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RESUMO

O objetivo dessa pesquisa foi desenvolver novos primers a serem utilizados na técnica de RT-PCR para
diagnéstico do COVID-19. Primeiramente foi realizada uma pesquisa na literatura para identificacédo das areas
mais seguras e estaveis do genoma do virus, as sequéncias encontradas foram consideradas genes
candidatos e estavam depositadas no banco de dados do NCBI permitindo o acesso para analise. Utilizando
a ferramenta FASTA foi realizado o alinhamento dessas sequéncias contra as mesmas sequéncias
encontradas em outras regides do mundo. Em seguida foi utilizada a ferramenta BLAST (Pick Primers) para
o desenvolvimento dos primers a partir da sequéncia escolhida. Os dez pares de primers desenhados foram
avaliados pelos parametros fornecidos pelo Pick Primer e com base no tamanho do amplicon gerado apés
reacdo de PCR o par seis foi escolhido e validado pela ferramenta OligoAnalyzer. Nesse sentido, é
recomendado que o par de primer validado seja testado na pratica para avaliar sua capacidade identificacéo
do virus SARS-Cov-2 evitando resultados falso-negativo devido as muta¢des presentes no virus;

PALAVRAS-CHAVE: Coronavirus; NCBI; Primer-BLAST.

1 INTRODUCAO

O virus causador da COVID-19, o SARS-CoV-2, € um novo virus do grupo
coronavirus e o responsavel por uma das maiores pandemias vistas até hoje no mundo
moderno. Esse virus foi relatado inicialmente na cidade de Wuhan, provincia de Hubei, na
China (SHI, HESHUI et al., 2020; SHI, HESHUI et al., 2020). O SARS-CoV-2 se espalha
rapidamente e muitas vezes silenciosamente, iSso acontece por alguns motivos: por ser um
virus completamente novo (PHAN, TUNG, 2020), nenhuma pessoa possui anticorpos
contra ele por nunca ter se infectado pelo mesmo, levando a um niimero grande de pessoas
desenvolvendo a doenca; o virus possui um periodo de incubacédo de até 2 semanas,
portanto muitas vezes pessoas podem estar contaminadas com o virus e ndo ter
conhecimento disso, facilitando a transmissdo de pessoa para pessoa (JIANG; XUAN;
RAYNER, 2020); por fim, 0 SARS-CoV-2 possui um numero basico de reproducédo mais
alto, ou seja, sua capacidade se reproduzir para infectar novas células € muito grande,
apresentando um RO médio de 3,28 (LIU; YING, 2020), nimero muito superior ao da gripe
comum por exemplo. Em pouco tempo, o SARS-CoV-2 atingiu outras regides da China, da
Asia propriamente dita e chegou ao ocidente, inicialmente em paises da Europa com o
primeiro caso confirmado em 24 de janeiro (LESCURE; FRANCOIS-XAVIER, 2020) e
pouco tempo depois ja havia se espalhado para as Américas.

O método de diagndstico comumente utilizado para identificacdo do SARS-CoV-2 é
0 método soroldgico atraves da identificagdo de imunoglobulinas M (IgM) e imunoglobulinas
G (1gG), porém essas imunoglobulinas comecam a ser produzidas apenas apos o periodo
latente da infeccdo do virus, ou seja, durante o periodo de incubacdo ndo é possivel
identificar o virus devido a auséncia de IgM e IgG (CHEN et al., 2020). Nesses casos utiliza-
se a técnica de diagnostico por RT-PCR, sendo essa mais precisa e com a capacidade de
identificar o virus mesmo que em baixa carga viral e ainda em fase aguda, porém é um
método mais demorado e requere mais trabalho, ndo substituindo o método sorolégico em
casos de necessidade de um diagndstico mais rapido (CHAN et al., 2020). Essa técnica é
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realizada a partir de uma amostra biologica do individuo e consiste na utilizacdo da enzima
transcriptase reversa para formar uma cadeia de DNA complementar a partir do RNA do
virus, para isso utiliza-se de primers, que sdo pequenas fitas de DNA complementares a
uma regido especifica do RNA viral, eles se pareiam a essa sequéncia de nucleotideos
apontando para a transcriptase reversa o local onde ela deve iniciar a formacao do DNACc,
essa molécula de DNA formada passara pela PCR e serd amplificada pela enzima Taq
polimerase (FREEMAN; WALKER; VRANA, 2020), possibilitando a identificacdo do SARS-
CoV-2. Porém, estudos ja apontam que o virus esta sofrendo mutacées (PHAN; TUNG,
2020) e essas podem interferir no diagnostico através de RT-PCR promovendo resultados
falso-negativos em pacientes na fase aguda da doenca. Assim, o0 objetivo deste trabalho foi
desenvolver in silico e avaliar um par de primers para identificar o virus SARS-CoV-2 por
meio de RT-PCR.

