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INTRODUGAO:

Em janeiro de 2020 a OMS declarou emergéncia de saude publica internacional, causada
pelo virus SARS-CoV-2. A infeccao por esse virus resulta em doenca respiratéria grave como
pneumonia e insuficiéncia pulmonar, além de manifestacbes digestivas e sistémicas,
consistindo em febre, tosse, congestdo nasal, fadiga e outros sinais de infec¢cdes do trato
respiratorio superior [1].

O diagndstico é atualmente baseado principalmente em RT - PCR em tempo real (RT-
gPCR) usando amostras de swabs nasais ou garganta, esse teste molecular possui alta
sensibilidade e especificidade analitica. Sao realizados milhdes de testes RT-gPCR a fim de
identificar e isolar os individuos infectados, interrompendo assim as cadeias de transmisséo e
também fornecendo um tratamento para a doenca o quanto antes. Com um numero tao grande
de testes diagnosticos feitos todos os dias € de extrema importancia garantir um alto nivel de
gualidade nos laboratorios de teste para garantir uma precisdo diagnéstica ideal e confiavel
[1,2]. No entanto, o teste molecular possui uma menor sensibilidade durante a fase de
incubacdao viral. Nesse periodo, a taxa de falso negativos pode chegar a cerca de 68%. Apos 0
inicio dos sintomas, a taxa de falso negativos cai significativamente, variando muito pouco entre
o dia 1 (38%) e o ideal para o teste, dia 3 (20%) [5]. Sendo assim o ideal é que o teste seja feito
na fase aguda da doenca entre o primeiro ao oitavo dia do surgimento dos sintomas, visto que
apos esse periodo ocorre o aumento da producdo de anticorpos e a consequente diminui¢ao
da carga viral [2].

Alguns dos fatores que podem acarretar um falso negativo sdo: erros laboratoriais,
escolha inadequada do periodo de realizacdo do teste, extracdo inadequada de acido nucleico,
contaminacgao de primers, e a insuficiéncia de material celular para a detecg¢éo do virus [2,4,5,8].

Neste trabalho nosso objetivo € contornar o problema relatado acima, referente a
insuficiéncia de material celular na deteccao do virus, para isso vamos utilizar nanoparticulas
de silica mesoporosa SBA-15 e SBA-16.

As nanoparticulas, SBA-15 e SBA-16 sdao compostos de SiO.. O SBA-15 tem como
caracteristicas, presenca de canais dispostos em uma estrutura hexagonal bidimensional e

XXX Congresso de Iniciacdo Cientifica da UNICAMP — 2022 1



morfologia macroscopica semelhante ao trigo com tamanhos médios em escala que consistem
em muitos agregados semelhantes a cordas. Ja o SBA-16 é um exemplo de silica mesoporosa
ordenada com uma estrutura de gaiola cubica tridimensional com conectividade de canal
tridimensional. Além disso, no SBA-16, os arranjos de poros ordenados e uniformes podem ser
observados para os quais cada particula esférica € um unico cristal disposto em estrutura cubica
[9].

O uso dessas nanoparticulas ja foi descrito em estudos de deteccdo de Neisseria
meningitidis e Haemophilus influenzae, obtendo resultados significativos na deteccdo de
amostras com baixa concentragdo bacteriana e viral [10].

Portanto, visto a necessidade de resultados confiaveis para infeccdo por SARS-CoV-2,
principalmente em casos onde a infecgdo se encontra com baixa concentragao viral, seja
por tempo de exposi¢cdo ou uso de medicamentos, esperamos contribuir com esse estudo,
a fim de melhorar a confiabilidade dos testes por RT-qPCR.

METODOLOGIA:

Para iniciar as atividades laboratoriais, comegcamos com 0 ensaio de validagcéo e
padronizacdo de gPCR para deteccdo de SARS-CoV-2, foi usado uma amostra de cDNA
positiva para COVID-19, cedida pelo Laboratorio de Estudos de Virus Emergentes (LEVE) - IB
UNICAMP, e foram usados primers para uma regido de codificacdo do gene E, que é
responsavel pela proteina do envelope.

Tabela 1: Protocolo de RT-gPCR utilizado.

gqPCR Master 10pL
RT-Mix* 0,4uL
Primer 1 0,08uL
Primer 2 0,08uL
CXR 0,33puL
H.O 4,07uL
Nanoparticula luL
Amostra 5uL

*Neste protocolo ndo foi utilizado o RT-Mix pois utilizamos cDNA para realizacdo especifica
deste teste.
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Tabela 2: InformacGes dos Primers utilizados.

Gene E

Oligonucleotideo | Sequéncia

E-Sorbeco_F1 ACA GGT ACG TTA ATAGTT AAT AGC GT

E-Sorbeco_R2 ATATTG CAG CAG TAC GCACACA

Apos a realizacao desse primeiro teste utilizando cDNA para a reacdo de qPCR, partimos
para o segundo passo dessa pesquisa que € foi a realizacdo da RT-qPCR, utilizando mRNA
extraido de amostras previamente detectadas como positivas para COVID-19. Utilizamos entao
o protocolo apresentado na tabela 1.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Para realizacdo do ensaio de validacao, a gPCR foi feita da seguinte forma:

1. gPCR com SBA-15;
2. gPCR com SBA-16;
3. gPCR sem nanoparticulas;
4. Controle Negativo.
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Figura 1: Ensaio de validacéo e padronizacao da qPCR para deteccdo de SARS-CoV-2.
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Figura 2: Curva Padréo

Podemos observar resultados melhores para as amostras que incluem o uso das
nanoparticulas, sendo as amostras com uso de SBA-15 as que mostraram detec¢cdo com uma
guantidade menor de ciclos de quantificacdo (Cq).

Tendo esses resultados que nos mostraram a provavel eficdcia do uso de nanoparticulas
de silica, seguimos com a proxima etapa desta pesquisa, que foi verificar se observamos bons
resultados realizando a RT-qPCR. Pois dessa forma todo processo de deteccao da infec¢ao por
SARS-CoV-2 poderia ser feita em apenas um passo.

Os resultados preliminares dessa etapa ndo mostraram os mesmos bons resultados que
observamos na qPCR, acreditamos que possivelmente as nanoparticulas ndo sao capazes de
ter a mesma interacdo com o mMRNA, tendo em vista as diversas diferencas entre esse material
genético e o cDNA.

Para os proximos passos dessa pesquisa, iremos realizar novamente os testes de RT-
gPCR, porém desta vez utilizando novas amostras, a fim de entender se possivelmente tivemos
interferéncias no teste preliminar feito.

CONCLUSOES:

Até o momento concluimos que a utilizacdo de nanoparticulas SBA-15 e SBA-16 auxiliam
na deteccdo de baixas concentracbes de SARS-CoV-2, quando usadas na gPCR. Porém o
mesmo nao ocorre com RT-gPCR, acreditamos que possivelmente as nanoparticulas ndo sédo
capazes de ter a mesma interacdo com o0 mMRNA, tendo em vista as diversas diferencas entre
esse material genético e o cDNA.
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