

variantes. A sequéncias dos primers e sondas desenvolvidos ndo serao



104

fornecidas, pois também é um produto passivel de transferéncia de tecnologia e
sua publicagao inviabilizaria este processo, mas suas carcateristicas gerais séo

apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8 — Caracteristicas dos primers e sondas desenvolvidos para

elaboracgao do kit multiplex de RT-qPCR.

Item Caracteristica Variante Variante Variante RdRp
Delta Gama Omicron
Primer Tamanho 21 20 24 22
Forward Tm 59,33 59,17 59,25 59,0
%CG 52,38 50,00 41,67 54,50
Primer Tamanho 22 20 22 27
Reverse 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
Fluoréforo FAM HEX Cy5 ROX
Quencher BHQ-1 BHQ-1 BHQ-3 BHQ-1

A formacao de hairpins e dimeros entre primers e sondas de PCR é um
fendbmeno indesejado que pode ocorrer durante a reagdo de amplificagdo em
PCR, pois podem prejudicar a eficiéncia e especificidade da reagao. Um hairpin
€ uma estrutura secundaria de DNA que se forma quando uma sequéncia
complementar de bases em uma unica fita do DNA forma um par de bases com
outra sequéncia complementar na mesma fita, criando uma estrutura em forma
de alga (hairpin). 1sso ocorre quando uma sequéncia palindrémica esta presente
no primer ou sonda, ou quando ocorre uma repeticdo inversa (Meagher et al.,
2018; Nybo, 2009). Os dimeros de primers e sondas sao estruturas que se
formam quando dois primers ou uma sonda se ligam entre si através de suas
regides complementares, o que prejudica a ligagao ao alvo desejado. Esses
dimeros podem ocorrer durante a etapa de hibridizacao, onde primers e sondas

se ligam a sequéncia alvo complementar. Quando dimeros se formam, eles
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podem servir como iniciadores nao especificos para a reacéo de PCR, levando
a amplificagcdo ndo especifica e a diminuicdo da especificidade da reacao
(Meagher et al., 2018; Nybo, 2009). A formacéo de dimeros e harpins pode ser
evitada utilizando analise in silico das sequéncias, indicada pela energia (AG) de
formacao.

Valores de AG maiores -9,0 kcal/mol (mais positivos) indicam que a
estrutura secundaria ndo se formara (IDT, 2023b). A analise in silico dos primers
e sondas propostas foi realizada através dos softwares OligoAnalyzer v.3.1 e
NetPrimer (IDT, 2023b; NetPrimer, 2023). Apods o ajuste de posicionamento, néo
foi encontrado nenhum valor acima de 9,0 kcal/mol para a formagao de hairpins
(Tabela 9) e dimeros (Tabela 10), indicando boa estabilidade das estruturas no
meio reacional.

As sequéncias ainda foram analisadas com o Blastn para avaliar a ligag&o
cruzada com outros alvos e todos os resultados mostraram 100% de ligagao a

variante correspondente e 0,0% de ligagéo as correspondéncias humanas.

Tabela 9 - Analise in silico da formacao de hairpins para as sequéncias de

primers e sondas propostas.

Sequéncia Valor em kcal/mol (AG)
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
Omicron — Primer Forward -0,81
Omicron — Primer Reverse -3,10
Omicron — Sonda 2,59
RdRp — Primer Forward -0,10
RdRp — Primer Reverse 0,17
RdRp — Sonda 3,12
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Tabela 10 - Analise in silico da formacao de autodimeros e heterodimeros entre as sequéncias de primers e sondas propostas.

Primer Primer | Primer | Primer | Primer Primer
Primer Primer F Sonda | Sonda | Sonda | Sonda
F . F R R R R "
F Delta Omicron . Delta | Gama | Omicron | RdRp
Gama RdRp | Delta | Gama | Omicron | RdRp
Primer F
-7,05 -6,69 -4 95 -3,89 -5,09 -8,78 -5,24 -8,03 -3,61 -6,79 -7,74 -5,09
Delta
Primer F
-6,69 -6,34 -4,95 -3,61 -8,57 -5,09 -5,09 -6,69 -3,61 -3,53 -6,21 -4.67
Gama
Primer F
. -4,95 -4,95 -6,3 -6,82 -6,47 -4,89 -5,24 -4,95 -4,95 -6,61 -3,89 -6,24
Omicron
Primer F
-3,89 -3,61 -6,82 -5,38 -5,02 -5,38 -6,59 -4,89 -3,61 -3,89 -6,21 -4,41
RdRp
Primer
-5,09 -8,57 -6,47 -5,02 -3,03 -7,04 -7,04 -5,50 -3,14 -5,02 -8,16 -5,09
R Delta
Primer
-8,78 -5,09 -4.89 -5,38 -7,04 -7,05 -8,38 -6,69 -3,14 -5,24 -5,09 -6,57
R Gama
Primer
R -5,24 -5,09 -5,24 -6,59 -7,04 -8,38 -8,38 -6,69 -3,42 -6,58 -5,25 -6,60

Omicron
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Primer

-8,03 -6,69 -4,95 -4,89 -5,5 -6,69 -6,69 -6,34 -3,61 -5,23 -5,84 -3,53
R RdRp
Sonda
-3,61 -3,61 -4,95 -3,61 -3,14 -3,14 -3,42 -3,61 -5,36 -3,42 -6,21 -4.75
Delta
Sonda
-6,79 -3,53 -6,61 -3,89 -5,02 -5,24 -6,58 -5,23 -0,34 -4.85 -8,56 -7,95
Gama
Sonda
" -7,74 -6,21 -3,89 -6,21 -8,16 -5,09 -5,25 -5,84 -6,21 -8,56 -3,14 -8,53
Omicron
Sonda
T -5,09 -4.67 -6,24 -4.41 -5,09 -6,57 -6,6 -3,53 -4.75 -7,95 -8,53 -6,01
p

Onde, os valores apresentados correspondem a AG, em kcal/mol.
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5.2.2 Otimizagao do sistema PCR

5.2.2.1 Determinagdo da quantidade de amostra em ensaio de PCR

A quantidade de acido nucleico presente em uma reacdao de PCR
desempenha um papel critico na eficiéncia e na precisdao da amplificagdo. A
concentracao de acido nucléico pode influenciar diretamente o limite de deteccao
do ensaio, a reprodutibilidade dos resultados e até a ocorréncia de alguns
problemas, como amplificagdo inespecifica e inibicao da reagéo (Schrader et al.,
2012). Assim, a definicdo de uma faixa ideal de concentragédo de acido nucleico
€ essencial para garantir a robustez e a confiabilidade da metodologia
empregada.

Quantidades muito baixas de amostra podem resultar em um sinal fraco
ou indetectavel, especialmente em amostras com baixa carga viral ou baixa
abundancia do alvo. Por outro lado, uma concentracdo excessiva de acido
nucleico pode saturar a reacao, levando a outros problemas. Um dos problemas
mais comuns € a inibicdo da polimerase, fenbmeno que pode ser causado por
componentes presentes na prépria amostra, como proteinas, sais,
polissacarideos ou outros contaminantes co-extraidos (Schrader et al., 2012).
Isso pode resultar em amplificagao ineficiente e, consequentemente, no aumento
do valor de CT ou até na completa falha da reacdo. Além disso, quantidades
elevadas de material genético podem favorecer a amplificacdo de produtos
inespecificos devido a ligagdo nao especifica dos primers a sequéncias
homodlogas presentes na amostra.