2 MATERIAIS E METODOS

Por meio de andlise da literatura foi considerado para este estudo o gene N que
codifica a proteina do nucleocapsideo viral como 0 mais conservado para SARS-Cov-2 com
base nas informacdes registradas até este periodo. Para obtencéo da sequéncia referéncia
do gene N buscou-se a sequéncia depositada no Genbanck, NCBI - The National Center
for Biotechnology (NCBI, 2021) e utilizando a ferramenta FASTA (NCBI, 2021) foi realizado
o alinhamento para confirmar a conservacdo. Em seguida, utilizando a ferramenta Pick
Primer (NCBI, 2021) foram utilizados os parametros automaticos sugeridos para o gene N
e em concordancia com o proposto por Muniz et al. (2020). Apés o designe dos pares de
primers foi realizada a analise de acordo com os dados fornecidos pelas ferramentas do
Pick Primer (2021) e OligoAnalyzer (2021).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apés avaliacdo dos artigos na etapa inicial de revisao bibliografica foi possivel
concluir que a regido mais conservada para o desenvolvimento de primers para RT-PCR é
o0 gene N, pois mutacbes ao longo do genoma de SARS-Cov-2 ocorrem de maneira
aleatéria e podem causar resultados falso-negativos no exame por RT-PCR (KHAILANY;
SAFDAR; OZASLAN, 2020; WANG et al., 2020; WOLOSHIN; PATEL, KESSELHEIM,;
2020). Este gene apresenta 1269 nucleotideos e se localiza upstream da regido UTR-3 do
genoma viral (NCBI, 2021).

Com o auxilio do BLAST foi selecionado a sequéncia de referéncia NC_045512.2 e
10 pares de primers foram desenhados no Pick Primer. Na etapa de avaliagdo dos primers
foram considerados os parametros sugeridos por Muniz etal. (2020) com algumas
modificacdes. A temperatura melting (Tm) dos dez pares de primers ficou entre 50 a 60 °C,
no entanto € recomendado que a Tm permaneca abaixo destes valores para que néo ocorra
problemas durante o alinhamento dos primers na ciclagem da PCR (BURPO, 2001).

A TM elevada € uma consequéncia direta da porcentagem de CG, e avaliando este
parametro todos os primers apresentaram a mesma porcentagem de 50-55% de CG. A
porcentagem de CG é um parametro que indica a quantidade de citosina e guanina no
template molde e que requer mais temperatura de desnaturacdo durante a ciclagem da
PCR para eu seja rompido as trés pontes de hidrogénio que ligam este dimero (BURPO,
2001). E para diminuir a quantidade de CG é necessario escolher primers que e anelem em
outras regides do alvo, no entanto, os dez primers desenhados pelo Pick Primer.

Em relacdo ao tamanho da sequéncia de cada primer o ideal é que fiqguem em torno
de 18-25 nucleotideos e neste caso todos os primers tiveram sequéncias de 20
nucleotideos permanecendo dentro do tamanho ideal.
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O tamanho do amplicon gerado ap6s a PCR para estes primers apresentou
variagcdes fora do limite estabelecido entre 150 e 250 pb. Assim, o par de primers
selecionado para validagao foi o par seis que pode gerar um amplicon de 168pb (Figura 1).

Primer pair 6

Sequence (5'->3) Template strand Length Start Stop Tm GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer GTTGACCTACACAGGTGCCA Plus 20 29263 29282 59.89 55.00 4.00 3.00
Reverse primer TGTCTCTGCGGTAAGGCTTG Minus 20 29430 29411 60.04 55.00 5.00 3.00

Product length 168

Figura 1: Par de primers formados pela ferramenta Primer-BLAST com base nos
parametros estabelecidos.
Fonte: Primer-BLAST, NCBI, acesso em 29/06/2021.

A sequéncia dos primers do par 6, ou seja, foward e reverse foram validados pela
avaliacdo dos parametros relacionados a formacdo de dimeros na ferramenta
OligoAnalyzer. Este par de primers com uma Tm 41,7 e 42,4°C pode formar diferentes

Hairpin-Dimers, mas nao forma Self e Hetero - Dimer em valores maiores que -10 kcal/mol
1 (Figura 2).
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Figura 2: Hairpin-Dimer formado pelo par de primers 6 em uma Tm de 41,7.
primers com uma TM 41,7 e 42,4°C pode formar diferentes Hairpin-Dimers
Fonte: Autores, OligoAnyzer, acesso em 30/07/2021.

Estes resultados sdo promissores, uma vez que as estruturas secundarias nos
primers podem interferir na reacdo de PCR e sequenciamento gerando resultados errbneos
em exames (WASSENAAR et al., 2019).

Nesse sentido, o par de primers desenhado para o diagnéstico de SARS-Cov-2 pode
ser produzido para testes in vivo para avaliacdo da sua eficicia na prética.

4 CONCLUSAO

O par de primers desenhado para PCR in silico teve seus parametros avaliados e
validados em ferramentas de bioinformatica que confirmam que in silico tem potencial de
uso. E recomendado que respeitando os aspectos éticos fosse testado para fins de analise

buscando sua eficacia em testes que devido a presenca de mutacdes no virus geram falsos
negativos.
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