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1. INTRODUCAO

A continua disseminacédo global do COVID-19 (doenca SARS-CoV-2 2019)
esta causando uma repercussdo sem precedentes na saude humana e na econo-
mia (WANG et al., 2020). Apesar do modo primario de transmissao ser atraves de
goticulas de ar (CHAN et al., 2020) e contato (CARLOS et al., 2020), a transmissao
via aguas residuais € uma preocupacdo considerada critica (LAHRICK et al.,
2021). Faltam técnicas capazes de proporcionar uma desinfeccdo completa (GOS-
WAMI e PUGAZHENTHI, 2020), juntamente com a incerteza relacionada ao com-
portamento do SARS-CoV-2 no ambiente natural e riscos de contaminacao (VENU-
GOPAL et al., 2020 ). Este fato torna urgente a pesquisa de novas alternativas para
remocao de virus da agua e efluentes e tendo em vista que as plantas fornecem a
industria farmacéutica diversos compostos com propriedades bioativas medicinais,
surgem como uma alternativa no combate e tratamento de diversas patogenias
(ASIF et al., 2020; KOWALCZYK et al., 2020). Assim, esta pesquisa teve como ob-
jetivo de avaliar atividade antiviral utilizando o 6leo essencial da Rosa centifolia
(OERC) na remocado de SARS-CoV-2 presente na agua.

2. METODOLOGIA

Para o experimento de remocédo do virus, adicionamos 10 mg de OERC 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 10 © cépias/mL), seguido de incu-
bacéo a 28°C com agitacao a 200 rpm por 24 h, pH 7,0. Para o controle positivo,
adicionamos 750uL de 4gua DEPC e 750uL da solucdo de SARS-CoV-2.

ApOs a incubacao, o sobrenadante do OERC foi transferido para um novo mi-
crotubo e o RNA viral foi extraido. A extracdo do RNA foi realizada utilizando o kit
QuickExtract RNA Extraction (Lucigen, Hoddesdon, Ucrania). Apds a extracao, 0os
RNAs foram quantificados em NanoDrop™ (Thermo Scientific, Waltham, MA,
EUA). Uma concentracado de aproximadamente 10 ng de RNA foi usada para re-
alizar RT-gPCR.
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O primer e a sonda usados nas reacoes de PCR foram projetados de acordo
com as sequéncias publicadas pelos Centros de Controle e Prevencgéao de Doengas
(CDC, 2020). Resumidamente, uma reacao de 25 yL do volume final foi usada, com
0s seguintes volumes adicionados 1x do master mix concentrado: 5 yL de RNA de
amostra, 12,5 yL de 2x tampéao de reacédo, 1 uL de Superscript™ Il One-Step com
Platinum™ Taqg 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 nédo 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 reagédo
ocorreu no QuantStudio 3 Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, Wal-
tham, MA, EUA) na seguinte ciclagem: 55°C por 10 min para transcricao reversa,
seguido de 95°C por 3 min e 40 ciclos de 95 °C por 15 s, 58 °C por 30 s.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Pode-se observar na Tabela 1 que os valores detectados no sobrenadante

foram de ct 38.36 para OERC enquanto que para o para o controle positivo idenfi-
camos o ct 24.67, respectivamente.

Tabela 1. Limiar do ciclo (C 1), carga viral (copias mL 1) e remocé&o obtida apds 24 h de incubacao.

OERS Controle negativo Controle positivo
Controle CT - UND 24,67
Carga viral no controle (copias mL 1) - UND 2,45 x 10?
Sobrenadante CT 38,36 UND
Carga viral no sobrenadante (cépias mL 1) 7 x 10° UND

Os valores séo média + desvio padrao. As médias seguidas pela mesma letra ndo séo significativamente diferentes ao nivel
de confianca de 95% (teste de Tukey). A sigla UND indica que nao observou-se fluorescéncia durante amplificacdo da RT-
gPCR

O valor limite do ciclo (CT) na analise RT-gPCR é referido como o numero de
ciclos de amplificagdo que s&o necessarios para que o gene exceda o nivel li-
mite. Os valores detectados para C t sé@o inversos ao conteudo de carga viral, e
representa um método indireto de deteccdo do nimero de cépias do RNA viral
(RAO et al., 2020).

A concentracdo de SARS-CoV-2 utilizada neste trabalho foi selecionada para
ser superior aos niveis encontrados em aguas residuais e no meio ambiente, gar-
antindo assim que OERC seria capaz de remover a carga viral de forma eficiente
em diferentes locais que apresentam diferentes niveis de particulas virais.

Em nosso estudo constatamos um carga viral no controle positivo de 2,45x
102, correspondendo a 245,6 copias mL™, enquanto que no controle negativo ob-
servamos uma carga viral de 7 x 10, totalizando em 0,00007 copias mL™ . Con-
forme descrito pela literatura, a média, titulos de RNA SARS-CoV-2 de 5,1 + 0,3,
55+ 0,2 e 55 + 0,3 log'® copias mL™ foram quantificados em aguas residuais
usando misturas de primer/sonda N1, N2 e N3, respectivamente, sendo que titulos
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de 4 e 5 a mais de 6 log '° copias mL™ foram relatados em Massachusetts e
Franca, respectivamente (WU et al., 2020; WURTZEL et al., 2020)

De acordo com estudo de Randozzo et al (2020), utilizando a técnica RT-
gPCR, quantificaram a carga viral de RNA de SARS-CoV-2 em amostras de aguas
residuais néo tratadas e constataram uma carga viral de 5,4 + 0,2 log ° cépias ge-
némicas/L em média.

4. CONCLUSOES

Concluimos que este estudo destaca a possibilidade de utilizacdo OERS
para reducdo de SARS-CoV-2, sendo uma excelente alternativa para tratamento
de efluentes ou descontaminacédo de cursos d'agua.

Portanto, o desenvolvimento um biomaterial de baixo custo incorporado ao
OERC, atenderia diversos paises e consequentemente reduziria propagacao viral
de COVID-19, assim interferindo nas situagOes atuais e futuras da pandemia
ocasionada pelo SARS-CoV-2.
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