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Introducao

O novo coronavirus SARS-CoV-2 desencadeou uma crise global na saude,
resultando em mais de 6 milhdes de mortes. Para controlar e prevenir a
pandemia, a testagem desempenha um papel crucial ao identificar casos
positivos, permitindo o isolamento, rastreamento e quebra da cadeia de
transmissao, além de favorecer o tratamento precoce e a recuperacao dos
pacientes. Varios testes moleculares para a COVID-19 foram desenvolvidos, no
entanto, esses méetodos, que identificam o genoma e antigenos virais, sao
inviaveis para locais economicamente desfavoraveis. Diante dessas questoes,
tornou-se uma prioridade encontrar um teste que fosse sensivel, acessivel e
rapido.

Objetivos

O objetivo desse trabalho foi expressar e avaliar a atividade das enzimas HIV-

RT e a Bst DNA- polimerase para serem utilizadas na criacao de um teste de
RT-LAMP para diagnostico da COVID-19.
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Resultados e Discussao

Na figura 1A, pode-se observar, na A |
canaleta 2, que a enzima HIV-RT foi
expressa, pois ha uma banda na regiao de
65,8 kDa, peso molecular da transcriptase
reversa. Apesar de ter estar contaminada, _
sua eficiéncia nao foi alterada, visto que, . a
na figura 2, a reacao de RT-PCR mostra - !
que o cDNA foi obtido a partir de RNA de ... 14 Pmdu'g‘ao da  Figura 2A.Av|gg;>'<.:|a

mucosa oral. HIV-RT atividade da HIV-RT por
meio de RT-PCR

A figura 1B apresenta a analise
eletroforetica da enzima Bst DNA- g
polimerase apos purificacao e pode-
se observar a banda localizada em
68,9 kDa, peso molecular da enzima
de interesse. Na figura 2B, o tubo 1
apresenta resultado da reacao de
LAMP e o tubo 2 o controle negativo,
através da mudanca de coloracao
observada entre os tubos pode-se Figura 2B. Avaliacio da

Conc| uir que houve uma atividade Figura 1B. Produc¢ao da atividade da HIV-RT por
. , . Bst DNA-polimerase meio de RT-PCR
satisfatoria.

Conclusoes

Apoio financeiro

Com base nos dados obtidos a partir da purificacao e avaliacao das enzimas
HIV-RT e Bst DNA-polimerase, pode-se inferir que a purificacao requer
melhorias, porém os resultados, principalmente na avaliacao da atividade,
foram satisfatorios. Com o sucesso nos resultados, a etapa seguinte consiste
na padronizacao das proteinas para serem utilizadas na técnica RT-LAMP.
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