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RESUMO

Um surto de Sindrome Respiratoria Aguda Grave foi identificado em Wuhan, China, em dezembro
de 2019. Pesquisas foram desenvolvidas para a identificacdo do microorganismo causador da doenca
e entdo foi descoberto um novo coronavirus. Em margo de 2020, a OMS decretou a pandemia pelo
SARS-CoV-2, agente etioldgico da Covid-19. O objetivo do presente trabalho foi estudar as
caracteristicas gerais do SARS-CoV-2 e o0s aspectos da patogenia e do diagnostico laboratorial da
Covid-19. Parartal, foi realizada uma revisao de literatura atual, através de fontes de informacao como
0 Google Académico e bases de dados como PubMed, Scielo e BVS. O SARS-CoV-2 pertence ao
género Betacoronavirus da familia Coronaviridae e possui um genoma RNA de fita simples com
polaridade positiva. O pulméo é considerado o orgédo alvo de replicacdo deste virus no organismo,
devido a alta concentracdo da Enzima Conversora de Angiotensina 2 (ECAZ2), receptor celular que
interage com a particula viral. Sinais e sintomas clinicos importantes na Covid-19 sdo: tosse seca,
febre alta, dor de garganta, cefaleia, mialgia, diarreia, nduseas, vomitos, ageusia e anosmia. Nos casos
graves, ha insuficiéncia respiratéria. Para diagnosticar essa infeccdo, sdo utilizadas técnicas de
biologia molecular e soroldgicas, principalmente a Reacdo em Cadeia da Polimerase precedida de
Transcricdo Reversa em tempo real (RT-qPCR), o Teste Imunocromatografico para a Pesquisa de
Antigeno Viral, a Imunocromatografia para Detec¢do de Anticorpos (teste rapido) e o Ensaio de
Imunoabsorcdo Enzimatica (ELISA). Os estudos sobre o SARS-CoV-2, sobre sua patogenia e sobre

0s métodos diagnosticos da Covid-19 sdo necessarios para que haja o combate a essa doenca.

Palavras-chave: Covid-19; Diagndstico; SARS-CoV-2; Sinais Clinicos.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Hospedeiros dos coronavirus NUMan0s ------=-=-=========mmmmmmmm oo oo 16
Figura 2 — Estrutura dos coronavirus --- - 17
Figura 3 — Estrutura do genoma dos coronavirus SARS-CoV e MERS-CQV ---------=--mnmmmmmmmnmee 18
Figura 4 — Ciclo replicativo do SARS-COV-2 -----=-=-=--mmmmmmememeeem meemmmemmeemeeeeeeeeeeeeeee 19
Figura 5 — Curva da resposta imunoldgica por anticorpos especificos anti-SARS-CoV-2 ------------ 22
Figura 6 — Esquema demonstrativo do principio da PCR ------------- e 27
Figura 7 — Exemplo de cassete de plastico para teste imunocromatografico -----------------=--=--=---- 30

Figura 8 — Esquema demonstrativo do teste imunocromatografico para pesquisa de antigeno viral ---
-------------------- - GEEEE et R |

Figura 9 — Esquema demonstrativo da Imunocromatografia para detecgéo de anticorpos ------------ 33

Figura 10 — Esquema demonstrativo do mecanismo de funcionamento do ELISA ------------=------- 35



ADE
APCs
Covid-19
CSG
ECA2
ECMO

ELISA
ICTV
IFN- v
IL

MERS
MIS-C

MRNAS
OMS
OPAS
ORF
RT-PCR
RT-gPCR

SDRA

SG

SRAG/ SARS
SSRNA+
TCDS8

TNF- a

UTI

WIV

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Aumento Dependente de Anticorpos / Antibody-Dependent Enhancement
Células Apresentadoras de Antigeno / Antigen-presenting Cells

Coronavirus disease 2019 / Doenca do coronavirus 2019

Grupo de Estudo de Coronavirus

Enzima Conversora de Angiotensina 2

Oxigenacao por membrana extracorporea / Extracorporeal Membrane
Oxygenation

Ensaio de Imunoabsor¢do Enzimatica / Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
Comité Internacional de Taxonomia Viral