A presengca de DNA gendmico residual em amostras de RNA pode
comprometer a especificidade de ensaios de RT-qPCR, especialmente quando
o alvo € RNA viral (Schrader et al., 2012). De acordo com Hashemipetroudi e
colaboradores (2018) a contaminagédo por DNA gendmico é um problema
inerente durante a extracdo de RNA devido as propriedades fisicas e quimicas
semelhantes do DNA e RNA. Essa contaminacao pode resultar em amplificacéo
nao especifica, influenciando negativamente a precisao dos resultados de RT-
gPCR.
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Portanto, a padronizagdo da quantidade de acido nucleico na reagao de
PCR deve ser realizada com base em uma validagao rigorosa, considerando
tanto a sensibilidade do método quanto a possibilidade de inibicéo.

A anadlise da quantidade de amostra na rea¢ao de PCR frente aos primers
desenvolvidos demonstrou que 0 aumento na concentragcdo de material genético
provoca uma perda de sensibilidade do método, ja que os valores de CT obtidos
sao maiores do que quando comparados com as reagbes nas mesmas
condicbes e menor quantidade de amostra. Na Figura 30 observa-se a
amplificagao direcionada pelos primers de cada alvo na presenga de quantidade

diferente de acidos nucleicos.

Figura 30 — Avaliagdo da quantidade de amostra nas reagdes de PCR

com os primers desenvolvidos.
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Fonte: elaborado pela autora (2025).

Os valores de CT obtidos (Tabela 11) para todos os alvos indicam que
em concentragdes menores de material genético, a reacdo de PCR ocorre com
maior facilidade. O aumento de CT observados nas concentragdes de 25 ng
indicam que o excesso de amostra pode de fato ser interferente para que a

reacao de PCR ocorra.
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Tabela 11 — Valores de CT obtidos na determinagao da concentracao ideal de

amostra para reagao com os primers desenvolvidos.

Alvo Valores de CT por concentracao de amostra

[1=15ng [1=25ng
DELTA n= n= n=3 | Média(*DP) ([n=1| n=2 | n=3 | Média (x DP)
17,17 | 17,22 17,3 | 17,20 (£ 0,05) | 20,56 | 20,71 | 20,68 | 20,65 (+ 0,06)

[1=15ng [1=25ng
OMICRON | n= n= n=3 | Média(*DP) |[n= n= n =3 | Média (* DP)
13,75 | 13,84 | 13,81 |13,80(x0,03) |17,54| 17,55 | 17,54 | 17,54 (+ 0,01)

[1=15ng [1=25ng
GAMA n= n= n=3 | Média(*DP) | n= n= n =3 | Média (* DP)
23,52 | 24,44 | 23,61 |23,98 (+0,39) (25,48 | 25,43 | 34,18 | 28,36 (+ 3,88)

[1=15ng [1=25ng
RdRp n=1| n=2 n=1 Média (* DP) | n= n= 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 padrao

A diluicdo da amostra, quando necessaria, pode ser uma estratégia
eficiente para mitigar efeitos inibitérios, garantindo que a amplificagado ocorra de
forma especifica e eficiente (Schrader et al., 2012; Wei; Lu; Clover, 2008). No
caso do ensaio com os primers da variante gama, observou-se grande variagao
de CT em maior concentracdo da amostra, mostrando o risco de inibicdo e
possibilidade de resultados equivocados, em especial em amostras de baixa
carga viral. Dessa forma, a adequagdo da concentragdo das amostras n&o
apenas melhora a performance do ensaio, mas também aumenta a
confiabilidade dos resultados, aspecto essencial para aplicagdes diagnosticas e
de pesquisa.

Sendo assim, para a realizagdo dos ensaios posteriores, ficou
determinadas a utilizagado de concentragéo 6tima de 15 ng de acido nucléico por

reacao.
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5.2.2.2 Otimizagéo da concentragao de primers na PCR

A otimizagdo da concentracdo de primers em ensaios de PCR é
importante pois quanto maior a concentragdo de primers na reagado, maior a
chance deles se associarem entre si e/ou em regides inespecificas. Por outro
lado, baixas concentracbes de primers podem gerar pouca quantidade de
amplicon, diminuindo a sensibilidade do ensaio. Na PCR em tempo real, a
otimizagao da concetragao dos primers, visa diminuir o CT e a auséncia de picos
multiplos na curva de melting (Green; Sambrook, 2018).

O ensaio de otimizagcdo da concentragdo dos primers demonstrou
resultados satisfatorios, garantindo uma amplificagéo eficiente e reprodutivel dos
alvos analisados. Todas as curvas de amplificacdo apresentaram perfis
caracteristicos adequados, com valores de CT consistentes entre as repeticoes,
indicando alta robustez dos ensaios.

A avaliagao das concentragdes de primers testadas (100, 200, 400, 600 e
800 nM) permitiu identificar a melhor condigdo para cada alvo, considerando
tanto a eficiéncia da reacao quanto a redugao de amplificagcdes inespecificas e
formacao de dimeros de primers. Os resultados obtidos foram corroborados
pelas curvas de melting, que indicaram alta especificidade das amplificagdes,
sem sinais significativos de produtos indesejados.

Para o alvo RdRp, embora o nivel de fluorescéncia (ARn) tenha sido
semelhante, os CT variaram entre as concentragdes analisadas (Figura 31). A
reagao ocorreu melhor com a concentragao de primer igual a 100 nM (Tabela
12), uma vez que essa concentragao apresentou menor CT entre as triplicatas.
Nas concentracdes de 200, 400, 600 e 800 nM foi observado aumento de CT,
sendo que os maiores CTs foram observados para as concentragdes de 200 e
800 nM. A curva de melting apresentou pico unico para todas as concentragcdes
testadas, indicando que os primers nao formaram dimeros ou ligagdes
inespecificas, como previsto no ensaio in silico (Juul et al., 2022).

Ja para o alvo da variante Gama, a reacdo ocorreu melhor com a
concentracao de primer igual a 200 nM (Tabela 12), uma vez que apresentou
menor CT entre as triplicatas. As reagdes funcionaram com as concentragdes de
400 e 600 nM, porém uma das réplicas da triplicata de 100 nM n&o apresentou

amplificacdo e nenhuma réplica funcionou na concentracdo de 800 nM,
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sugerindo que tanto o acumulo quanto a falta de primers comprometeu a reagao
da PCR. Como observado na figura 31, a curva de melting apresentou pico unico
para todas as concentracdes testadas, indicando que os primers nao formaram

dimeros ou ligagdes inespecificas mesmo na concentragao de 100 nM (a qual
nao amplificou satisfatoriamente).

Figura 31 — Curvas de amplificagdo e curvas de melting de diferentes

concentragdes dos primers dos alvos RdRp e Gama desenvolvidos.
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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 otimizacao na

concentracao de primers.

[1 primers nM n=1 n=2 n= Média (* DP)
100 14,31 14,18 | 14,16 14,22 (+ 0,06)
RdRp 200 2462 | 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)
[] primers nM n=1 n= n= Média (* DP)
100 ND 36,13 | 34,08 -
Gama 200 2494 | 24,71 | 24,83 24,83 (+ 0,08)
400 2764 | 27,71 | 27,95 27,77 (£ 0,12)
600 32,11 | 31,18 | 31,33 31,54 (£ 0,38)
800 ND ND ND -
[1 primers nM n=1 n=2 n= Média (* DP)
100 26,62 | 26,99 | 26,93 26,85 (+ 0,15)
Delta 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 -
[1 primers nM n=1 n=2 n=3 Média (* DP)
100 31,25 | 31,02 | 30,55 30,94 (+ 0,26)
®micron 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 = N&o Detectado. DP = Desvio padrao.

