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1. INTRODUCAO

A doenca conhecida como COVID-19, é considerada uma pandemia global, e
até o presente momento contabilizou 116 milhdes de casos, ocasionando 2,5 mi-
Ih6es de mortes de acordo com o relatério semanal da Organizacdo Mundial da Sa-
ade (WHO, 2021).

Em geral, o virus SARS-CoV-2 tém propriedades de particulas coloidais carre-
gadas que podem ser adsorvidas em diferentes superficies (LAHRICH et al., 2021).
O SARS-CoV-2 possui um genoma de RNA de fita simples positivo e pertence a fa-
milia Coronaviridae (YIN, 2020). Seu fenbmeno de adsor¢cao em superficies depen-
de de varios fatores, como quimica da superficie, pH, umidade e temperatura. Esses
aspectos também impulsionam o processo de dessor¢édo, bem como a estabilidade e
persisténcia do SARS-CoV-2, e na literatura tem sido observados estudos sobre a
interacao do virus e diferentes superficies (JOONAKI et al., 2020).

Embora o modo primario de transmissdo do SARS-CoV-2 seja através de goti-
culas respiratorias e contato direto/indireto, a transmissao secundaria por esgoto é
um grande problema a ser superado (LIU et al., 2020; LI, GAO, 2020). No entanto,
uma questdo especifica no gerenciamento da atual pandemia é a possivel transmis-
sdo secundaria de SARS-CoV-2 por meio de aguas residuais. Mais recentemente,
foi relatado que o novo RNA SARS-CoV-2 do coronavirus foi capaz de persistir por
dias em aguas residuais sem degradacéo significativa (AHMED et al., 2020).

A vigilancia do virus nas aguas residuais pode ser altamente eficiente para aju-
dar as autoridades na tomada de decisGes sobre o gerenciamento de crises da CO-
VID-19 (RANDAZZO et al., 2020). Atualmente, os dados disponiveis indicam que, é
necessario compreender melhor o papel das aguas residuais como fonte potencial e
de fator de risco para a saude publica (MALLAPATY, 2020; LODDER, RODA HUS-
MAN, 2020).

Falta de tecnologias capazes de fornecer desinfec¢do completa (GOSWAMI e
PUGAZHENTHI, 2020), e incertezas relacionadas ao comportamento do SARS-
CoV-2, potencializa a necessidade de pesquisa para minimizar a contaminacao em
ambientes naturais (VENUGOPAL et al., 2020). Diante desta situacdo, ocorre uma
grande pressao no sistema de saude para o desenvolvimento de terapias preventi-
vas e curativas (ATZRODT et al., 2020).

Considerando o fato de que as plantas fornecem a industria farmacéutica diver-
sos compostos com atividade biolégica medicinal, como alternativa para controle e
tratamento de diversas doencgas, esse fato torna contundente a investigacao de no-
vas alternativas para remocao de virus da agua e esgoto (ASIF et al., 2020;
KOWALCZYK et al., 2020). Assim, a utilizacdo da planta aquatica Hydrocotyle ra-
nunculoides, destaca-se como uma alternativa promissora para tratamento de eflu-
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entes e ambientes aquaticos contaminados com o novo SARS-CoV-2. Esta pesquisa
avaliou, de forma inovadora, a capacidade desta planta aquatica nativa das Améri-
cas de remover o SARS-CoV-2 presente na agua. A propriedade antiviral pode inter-
ferir em estagios iniciais da replicacao viral, 0 que torna este estudo de grande rele-
vancia, principalmente em paises em desenvolvimento com problemas de sanea-
mento.

2. METODOLOGIA

Para o experimento de remocéao do virus, foi adicionado 10 mg de Hydrocotyle
ranunculoides em um microtubo contendo 1,5 mL de agua ultrapura estéril livre de
RNAse e 150 pL da suspenséo viral SARS-CoV-2 inativada (2,5 x 108 cépias/mL),
seguido de incubacéo a 28°C com agitacdo a 200 rpm por 24h, pH 7,0. Para o con-
trole positivo, foi adicionado 750uL de agua DEPC e 750uL da solucdo de SARS-
CoV-2.