Interferon Gama

Interleucina

Sindrome Respiratéria do Oriente Médio / Middle East Respiratory Syndrome
Sindrome Inflamatéria Multissistémica Pediatrica / Multisystem Inflammatory
Syndrome In Children

RNASs mensageiros

Organizagdo Mundial de Saude

Organizagdo Pan-Americana da Saude

Fase de leitura aberta

Reacdo em Cadeia pela Polimerase precedida de Transcricdo Reversa

Reacdo em Cadeia pela Polimerase em Tempo Real precedida de Transcrigdo
Reversa

Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo

Sindrome Gripal

Sindrome Respiratoria Aguda Grave / Severe Acute Respiratory Syndrome
RNA fita simples com senso positivo

Linfécitos T citotoxicos

Fator de Necrose Tumoral

Unidade de Terapia Intensiva

Instituto de Virologia de Wuhan



SUMARIO

L. INTRODUGAO ..ottt 11
1.1 JUSTIFICATIVA .ottt s et en e n e 12

2. OBJIETIVOS ..ottt ettt sttt sttt ettt en et 13
2.1, OBJIETIVO GERAL ...ttt 13
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.......coiiieceeteeeeeeetete ettt 13

3. METODOLOGIA ..ottt ettt sttt an st 14

4. REVISAO DE LITERATURA ..ottt 15
4.1. CARACTERISTICAS GERAIS DO SARS-COV-2 .....oiiieieiieeeeeeeeereeeeeeeeeeseenn 15
4.1.1. CLASSIFICACAO DA FAMILIA CORONAVIRIDAE ........coooveiesieeseereeeees e, 15
4.1.2. ESTRUTURA DOS CORONAVIRUS ......coovieiiieceieesteeese st 16
4.1.3.  CICLO DE REPLICAGAD.......ceoiiieiiieeeeieseere st tes st ene st sse st naanensnes 17
4.1.4. FORMAS DE TRANSMISSAQ .....oouiiiiieieeeesteeee ettt 19
4.2.  IMUNOPATOGENIA DA COVID-19 ....ooiiiiceeeeteeeeeee ettt 21
4.2.1.  ASPECTOS CLINICOS ..ottt ettt 23
4.3, DIAGNOSTICO DA COVID19 ...t 26
4.3.1. RT-PCREM TEMPO REAL (RT-GPCR) ..oevivieeiiieieteeeese e 26
4.3.2. TESTE IMUNOCROMATOGRAFICO PARA PESQUISA DE ANTIGENO VIRAL ...29
4.3.3. TESTES IMUNOLOGICOS.......o oottt ee et en e, 32

5. CONSIDERAGCOES FINAIS ..ottt s 37

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... oo oo ee e ae e aer e aenans 38



11

1. INTRODUCAO

Em apenas duas décadas, o mundo sofreu com trés grandes epidemias causadas por virus
pertencentes ao género Betacoronavirus da familia Coronaviridae (PAULES; MARSTON; FAUCI,
2020). De novembro de 2002 a julho de 2003 a Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SRAG ou SARS,
do inglés Severe Acute Respiratory Syndrome) atingiu paises Asiaticos, Europeus e a América do
Norte, resultando em 8.439 casos notificados, com 812 fatais. A doenga emergiu da China, na
provincia de Guangdong e o SARS-CoV foi identificado como o agente etioldgico (KUIKEN et al.,
2003). Uma década depois, no periodo de 2012 e 2013, surgiu 0 MERS-CoV, causador da Sindrome
Respiratoria do Oriente Médio (MERS, do inglés Middle East Respiratory Syndrome), ficando isolado
em regides na Arabia Saudita e com poucos casos em outros paises (DE GROOT et al., 2013).