Para o alvo das variantes Delta e Omicron, as reagées ocorreram melhor
com a concentragdo de primer igual a 600 nM (Figura 32), j4 que essa

concentracao apresentou menor CT entre as triplicatas. As reagdes funcionaram
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para todas as concentragdes analisadas, mas houve aumento no valor do CT. A
curva de melting apresentou pico unico para todas as concentragdes testadas,
indicando que os primers n&do foram dimeros ou ligagbes inespecificas (Sint;
Raso; Traugott, 2013).

A analise das curvas de amplificagao revelou alta reprodutibilidade entre
as repeti¢des, indicando que a padronizagao inicial da amostra controle foi eficaz
na minimizagao de variagdes experimentais. A inclusao de controles positivos e
negativos validou a confiabilidade dos dados, confirmando a auséncia de

contaminagao cruzada e a robustez do ensaio.

Figura 32 — Curvas de amplificagao e curvas de melting de diferentes

concentracdes dos primers dos alvos Delta e Omicron desenvolvidos.
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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 possivel determinar a concentragao
otima de primers para cada alvo.
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5.2.2.3 Otimizagéo da relagdo primer - sonda

A otimizacao da proporg¢ao de primers e sondas € um aspecto critico no
desenvolvimento de ensaios de PCR, especialmente em testes multiplex. Em
geral, a proporgao entre primers e sondas € estabelecida em 2:1, ou seja, a
concentracdo dos primers costuma ser aproximadamente o dobro da
concentragcédo da sonda. Essa proporgao busca garantir a maxima eficiéncia da
reacdo, promovendo a amplificacdo especifica do DNA ou cDNA alvo sem
comprometer a deteccao do sinal fluorescente (Bookout et al., 2003; Heid et al.,
1996; Ma et al., 2024; Zhang et al., 2024).

No entanto, essa relacdo pode variar dependendo de diversos fatores. A
estabilidade da ligacdo entre os primers e a fita-alvo pode exigir ajustes na
concentragéo, por exemplo. Primers com menor eficiéncia de ligacdo podem
necessitar de concentracbes mais elevadas para garantir a amplificacao
adequada (Hindson et al., 2011). Outro fator importante € a temperatura de
anelamento dos primers e sondas. Se houver diferengas significativas na
temperatura de anelamento, pode ser necessario ajustar suas concentragdes
para otimizar a eficiéncia da reacdo. Além disso, em reagdes multiplex, onde
multiplos primers e sondas competem pelos reagentes, a concentragéo pode
precisar de ajustes para evitar amplificagbes preferenciais de determinados
alvos (Bustin, 2009; Juul et al., 2022; Zhang et al., 2024).

Sendo assim, a otimizacao da concentragao de sondas e seus respectivos
primers €& fundamental para garantir amplificagao eficiente e especifica no
sistema de sondas de hidrdlise. Para isso, diferentes combinagcdes de primers e
sondas foram avaliadas, com concentracdes variando entre 100 nM e 600 nM
para primers e entre 50 nM e 250 nM para sondas, mantendo constantes os
demais reagentes da reacéo.

Os resultados obtidos (Tabela 13) evidenciam que a escolha da
concentragcédo 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 concentragao de primers e sondas foi de 100:50, pois apresentou melhor
valor médio de CT e menor variagao entre as réplicas. O conjunto de primers e
sondas desse alvo engloba uma regidao mais conservada do RNA do SARS-CoV-

2, sendo possivel escolher uma sequéncia que confere maior estabilidade a
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triade (Juul et al., 2022). Nas demais concentragdes testadas, observou-se um
aumento significativo de CT e diversas amostras sem amplificagdo (ND). Além
disso, algumas amostras apresentaram um elevado desvio padréo entre a
triplicata, indicando dificuldade de resposta na presenca de diferentes cargas
virais.

O alvo da variante Gama apresentou melhor eficiéncia na proporgao de
200:250 (primers:sonda), pois apresentou valor médio de CT mais baixo e menor
variacédo entre as réplicas. Também foram observados grande quantidade de
resultados nao detectados e elevado indice de variagao entre as triplicatas em
outras proporgdes. Esse foi o unico alvo em que a concentragdao de sonda foi
superior a concentracao de primer. Isso pode ser devido ao fluoréforo e quencher
da sonda. Estudos anteriores mostram que a eficiéncia da sonda pode ser
afetada por seu fluordforo e quencher, impactando a relagao ideal entre primers

e sondas para garantir um bom sinal de detecc¢ao (Bustin, 2009).
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Tabela 13 — Valores de CT obtidos na determinacao da melhor proporcédo de concentragao de primer:sonda para cada alvo.

[] [] Sonda nM
Alvo primers Média * Média * Média Média *
50 100 200 250
nM DP DP + DP DP
25,0+ 28,3 + 31,3+ 355+
100 26 | 25| 24 27 | 29 | 29 33 (30| 31 ND | 36 | 35
0,67 0,89 1,11 0,50
32,7 31,7 33,7
200 ND ND| ND - 34 | 31 | 33 32 |32 31 34 | 33 | 34
1,11 0,44 0,44
RdRp
24,7 31,7 £ 33,7+ 30,0 +
400 25|27 | 22 33 | 31 | 31 32 |34| 35 30 | 31 | 29
1,77 0,89 1,11 0,67
24,7 31,7 £ 33,7 % 30,0 +
600 26 |24 | 24 33 | 31 | 31 32 |35| 34 30 | 31 | 29
0,89 0,89 1,11 0,67
33,3+ 34,3 + N
100 30 |34 | 36 33 | 34 | 36 ND ND - ND | ND | 31 -
2,22 1,11 D
32,3+ 34,7 + 29,0 £
200 30 33| 34 34 | 31 | 39 ND | 31| ND - 29 | 29 | 31
1,56 2,89 0,89
Gama
35,0+ 36,7 + 33,3+
400 34 |36 | ND ND | 39 | ND - 33 [35| 39 32 | 32 | 36
1,00 2,22 1,78
38,0 + 33,3+ 37,0
600 36 [IND| 40 ND | 35 | 38 - 31 (30| 39 36 | 36 | 39
2,00 3,77 1,33
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35,0 + 34,7 +
100 ND| 34 | ND - 31| 38 | ND - 35 |34 | 36 30 | 34 | 40
0,67 3,56
34,0 + 34,7 +
200 31132| ND - 30 | 33 | ND - 32 |33]| 37 29 | 36 | 39
2,00 3,78
Delta
31,0+ 34,3 + 31,3+
400 3024 | 39 29 | 35 | 39 30 ({33 31 31 | 34 |ND -
5,33 3,56 1,11
33,3+ 34,0 +
600 ND |ND| ND - 31 | 33| 36 30 |34| 38 32 | 31 | ND -
1,77 2,67
34,67 + 35,7 + 34,7 +
100 33[132| 39 34 |ND | 40 - 33 |36| 38 30 | 34 | 40
2,89 1,78 3,56
34,7 + 34,3 +
200 ND| 32 | ND - 33 | 33 | 38 33 |33]| 37 30 | 33 | ND -
. 2,22 1,78
Omicron
34,67 +
400 34 31| 39 36 | 36 | ND - 31 |33| ND - 29 | 32 | ND -
2,89
32,0+ 32,7 +
600 ND |ND| ND - 33 | 35 | ND - 30 32| 34 30 | 32 | 36
1,33 2,22

Onde: ND = N&o Detectado. DP = Desvio padrao.

Negrito: propor¢ao que resultou em menor valor de CT dentro do alvo.
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Ja o alvo da variante Delta apresentou melhor eficiéncia na proporg¢ao de
400:200 (primers:sonda), pois apresentou melhor valor médio de CT e menor
variagao entre as réplicas. Em propor¢coes menores e maiores foi observado
grande quantidade de resultados nao detectaveis e grandes variagcdes entre os
CT. Resultado semelhante foi observado com o alvo da variante Omicron, que
apresentou a melhor eficiéncia na propor¢ao de 600:200 (primers:sonda), pois
apresentou melhor valor médio de CT e menor variagao entre as réplicas.