ApoOs a incubacédo por 24 horas sob agitacdo, o sobrenadante e o material de
Hydrocotyle ranunculoides foram transferidos para um novo microtubo e o RNA viral
foi extraido. A extracdo do RNA foi realizada utilizando o kit QuickExtract RNA Ex-
traction (Lucigen, Hoddesdon, Ucrania). Apos a extracdo, os RNAs foram quantifica-
dos em NanoDrop™ (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA). Uma concentracdo de
aproximadamente 10 ng de RNA foi usada para realizar RT-qPCR.

O primer e a sonda usados nas reacdes de PCR foram projetados de acordo
com as sequéncias publicadas pelos Centros de Controle e Prevencdo de Doencas
(CDC, 2020). Resumidamente, uma reacdo de 25 pL do volume final foi usada, com
0s seguintes volumes adicionados 1x do master mix concentrado: 5 L de RNA de
amostra, 12,5 yL de 2x tampéo de reacdo, 1 yL de Superscript™ Il One-Step com
Platinum™ Taq DNA Polimerase (Invitrogen, Darmstadt, Alemanha), 0,4 mM de ca-
da dNTP, 0,4 pL de uma solucdo 50 mM de MgSOs (Invitrogen), 1 g
de albumina 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 4gua DEPC. A reacgédo
ocorreu no StepOne™ Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, EUA) na seguinte ciclagem: 55°C por 10 min para transcricdo reversa, seguido
de 95°C por 3 min e 40 ciclos de 95 °C por 15s, 58 °C por 30s.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Este estudo foi projetado para ajudar a entender a interacdo das particulas vi-
rais do SARS-CoV-2 com a superficie do adsorvente produzido. O obijetivo principal
foi avaliar a viabilidade do desenvolvimento de adsorventes para remoc¢éo de virus
utilizando espécies de plantas aquéaticas.

Na Tabela 1 é possivel observar que os valores detectados no sobrenadante
foram de Cr 29,42, enquanto que para o material idenficamos o Cr 33,95, respec-
tivamente para Hydrocotyle ranunculoides.

Tabela 1. Limiar do ciclo (Cr), carga viral (copias mL ~1) e remocéo obtida ap6s 24h de incubacéo.
Hydrocotyle | Controle Controle
ranunculoides | negativo positivo
Controle Cr - UND 19,44
Carga viral no controle (copias mL 1) - UND 7,11 x 10°
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Sobrenadante C+ 29,42 UND -
Carga viral no sobrenadante (cépias mL 1) 7,18 x 108 UND -
Material Ct (copia mL ~) 33,95 UND -
Carga viral no material (copias mL ~1) 8,89 x 10° UND -
Carga viral removida (copias mL 1) 1,71 x 10t UND -
Remocéao (%) 97,3% UND

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

O limiar de ciclo (Cr) na anélise de RT-gPCR é referido como o numero de ci-
clos de amplificagdo necessarios para um gene exceder o nivel de limiar. O valor
detectado pela Ct € inversamente proporcional ao conteudo da carga viral e repre-
senta um método indireto para deteccdo do numero de cépias do RNA viral (RAO et
al., 2020).

A concentragcdo de SARS-CoV-2 usada neste trabalho foi escolhida para ser
maior do que nas aguas residuais e no meio ambiente, garantindo assim que o
Hydrocotyle ranunculoides possa remover efetivamente a carga viral de diferentes
locais com diferentes niveis de carga viral.

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

No estudo de Randozzo et al (2020), utilizando a técnica RT-gPCR, foi quantifi-
cada a carga viral de RNA de SARS-CoV-2 em amostras de aguas residuais nao
tratadas e os autores constataram uma carga viral de 5,4 + 0,2 log'® cépias gendmi-
cas/L em média.

Em termos de porcentagem de remocao, pode-se destacar os excelentes re-
sultados do potencial de remocdo do SARS-CoV-2 pelo material estudado. O poten-
cial de remocao encontrado foi de 97,3% para Hydrocotyle ranunculoides.

4. CONCLUSOES

Concluimos que este estudo destaca a possibilidade de utilizacdo Hydrocotyle
ranunculoides para remocdo de SARS-CoV-2, como uma excelente alternativa pa-
ra tratamento de efluentes ou descontaminacéo de cursos d'agua.

Portanto a incorporagéo do Hydrocotyle ranunculoides ao desenvolvimento de
um biomaterial de baixo custo, atenderia diversos paises e consequentemente re-
duziria a propagacgéo viral da COVID-19, assim interferindo nas situagbes atuais e
futuras de pandemia.
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