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1. INTRODUCAO

A sindrome respiratdria aguda grave coronavirus 2 ou SARS-CoV-2 que causa
a doenca coronavirus 2019 ou COVID-19, se espalhou pelo mundo, causando uma
pandemia. Diante desta situacao, ocorre uma grande presséo no sistema de saude
para o desenvolvimento de terapias preventivas e curativas (ATZRODT et al.,
2020).

As plantas aquéaticas fornecem a industria farmacéutica diversos compostos
com atividade biolégica medicinal como op¢édo para combater e tratar diversas
doencas. Esse fato torna as algas uma alternativa para remocao de virus. (ASIF et
al., 2020; KOWALCZYK et al., 2020). Diante disso, diversas literaturas relatam a
atividade antiviral dos polissacarideos sulfatados obtidos das algas marinhas contra
virus envelopados, cuja acéo esta associada a interferéncia nas etapas iniciais do
processo de infecgdo viral, incluindo a entrada do virus, mascarando a carga posi-
tiva dos receptores de superficie do virus (VASCONCELOS 2015).

Apesar desse cenério, atualmente, ainda ndo se dispde de um antiviral con-
tra COVID-19. Entretanto, a obtencdo de polissacarideos sulfatados provenientes
de algas pode ser uma alternativa promissora, em razao dos baixos custos de
producdo, do fato de serem biodegradaveis e biocompativeis, além de, na sua
grande maioria, serem seguros e néo toxicos ( ALVAREZ-VINAS 2021).

Este estudo foi utilizada a macroalga Gigartina skottsbergii extraida da anta-
tica, rica em carragenina do grupo de polissacarideos sulfatados, e tem como ob-
jetivo avaliar a atividade antiviral do uso da planta aquatica, como pioneiro para

remocao do virus SARS-CoV-2.
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2. METODOLOGIA

Para o experimento de remocao do virus, adicionamos 10 mg de Gigartina
skottsbergii em um microtubo contendo 1,5 mL de agua ultrapura estéril livre de
RNAse e 150 uL da suspenséo viral SARS-CoV-2 inativada (2,5 x 10 ® cépias/mL),
seguido de incubacao a 28°C com agitacao a 200 rpm por 24h, pH 7,0. Para o
controle positivo, adicionamos 750uL de 4gua DEPC e 750uL da solugédo de SARS-
CoV-2.

Apos a incubacdo, o sobrenadante de Gigartina skottsbergii foi transferido
para um novo microtubo e o RNA viral foi extraido. A extracdo do RNA foi realizada
utilizando o kit QuickExtract RNA Extraction (Lucigen, Hoddesdon, Ucréania). Apés
a extracdo, os RNAs foram quantificados em NanoDrop™ (Thermo Scientific, Wal-
tham, MA, EUA). Uma concentracdo de aproximadamente 10 ng de RNA foi usada
para realizar RT-gPCR.

O primer e a sonda usados nas reacdes de PCR foram projetados de acordo
com as sequéncias publicadas pelos Centros de Controle e Prevencéo de Doencas
(CDC, 2020). Resumidamente, uma reacao de 25 yL do volume final foi usada, com
0s seguintes volumes adicionados 1x do master mix concentrado: 5 uL de RNA de
amostra, 12,5 yL de 2x tampao de reacédo, 1 uL de Superscript™ Il One-Step com
Platinum™ Tag DNA Polimerase (Invitrogen, Darmstadt, Alemanha), 0,4 mM de
cada dNTP, 0,4 pL de uma solucdo 50 mM de MgSOa (Invitrogen), 1 ug de albu-
mina bovina ndo acetilada (Roche), 10 uM de cada primer 2019-nCoVN1-F2019-
nCoV N1 (5'GACCCCAAAATCAGCGAAAT3Y), 2019-nCoVN1-R2019-nCoV N1
(5TCTGGTTACTGCCAGTTGAACTTG3') e sonda 2019-nCoVN1-P2019-nCoV N1
“FAM — ACCCCGCATTACGTTTGGTGGACC- BBQ 3') e agua DEPC. A reacgdo
ocorreu no StepOne™ Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, EUA) na seguinte ciclagem: 55°C por 10 min para transcri¢ao reversa, seguido
de 95°C por 3 min e 40 ciclos de 95 °C por 15s, 58 °C por 30s.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 1. Limiar do ciclo (C 7 ), carga viral (copias mL ~1 ) e remocé&o obtida ap6s 24 h de incubacao.
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Gigartina Controle Controle

skottsbergii | negativo positivo
Controle CT - UND 19.44
Carga viral no controle (cépias mL 1) - UND 7,11 x 105
Sobrenadante CT 27.44 UND -
Carga viral no sobrenadante (cépiasmL 1) | 1.82 x108 UND -
Material CT (copia mL ™) 24.41 UND -
Carga viral no material (cépias mL 1) 2,23 x 107 UND -
Remocéao (%) 99,6% UND

Os valores sao média + desvio padrao. As médias seguidas pela mesma letra nao sao significa-
tivamente diferentes ao nivel de confianca de 95% (teste de Tukey). A sigla UND indica que nao
houve fluorescéncia

O valor limite do ciclo (Ct) na analise RT-gPCR é referido como o nimero de
ciclos de amplificacdo que sdo necessarios para que o gene exceda o nivel li-
mite. Os valores detectados para Cr sdo inversos ao conteudo de carga viral, e
representa um método indireto de deteccdo do numero de copias do RNA viral
(RAO et al., 2020).

Em média, titulos de RNA SARS-CoV-2 de 5,1 + 0,3, 55+ 0,2 e 5,5+ 0,3
log'® gc/L foram quantificados em &guas residuais usando misturas de pri-
mer/sonda N1, N2 e N3, respectivamente. Titulos de 4 e 5 a mais de 6 log'® gc/L
foram relatados em Massachusetts e Franca, respectivamente (WU et al., 2020;
WURTZEL et al., 2020)

Em termos de porcentagem de remocéao, pode-se destacar os excelentes re-
sultados do potencial de remocdo do SARS-CoV-2 pelo material estudado. O po-

tencial de remocé&o encontrado foi de 99,6% para Gigartina skottsbergii.

4, CONCLUSOES

Concluimos que este estudo destaca a possibilidade de utilizacdo Gigartina
skottsbergii para remocédo de SARS-CoV-2, como uma excelente alternativa

para tratamento antiviral.
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Portanto a incorporacao da Gigartina skottsbergii ao desenvolvimento de um
antiviral de baixo custo, atenderia diversos paises e consequentemente reduziria a
propagacéo viral da COVID-19, assim interferindo nas situac¢des atuais e futuras de
pandemia.
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