Em geral, concentragbes muito baixas de sondas (50 e 100 nM)
resultaram em um sinal de fluorescéncia fraco, exceto para o alvo RdRp,
aumentando os valores de CT e reduzindo a robustez da detecgcdo. Ja
concentragdes elevadas (250 nM) acabaram aumentando os valores de CT e
gerando ruidos que podem dificultar a interpretacédo dos resultados.

As proporgdes selecionadas garantiram amplificagdes consistentes, com
fluorescéncia bem definida e auséncia de amplificagao inespecifica. A incluséo
de controles negativos refor¢gou a confiabilidade dos dados, confirmando que as
condicbes otimizadas minimizaram artefatos e potenciais fontes de erro
experimental. Além disso, a analise das curvas de amplificagdo mostrou que
todas as amostras apresentaram perfis de amplificacdo caracteristicos, sem
desvios inesperados, indicando que as reagdes foram conduzidas sob condigdes
ideais.

A partir desses achados, foi possivel estabelecer um protocolo otimizado
para a deteccado dos alvos por RT-gPCR utilizando o sistema de sondas de
hidrélise. Esse refinamento foi essencial para garantir que a multiplexagao

subsequente fosse realizada de maneira equilibrada.

5.2.2.4 Determinacéo 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 amplificacdo cruzada entre variantes.

Em relagdo aos alvos especificos para as variantes Gama, Delta e
Omicron, os primers e sondas apresentaram amplificacdo apenas para suas

respectivas amostras correspondentes, sem amplificacdo em amostras de outras
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variantes. Esses resultados confirmam a especificidade dos oligonucleotideos,
reduzindo o risco de deteccio inespecifica ou falso-positivos.

A analise das curvas de amplificacdo evidenciou perfis caracteristicos
bem definidos para cada alvo, sem sinais de amplificagao tardia ou ruidos que
pudessem comprometer a interpretacdo dos resultados (Figuras 33, 34 e 35).
Além disso, os controles negativos nao apresentaram sinais de amplificagéao,
reforgando a confiabilidade dos testes.

Na analise dos primers e sonda para a variante Delta, foi observada
curvas de amplificagao (Figura 33A) para as cinco amostras selecionadas no
periodo correspondente a circulagao da variante no Brasil. Ja para as amostras
selecionadas no periodo correspondente de circulagdo das variantes Gama
(figura 33B) e Omicron (figura 33C), ndo foi observada amplificagdo para

nenhuma amostra.

Figura 33 — Ensaio de especificidade dos primers e sonda desenvolvidos para

a variante Delta.

A Cuna e Amplitcag 2o
Curva de Amplificagao B
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Onde: A — Curvas de amplificagdo com amostras correspondentes ao periodo de
circulagao da variante Delta no Brasil; B - Auséncia de curvas de amplificacdo com
amostras correspondentes ao periodo de circulagdo da variante Gama no Brasil; C -
Auséncia de curvas de amplificacdo com amostras correspondentes ao periodo de
circulacdo da variante Omicron 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 Omicron. Cada conjunto de primers e sonda apresentou
curvas de amplificacdo (Figuras 34A e 35A) somente para as amostras
selecionadas nos periodos correspondentes ao periodo de circulagdo das
variantes. A analise das outras amostras ndo apresentou curva de amplificacéo
(Figuras 34B, 34C, 35B e 35C).

Figura 34 — Ensaio de especificidade dos primers e sonda desenvolvidos para
a variante Gama.

A Curva de Amplificagao B . el

C Curva de Ampiificag 20

Cicio

Legenda: A — Curvas de amplificagdo com amostras correspondentes ao periodo de
circulagdo da variante Gama no Brasil; B - Auséncia de curvas de amplificagdo com
amostras correspondentes ao periodo de circulagdo da variante Gama no Brasil; C -
Auséncia de curvas de amplificacdo com amostras correspondentes ao periodo de
circulacdo da variante Omicron no Brasil.

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

A validacdo da especificidade dos primers € um passo essencial no
desenvolvimento de sistemas de PCR, pois garante a confiabilidade do ensaio e
a seguranca na deteccdo do alvo desejado. Em sistemas multiplex, onde
multiplos primers e sondas sao utilizados simultaneamente, a verificacdo da
especificidade torna-se ainda mais critica para evitar interagdes indesejadas e
amplificacdo inespecifica. A auséncia de reatividade cruzada entre os alvos
testados confirma a adequagdo dos oligonucleotideos para aplicagdo em

deteccdo molecular de alta precisdo e reforgam a viabilidade do protocolo
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proposto para a vigilancia epidemioldgica e monitoramento das variantes do
SARS-CoV-2 (Dikdan et al., 2022; Pelegri-Martinez et al., 2022; Dikdan et al.,
2022).

Figura 35 — Ensaio de especificidade dos primers e sonda desenvolvidos para

a variante Omicron.

A Curva de Amplificagao B Cunva ds Ampiltcag20
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Legenda: A — Curvas de amplificagcdo com amostras correspondentes ao periodo de
circulagdo da variante Omicron no Brasil; B - Auséncia de curvas de amplificagdo com
amostras correspondentes ao periodo de circulacdo da variante Gama no Brasil; C -
Auséncia de curvas de amplificagcdo com amostras correspondentes ao periodo de
circulagao da variante Delta no Brasil.

Fonte: Elaborado pela autora (2025).
5.2.3 Multiplexagao do sistema PCR

O desenvolvimento de um sistema de PCR em tempo real com sondas de
hidrolise para a deteccdo simultanea de multiplas variantes do SARS-CoV-2
representou um desafio técnico significativo. A abordagem metodologica
adotada neste estudo baseou-se na multiplexagao progressiva dos alvos RdRp,
Delta, Omicron e Gama, assegurando um processo de otimizacdo gradual,
controlado e tecnicamente rigoroso. Esse tipo de estratégia tem sido
amplamente adotado em estudos recentes para identificacdo de variantes do
SARS-CoV-2, utilizando abordagens de multiplexagdo em tempo real (Dikdan et
al., 2022; Juul et al., 2022).
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A etapa inicial concentrou-se na padronizacdo do ensaio em formato
duplex, incorporando os alvos RdRp — gene conservado comumente utilizado
como controle de presenca do virus — e a mutacao caracteristica da variante
Delta. A partir dos parametros estabelecidos no ensaio singleplex (item 5.2.2.3),
foi implementada uma redugéo de 20% nas concentragdes de primers e sondas,
visando a mitigacdo de competicdo entre alvos e a diminuicdo de ruidos de
fluorescéncia. Estratégias similares de ajuste de concentracdo de
oligonucleotideos sdo descritas na literatura como cruciais para manter a
eficiéncia em ensaios multiplex sem perda de sensibilidade (Juul et al., 2022).

Nos testes realizados com 10 amostras clinicas positivas e selecionadas
no pico de circulacdo da variante Delta, os valores médios de CT foram de 28,63
1 5,3 para RdRp e 29,7 + 4,6 para Delta (Tabela 14). A variagdo observada deve-
se a natureza clinica das amostras, que apresentaram diferentes cargas virais.
Uma amostra nao apresentou amplificacdo para nenhum dos dois alvos,
possivelmente em decorréncia do tempo de armazenamento ou carga viral
extremamente baixa.

O ensaio duplex foi entdo aplicado as amostras de variantes nao
correspondentes, com o objetivo de avaliar a especificidade dos
oligonucleotideos. A analise das 10 amostras provavelmente positivas para
variante Gama nao mostrou curva de amplificacao 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).

Ja para as amostras provavelmente positivas para a variante Omicron,
observou-se a amplificacdo para duas amostras no alvo Delta, porém os CT
foram elevados (38 e 41), podendo ser correspondetes a alguma amplificagao
inespecifica. Para o alvo RdRp, duas amostras nao apresentaram amplificagcao
e as demais tiveram valores médio de CT de 32,6 + 3,1 (Tabela 14).

A etapa seguinte consistiu na adigdo sequencial dos alvos relacionados
as variantes Omicron e Gama. Inicialmente, a inclusdo do alvo Omicron foi
realizada com redugao de 20% da proporgao de primers e sondas previamente
testada.

Os testes em 10 amostras clinicas 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 detecgao para
Omicron. Das 10 amostras analisadas, 2 delas ndo apresentaram amplificacéo

para os alvos RdRp (Tabela 15).

Tabela 14 — Valores de CT obtidos no sistema duplex RdRp e Delta.

Amostra: provavelmente DELTA

N 112,34 |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 11234 |5]6]7]8/ 9] 10 Média = DP

Delta |ND|ND|ND|ND |[ND|ND|ND|ND |ND|ND -

RdRp 34134 (33|29 24|33|36|35 (32|34 32,4+x2,4

Amostra: provavelmente OMICRON

N 11234 |5]6]7]8/ 9] 10 Média = DP

Delta |[ND|[ND|ND|ND |[ND|41|ND|ND |ND| 38 39,6+1,5

RdRp |[ND |31 35|34 |28 |36|30| 38 |29 |ND 32,6 +3,1

Onde: ND = Nao Detectado; DP = Desvio padrao.

A analise das 10 amostras provavelmente positivas para variante Gama
nao mostrou curva de amplificagdo para o alvo Delta e nem para o Omicron. Para
o alvo RdRp, os valores médios de CT foram 29,9 + 2,7 (Tabela 15).

Ja para as 10 amostras provavelmente positivas para a variante Omicron,
observou-se a amplificacdo para duas amostras no alvo Delta. Como essas
amostras também n&o apresentaram amplificagdo para o alvo Omicron,
provavelmente sejam de fato amostras da variante Delta, que ainda circulavam
na transicdo para o periodo epidemiolégico de Omicron. Duas amostras também
nao amplificaram no alvo RdRp, provavelmente por serem amostras com baixa
carga viral, j4 que a amplificagdo delas para o alvo da Omicron, apresentaram
altos valores de CT. As demais amostras apresentaram valores médios de CT
de 28,6 + 2,2. Para o alvo Omicron, os valores médios de CT foram de 30,8 +
5,0.
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No ensaio quadriplex final, com todos os quatro alvos simultaneos,
observou-se manutencao 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 nao foram observadas

amplificacdes nos alvos Omicron e Gama (Tabela 16).

Tabela 15 — Valores de CT obtidos no sistema triplex RdRp, Delta e Omicron.

Amostra: provavelmente DELTA

N 112|345 |6/|7|8]| 9 |10 Média=DP
Delta 26 (2831|3427 |27 28|25|26|28| 28+18
RdRp ND | 3437|3522 |ND|32|23|22|26| 28,8+5,6

Omicron ND [ND|ND | ND| ND |[ND|ND|ND|ND [ND

Amostra: provavelmente GAMA

N 112|345 |6|7|8] 9 |10| Média+xDP
Delta ND [ND|ND | ND| ND [ND|ND|ND|ND |ND -
RdRp 30 135|128 |23|27|28|34,30|34|30| 29,9+2,7

Omicron ND [ND|ND | ND| ND [ND|ND|ND|ND |ND

Amostra: provavelmente OMICRON

N 112|345 |6|7|8] 9 |10| Média+DP
Delta ND [ND|{ND |ND| ND | 37 [ND|ND|ND | 38
RdRp 30 126 30|26 | ND| 292531 |ND|32| 28,622

Omicron 26 |26 136 |25| 38 |[ND| 26|32 |37 |[ND| 30,8+5,0

Onde: ND = N&o Detectado; DP = Desvio padrao.

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
ndo foram observadas amplificacdes para os alvos Omicron e Delta. Uma
amostra nao 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

Omicron, no sistema quadriplex também foi observada a amplificagdo 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 Omicron foi de

28,6 + 5,1. Uma amostra ndo amplificou para o alvo Omicron, sendo essa

amostra ja descrita anteriormente como possivel erro de selegcdo. Outra amostra

(nimero 10) apresentou amplificacdo para os alvos Delta e Omicron, mas

elevado CT (=41) para o Omicron, podendo ser alguma amplificagdo

inespecifica. Nenhuma amostra Omicron apresentou amplificacdo para Gama,

corroborando a especificidade do ensaio (Tabela 16).

Tabela 16 — Valores de CT obtidos no sistema quadriplex RdRp, Delta,

Omicron 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

Omicron 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+29

Omicron 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 OMICRON

N 1 2 3 | 4 5 6|7 |8 9 |10 Média + DP
Delta ND | ND | ND [ND| ND |38 | ND IND| ND |39 -
RdRp 33 |30 |30 |28 34 |30 26 |25 ND |36 30,2+2,7

Omicron 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 = Nao Detectado; DP = Desvio padrao;

Importante ressaltar que a inclusdo simultdnea dos quatro alvos nao

comprometeu significativamente a sensibilidade do sistema, que se manteve



127

dentro da faixa esperada para amostras clinicas com cargas virais variadas.
Além disso, a auséncia de amplificacdo cruzada entre os alvos especificos
reafirma a robustez e a especificidade da metodologia adotada.

A multiplexagdo em RT-qPCR exige um ajuste criterioso entre eficiéncia,
sensibilidade e especificidade. A estratégia de inclusdo sequencial adotada
permitiu identificar e mitigar interferéncias de forma progressiva, garantindo
melhor performance do sistema a cada etapa. A escolha por concentracoes
assimétricas de oligonucleotideos — notadamente as menores concentragdes
para o alvo RdRp — foi crucial para evitar competicéo por reagentes e reduzir a
formacgéao de dimeros, contribuindo para a estabilidade do sistema (Dikdan et al.,
2022; Juul et al., 2022).

Do ponto de vista da vigilancia genbmica, o ensaio quadriplex
desenvolvido representa uma ferramenta promissora, permitindo a triagem
molecular rapida e de baixo custo para variantes de preocupacéo. Tal ferramenta
pode ser particularmente util em contextos de vigilancia em saude publica, onde

o sequenciamento de todas as amostras nao é viavel.

5.2.3.1 Determinagé&o do limite de detecgdo

A avaliacao do limite de deteccéo dos primers e sondas especificos para
as variantes SARS-CoV-2 foi conduzida por meio da constru¢gdo de uma curva
padrao a partir de diluicbes seriadas do controle positivo 2019-ncov_n_positive
control (IDT), partindo de 2,0 x 10° até 2,0 x 10° cépias/uL, utilizando o kit
Allplex™ SARS-CoV-2 (Seegene) (Figura 36). Em seguida, foram selecionadas
amostras dos periodos correspondetes a circulacdo da variante Delta, Gama e
Omicron, cujos valores de CT se enquadravam na curva obtida na concentragéo
de 10* copias/uL. As amostras foram diluidas e analisadas para definir os limites

de deteccao de cada alvo.
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Figura 36 — Curva padrao e curvas de amplificacao obtidas com controle

positivo 2019-ncov_n_positive control
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Legenda: A — Curvas de amplificagao obtidas; B — Curva padrao obtida.

Fonte: elaborado pela autora (2025).

O alvo Delta apresentou curva padrdo com regressao linear de coeficiente
de determinacédo (R?) de 0,969, indicando uma correlagcéo satisfatoéria entre a
concentracdo de RNA alvo e os valores de quantificagdo (Figura 37). Apesar de
o valor de R? estar ligeiramente abaixo do ideal (=0,98), ele ainda pode ser
considerado aceitavel em ensaios exploratérios e em testes envolvendo alvos
virais com baixa estabilidade ou menor expressao relativa (Kuypers; Jerome,
2020; Taylor et al., 2019). O slope da curva foi de —2,831, o0 que corresponde a
uma eficiéncia de amplificacdo estimada em 125,5%. O valor negativo mais
acentuado do slope em comparacao ao ideal contribui para essa elevacdo na

eficiéncia observada.

Figura 37 — Ensaio de limite de deteccao do alvo Delta.
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Legenda: A — Curva padrao obtida; B — Curvas de amplificacéo obtidas.

Fonte: elaborado pela autora (2025).
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A curva padrdao gerada para o alvo RdRp apresentou coeficiente de
determinacao (R?) de 0,97, valor que demonstra uma alta correlagao linear entre
a concentracdo de RNA e os valores de ciclo de quantificagdo (Figura 38).
Segundo as MIQE Guidelines (Bustin et al., 2009), valores de R? acima de 0,98
sao ideais, mas valores superiores a 0,95 ainda sao considerados aceitaveis em
condicbes experimentais reais, especialmente quando se utilizam multiplas
diluigdes em triplicata. Portanto, o R? observado é satisfatorio e indica boa
reprodutibilidade dos dados. O slope da curva foi de —2,729, resultando em uma
eficiéncia de amplificacédo de 132,5% (Figura 38), novamente indicando uma
curva com slope mais negativo que o ideal, refletindo amplificacdo mais
acelerada. A eficiéncia de amplificagéo superior a 130% observada pode estar
relacionada a alta afinidade dos primers ou a presenca de artefatos técnicos,

conforme discutido por Lippi e colaboradores (2020).

Figura 38 — Ensaio de limite de detecgao do alvo RdRp.
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Onde: A — Curva padrao obtida; B — Curvas de amplificagao obtidas.

Fonte: elaborado pela autora (2025).

A curva padrdo gerada para o alvo especifico da variante Omicron
apresentou um coeficiente de determinacao (R?) de 0,985, indicando excelente
correlacéo linear entre a concentracdo de RNA alvo e os valores de ciclo de
quantificacado (Figura 39). Segundo as MIQE Guidelines (Bustin et al., 2009),
valores de R? acima de 0,98 sdo altamente desejaveis, especialmente para
ensaios quantitativos. Esse alto R? refor¢a a reprodutibilidade e consisténcia do

ensaio, o que ¢é fundamental para diagndsticos de alta confiabilidade,
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principalmente quando se trata de variantes de preocupagao (VOC) como a
Omicron (Chan et al., 2020; WHO, 2022).

O slope da curva foi de —2,782, o que resultou em uma eficiéncia de
amplificagéo de 128,8% (Figura 39), valor que ultrapassa o intervalo ideal de
90% a 110% preconizado para reag¢des de RT-qPCR (Bustin et al., 2009; Huggett
et al., 2013). A inclinagdo mais acentuada (mais negativa) da curva pode estar
associada a alta afinidade dos primers ou a presenca de artefatos técnicos, mas
a linearidade e a reprodutibilidade permitem considerar o desempenho como
adequado para deteccao qualitativa.

Figura 39 — Ensaio de limite de detecgdo do alvo Omicron.

Curva Padrao

B Amplificagao

500

400 §

=300 R SRR 3_‘

200 4

100

E=1288 &

R2=0,985

20 30

Ciclos

T

40

Slope: - 2,782

Onde: A — Curva padrao obtida; B — Curvas de amplificagdo obtidas.

Fonte: elaborado pela autora (2025).

O alvo Gama apresentou curva padrao com coeficiente de determinacao
(R?) de apenas 0,22, evidenciando uma correlagdo fraca entre a concentragcéo
de RNA e os valores de CT obtidos (Figura 40). O slope calculado foi de 0,245
— valor incoerente com a dinamica logaritmica de amplificacdo esperada em
ensaios de PCR em tempo real. Embora a eficiéncia tenha sido estimada em
100%, esse numero nao é confiavel, ja que apenas slopes entre —3,6 e —3,1 sao
considerados adequados para calculo valido de eficiéncia, conforme as
Diretrizes MIQE (Bustin et al., 2009). A baixa performance do alvo pode ser
atribuida a diversos fatores técnicos, como baixa afinidade dos primers,
fluorescéncia de fundo ou reacéo fora da faixa dindamica ideal do ensaio (Vogels
et al., 2020). No entanto, uma analise mais aprofundada sugere que o problema

pode estar relacionado a interacbes moleculares indesejadas entre os
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oligonucleotideos 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 (AG) elevadas em moddulo (> 8,0 kcal/mol) em interagdes
cruzadas com oligonucleotideos de outros alvos, especialmente Delta e
Omicron. Esses valores indicam uma tendéncia & formacdo de dimeros de
primers e dimeros de sondas, que podem gerar amplificagdo inespecifica ou
aumento de fluorescéncia basal. Esses dimeros comprometem a precisdo da
curva padrao e podem justificar a aparente eficiéncia elevada e o baixo R?
observados. Embora o valor de AG recomendado pelo IDT para minimizar
interacbes 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 AG igual a -8 kcal/mol.

Apesar dessas limitagdes, observou-se amplificacdo consistente nas
diluigdes mais concentradas para o alvo Gama, o que sugere que ele ainda pode
ser utii como marcador qualitativo, para testes de presenca/auséncia em

aplicacgbes clinicas ou epidemiologicas (WHO, 2022).

Figura 40 — Ensaio de limite de detecggo do alvo Gama.
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Onde: A — Curva padrao obtida; B — Curvas de amplificacédo obtidas.

Fonte: elaborado pela autora (2025).

A eficiéncia ideal para ensaios de PCR em tempo real deve estar entre
90% e 110%, conforme estabelecido pelas Diretrizes MIQE (Bustin et al., 2009).

Eficiéncias acima desse intervalo sugerem que a amplificagdo ocorre em um
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ritmo mais acelerado que o esperado, o que pode ser indicativo de artefatos
técnicos, como:
e Formacéao de dimeros de primers ou estruturas secundarias que facilitam
a amplificacdo inespecifica (Borillo; Kagan; Marlowe; 2022; Lippi;
Simundic; Plebani, 2020; Taylor et al., 2019);
o« Contaminagdo cruzada ou carryover de amplificagdo anterior,
especialmente quando as curvas padrdo utilizam materiais sintéticos
altamente concentrados (Borillo; Kagan; Marlowe; 2022; Lippi; Simundic;
Plebani, 2020; Taylor et al., 2019);
e Erros de pipetagem em diluicbes 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 regido-alvo, levando a uma amplificagao
excessivamente eficiente, o que pode ser desejavel em determinadas
condi¢gdes, mas requer validagao adicional (Taylor et al., 2010).
Eficiéncias elevadas podem ser aceitaveis desde que haja
reprodutibilidade, auséncia de amplificagdo nos controles negativos e boa
linearidade. E importante destacar que, em ensaios multiplex, pequenas
diferencas de eficiéncia podem introduzir viéses na amplificacéo, favorecendo
determinados alvos (Huggett et al., 2013). Assim, para detecgédo qualitativa ou
triagem molecular, o desempenho dos alvos Delta, RdRp e Omicron é aceitavel.
Contudo, para quantificagao absoluta, recomenda-se a otimizagao das reacdes
para manter a eficiéncia dentro dos padrdes ideais.

Apesar dos resultados das curvas nao terem atingido o ideal para todos
os alvos, a detecgdo consistente foi observada até a diluicdo de 1,0 x 1073
copia/puL no sistema multiplex (Tabela 17), estabelecendo este valor como o
limite de detecgao desse sistema. Abaixo dessa concentragdo, observou-se
perda de reprodutibilidade, com amplificagdo irregular entre as replicatas.
Segundo Corman e colaboradores (2020), a definicdo do limite de detec¢cao em
ensaios moleculares é critica. A capacidade de detectar quantidades minimas
de RNA viral torna o ensaio altamente sensivel e adequado para triagem
populacional e vigilancia epidemioldgica.

Os resultados observados neste estudo apresentam desempenho

comparavel ou superior ao de protocolos internacionais de referéncia, como os
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do CDC (2020) e do Charité Institute of Virology, com limites de deteccédo de
1,0x102 copia/uL. A elevada sensibilidade pode estar associada a qualidade do
RNA sintético utilizado, a alta afinidade dos primers e a auséncia de
interferéncias nos controles negativos (Taylor et al., 2019). Mesmo com
eficiéncias elevadas, a alta linearidade observada e a auséncia de amplificagdes
inespecificas mantém a validade do sistema analitico (Bustin et al., 2009).

Todos os ensaios foram acompanhados de controles negativos, que nao
apresentaram sinal de amplificacao, confirmando a especificidade dos primers e
a auséncia de contaminagao ou reag¢des cruzadas, aspecto crucial para evitar
falsos positivos e garantir seguranga diagndstica.

Em sintese, os dados obtidos demonstram que o conjunto de primers e
sondas avaliado apresenta bom desempenho analitico, sendo adequado para
aplicagdes clinicas e epidemioldgicas. A capacidade de deteccdo em
concentragbes minimas e a reprodutibilidade entre replicatas posicionam o
ensaio como ferramenta altamente sensivel e confiavel (Tom; Mina, 2020; Walfel
et al., 2020), especialmente quando integrado a protocolos multiplex para

vigilancia genémica e detecgéo precoce de variantes do SARS-CoV-2.



Tabela 17 — Valores de CT obtidos nos ensaios de determinacao de limite de detec¢ao dos primers e sondas desenvolvidos
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Alvo Delta Gama RdRp Omicron
Cépias /pL | 10* 10* 10* Média + DP 10* 104 10* Média = DP 10* 10* 10* Média + DP 10* 10* 10* 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
Cépias /L | 103 10° 10° Média = DP 10° 10° 10° Média = DP 10° 10° 10° Média =+ DP 10° 10° 10° 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
Cépias /pL | 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
Cépias /L | 10° 10" 10" Média = DP 10" 10" 10! Média = DP 10! 10' 10! Média = DP 10" 10" 10" Média + DP
N 29,41| 29,62 | 29,56 | 32,56+0,24 | 34,18 | 3533 | 36,52 | 3534+0,78 | 30,70 | 30,83 | 30,84 | 30,79+0,06 | 2517 | 25,23 | 25,23 | 25,21 +£0,03
Cépias /pL | 10° 10° 10° Média = DP 10° 10° 10° Média + DP 10° 10° 10° Média + DP 10° 10° 10° 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
Cépias /pL | 10 10 10 Média + DP 101 10 10 Média + DP 101 10 10 Média + DP 101 10 10 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
Cépias/pL | 102 | 10?2 102 Média = DP 102 102 102 Média + DP 102 102 102 | Média =+ DP 102 102 102 Média + DP
N 37,17 | 38,66 | 36,65 | 37,54+0,22 | 34,24 | 3511 | 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
Cépias/puL | 103 | 103 103 Média = DP 103 103 103 Média = DP 103 103 10° | Média +DP 103 1073 1073 Média + DP
N 37,32| ND 37,75 ND 32,49 | 32,12 | 3515 | 33,25+1,26 | 39,31 | 39,26 | ND 39,29+ 0,03 | 33,94 | 34,86 | 36,22 | 35,01 +0,81
Cépias/pL | 10* | 10* 10 Média = DP 10 10 10+ Média + DP 10+ 10 10* | Média +DP 10 10 10 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
Cépias /pL | 10° | 10° 10 Média = DP 10" 10°° 10" Média = DP 10" 10°° 10° | Média +DP 10" 10°° 10°° Média + DP
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N ND ND ND ND 34,04 | 32,42 | 33,76 | 33,41 0,66 ND ND ND ND ND ND ND ND

Cépias /pL | 10 10 10°® Média = DP 10°® 10 10 Média = DP 10 10 10¢ Média = DP 10 10 10°® Média = DP

N ND ND ND ND 34,97 ND 36,19 | 35,58 + 0,61 ND ND ND ND ND ND ND ND

Cépias /pL | 107 107 107 Média = DP 107 107 107 Média + DP 107 107 107 Média + DP 107 107 107 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

Cépias /pL | 108 108 108 Média = DP 108 108 108 Média = DP 108 108 108 Média = DP 108 108 108 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

Coépias /pL | 10° 1079 107 Média £ DP 10°° 10° 107 Média + DP 107 10°° 10° Média + DP 107 107 10° 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

Cépias /pL | 10" | 10 101 | Média =+ DP 10710 1071° 10710 Média+DP | 10" | 10" | 10"° | Média +DP 10710 10710 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 = N&o Detectado; DP = Desvio padrao.
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6 CONCLUSAO

A extragao de acidos nucleicos € uma etapa de suma importancia em
experimentos de biologia molecular pois possui custo elevado e grande geragéo
de residuo, podendo ser fonte de contaminacdo na analise. Vale ressaltar que,
durante a pandemia de SARS-CoV-2, essa etapa levou milhares de operadores
a exaustao e desgaste devido a repetibilidade do processo. Por isso, o
desenvolvimento de tecnologias que permitam a rapida extragdo de acidos
nucleicos traz vantagens enormes. O reagente de extragao rapida desenvolvido
mostrou-se capaz de extrair e preservar acidos nucleicos de diferentes matrizes
biologicas, em um tempo médio de extragdo de 07 minutos por amostra e com
utilizagao minima de material plastico. Além disso, a utilizacdo do reagente de
extragdo rapida desenvolvido mostrou-se eficaz e ndo interferiu nos resultados
de PCR. Em ultima analise, a transferéncia do reagente é de importancia singular
para o desenvolvimento do sistema produtivo de reagentes para diagndstico no
Brasil, estimulando o Complexo Industrial em Saude do pais. O reagente teve a
sua tecnologia transferida e hoje € comercializado com o nome de Pi-Lise

Nucleic Acid Extraction Reagent.

O reagente desenvolvido ainda pode ser utilizado para a extragdo de
diversas matrizes bioldgicas diferentes, mas precisa de ajustes especificos na
metodologia de acordo com a complexidade da matriz. Além disso, como
perspectiva futura, devido a facilidade de manuseio para extracao e preservagao
de acidos nucléicos com a utilizagdo do reagente, € possivel que ele seja
aplicado a instrumentos automatizados, agregando ainda maior celeridade e

eficiéncia as etapas de extracao.

Assim como a extragdo, a analise por RT-gPCR também ganhou grande
importancia na pandemia de COVID-19. Enquanto diversos exames eram
realizados repetidamente utilizando sistemas singleplex, novos sistemas de
deteccao multiplex trouxeram avangos significativos em tempo e custo dos
ensaios diagnosticos. Associado a isso, a rapida transformagéo do virus SARS-
CoV-2 expds a necessidade de vigilancia genbémica e acompanhamento
continuo das mutacdes virais. Neste contexto, o desenvolvimento de um kit

multiplex para detecgéo simultanea de variantes do SARS-CoV-2 representa um
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marco importante, ndo apenas pela capacidade de resposta rapida frente as
emergéncias sanitarias, mas também pela complexidade envolvida na selegéo e
combinagao de diferentes primers e sondas em uma unica reagao, garantindo

sensibilidade e especificidade.

A validac&o desse sistema multiplex demonstrou sua viabilidade técnica
e potencial de aplicagdo em larga escala, contribuindo diretamente para a
vigilancia epidemioldgica no pais. O conjunto das tecnologias desenvolvidas
nesta tese — reagente de extragao rapida e kit de detecgao multiplex — reforga
o papel da pesquisa nacional na construgcdo da autonomia tecnolégica em
diagnéstico molecular e no fortalecimento da resposta brasileira a emergéncias

em saude publica.
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Abstract: Since 2020, humanity has been facing the COVID-19 pandemic, a i di caused
by the SARS-CoV-2. The world’s response to pandemic went through ﬂ\cdcvclnpmﬂ\t of diagnostics,
vaccines and medicines. Regarding diagnostics, an enormous challenge was faced due to shortage of
materials to collect and process the samples, and to perform reliable mass diagnosis by RT-qPCR.
In particular, time-consuming and high cost of nucleic acid extraction procedures have hampered
the diagnosis; moreover, several steps in the routine for the preparation of the material makes the
extracted sample susceptible to contamination. Here two rapid nucleic acid extraction reagents were
compared as extraction procedures for SARS-CoV-2 detection in clinical samples by singleplex and
multiplex RT-gPCR analysis, using different transport media, samples with high and low viral load,
and different PCR machines. As observed, rapid nucleic acid extraction procedures can be applied
for reliable diagnosis using a TaqMan-based assay, over multiple platforms. Ultimately, prompt RNA
extraction may reduce costs with reagents and plastics, the chances of contamination, and the overall
time to diagnosis by RT-qPCR.

Keywords: SARS-CoV-2; COVID-19; RT-gPCR; rapid nudeic acid extraction

1. Introduction

COVID-19, caused by SARS-CoV-2, became a global pandemic disease from March of
2020, when the World Health Organization (WHO) declared a “public health emergency
of international concern”™ [1]. The first case was reported in 2019 in the city of Wuhan,
China, after the emergence of symptoms similar to pneumonia in part of the population [2].
The most common clinical symptoms of COVID-19 are fever, cough, fatigue, chest pain,
headache and shortness of breath, characteristic of other viral ilinesses such as the flu [3].
In December 2021, there were over 200 million confirmed cases and over 5 million deaths
worldwide from COVID-19 [4].

The virus that causes the disease belongs to the Coronaviridae family, which has an
RNA genome. Genetic sequencing showed that SARS-CoV-2 is 79% equivalent to SARS-
CoV and 50% to MERS-CoV [1]. Thus far, there is no defined treatment to eliminate the
virus, but vaccines are already available to control the disease progress [5-7]; however,
the transmission of SARS-CoV-2 is very fast, and the rate of vaccination is usually slow
in several countries, allowing new variants of the virus to emerge around the world [3].
The diagnosis of the disease allows both the correct management of the patient and the
biosafety strategic actions to avoid the dissemination of the disease [9].

The most used methods for detecting or quantifying viruses nucleic acids in human
biological samples are reverse transcription quantitative polymerase chain reaction (RT-
qPCR) or real-time PCR. This technique detects a small segment of the viral genome,
enabling rapid, sensitive and accurate strain-level detection of up to five targets in an
assay. Several RT-qPCR assays have been designed for the detection of SARS-CoV-2 [10,11}.
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Abstract: Theemergence of SARS-CoV-2vanants can affect their detection via RTqPCE. The Omacron
variant has a greater affmaty for the upper respiratory system and causes clinical condibions similar to
bronchatis, as epposed to the pneumonitis-like conditions caused by other SARS-CoV-2 variants. Ths
characteristic increases the viscosity of clindcal samiples collected for diagnosis. Coineiding with the
arrival of the Omicron variant, we observed a failure in control gene expression in our laboratory. In
this report, we have optinized a rapid nudeic acid extraction slep to festore gene expression and
detect the presence of the SARS-CoV-2 virus. We reevaluated 3000 samples, compared variant by pes
occurring in different time periods, and confirmed that the presence of the Omicron varant was
responsible for changes observed in the characteristics of these clinscal samples. For samples with
large amounts of mucus, such as these contaming the Omacron variant, a modification to the nuclec
acid extraction step was suffscient o restore the quality of KT-qPCR results

Keywords: Omucron variant; SARS-CoV-2; RT-qPCE; diagnostics

1 Introduction

Severe acute respiratory syndrome coronavimns 2 (SARS-CoV-2) is the virus responsible
for the global pandemic declared by the World Health Organization (WHO) in 2020 The
infection caused by this virus, known as COVID-19, affects the respiratory tract and can
range from asymptomatic or mild to a severe form. As of June 2023, there have been
over 768 million confirmed cases of COVID-19 and 6.9 million deaths worldwide [1]. The
original strain of the virus identified in Wuhan was named B.1.1.28 In late 2020, new
variants emerged in the UK (B.1.1.7—Alpha variant), South Africa (B.1.351—Beta variant),
and India (B.1.617—Delta variant) [2]. These variants exhibited mutations in the spike (5)
protein receptor binding domain, which contributed to increased transmissibility, with
estimates ranging from 407% to 709 [3]. Another variant, the Gamma variant (also known
as the P'1 variant), was identified in Brazil, and showed 17 mutations, including changes in
the spike (5) protein [4].

In Mowember 2021, a new variant with numerous mutations was detected in South
Africa. This variant was named the Omicron variant (B.1.1.529) and was classified as a
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ANEXO C - Publicagao do D.O.U, n° 184, de 01 de outubro de 2021, com
extrato de contrato de transferéncia de tecnologia do reagente

desenvolvido

DIARIO OFICIAL DA UNIAO

Publicado em: 01/10/2021 | Edicéo: 187 | Secdo: 3 iragina a3
Orgéao: Ministério da Educag&o/Universidade Federal de Juiz de Fora/ Diretoria de Inovagéo/CRITT

EXTRATO DE CONTRATO DE TRANSFERENCIA DE TECNOLOGIA

N® do Processo: 23071.917198/2021-68.

Especie: Contrato de Transferéncia de Tecnologia Nao Patenteada. Nac Patenteavel ou de
Know-How, que fazem entre si a UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA - UFJF e a empresa PI-
BIOTECH GENETICA AVANCADA LTDA.

Partes: Universidade Federal de Juiz de Fora e a empresa Pi-Biotech Genetica Avancada Ltda.

Objeto: Constitui cbjeto deste contrato a transferéncia de tecnologia nac patenteada. nao
patenteavel ou de know-how, a titulo oneroso e sem exclusividade, pela UFJF a Pi-Biotech Genetica
Avancada Ltda. dos direitos para uso, producao, e comercializacao de produtos relacionados ao *Reagente
para extracao e preservacaoc de acidos nucléicos”

Valor: 5% (cinco por cento), a titulo de royalties, calculado sobre a receita liquida auferida na
comercializacao dos produtos e/ou servicos que incorporem a Tecnologia.

Vigéncia: 29/09/2021a 29/09/2026.
Data da assinatura: 29/09/2021.

Assinam: Ana Carolina Antunes Vidon (Diretora de Inovacao em exercicio); Fernanda Pittella
Alves (Representante Legal da Empresa).

Este contetdo ndo substitui o publicade na versio certificada