A partir de 12 de dezembro de 2019, foram relatados casos de pneumonia grave e SRAG com
etiologia ndo definida em Wuhan, cidade localizada na provincia de Hubei, no centro da China. Foram
testadas amostras de sete pacientes com sintomas graves da infec¢do, que estavam admitidos na
Unidade de Terapia Intensiva do Hospital Wuhan Jin Yin-Tan, para investigacdo do agente etiologico
da doenca. Tais amostras foram enviadas para o Instituto de Virologia de Wuhan (W1V) e, através de
testes moleculares como a Reacdo em Cadeia pela Polimerase em Tempo Real precedida de
Transcricdo Reversa (RT-qPCR) e testes sorolégicos como o Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimatica
(ELISA), foi confirmada a infecgdo viral dos pacientes por um virus similar ao SARS-CoV e
desconhecido até entdo. O mercado de frutos do mar de Huanan foi considerado o local de origem
dessa infeccdo, pois seis destes pacientes tinham vinculo com o mesmo, sendo entregadores ou
vendedores (ZHOU et al., 2020).

Inicialmente, esse novo virus era denominado como 2019-nCoV. Diante da percepcao das
semelhancas de sua estrutura com o agente etiol6gico da epidemia da SRAG, o Grupo de Estudos de
Coronavirus (CSG) do Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV), que estuda a familia
Coronaviridae, nomeou o atual virus como SARS-CoV-2 (GORBALENYA et al., 2020). Sendo
assim, 0 SARS-CoV-2 ¢ 0 agente etioldgico da Covid-19 (do inglés, Coronavirus disease ou “Doenca
do coronavirus”), tendo o numero 19 como uma referéncia ao ano dos primeiros casos desta doenca
(FIOCRUZ, 2020). Em 11 de marco de 2020, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) decretou a
pandemia pelo SARS-CoV-2 (OMS, 2020).
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1.1. JUSTIFICATIVA

Em 30 de janeiro de 2020, a Covid-19 foi caracterizada como uma Emergéncia de Salde
Publica de Importéncia Internacional: o mais alto nivel de alerta da OMS, conforme previsto no
Regulamento Sanitario Internacional (TANG et al., 2020). Em 11 de marco de 2020, foi caracterizada
como uma pandemia, atingindo praticamente todos os paises do mundo, gerando muitos casos fatais
(OMS, 2020).

A importéncia deste trabalho estd em relatar as caracteristicas gerais do SARS-CoV-2 e
compreender como estas estdo relacionadas com o processo de imunopatogenia do virus, bem como,
descrever as principais formas de diagnosticar a Covid-19, levando em consideracgéo as informacoes
disponiveis nas principais bases de literatura cientifica até o presente momento da atual pandemia.

Todos os esforcos em pesquisa tem sido direcionados para o combate do virus. Isso reflete em
uma producdo constante e em larga escala de estudos, sendo estes publicados diariamente. Logo, é
importante também que haja revisdo de literatura para a selecdo de artigos de maior relevancia e
prestigio cientifico, executados através de metodologias consistentes e que esta revisdo perpasse por
conteudos sobre um determinado tema, abordado por varios estudos simultaneamente, para que exista
um entendimento geral deste assunto.

Por fim, a minha motivacdo pessoal para a escolha desta tematica surgiu da possibilidade de
escrever um trabalho que contenha conhecimentos referentes a area da medicina, relacionados com o
desenvolvimento de uma patologia no corpo humano, juntamente com o desejo de abordar um tema
atual e de grande impacto para a sociedade, de maneira a reunir os topicos mais importantes discutidos
nos artigos de grande relevancia cientifica que vém surgindo desde o desencadear da pandemia.

Portanto, espero que o conhecimento aqui contido ajude de alguma forma a saude da populacéo.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Estudar as caracteristicas gerais do SARS-CoV-2 e 0s aspectos da patogenia e do diagnostico

laboratorial da Covid-19.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Abordar as caracteristicas gerais do SARS-CoV-2;

2) Descrever a imunopatogenia da Covid-19, caracterizando os aspectos clinicos dessa doenca.

3) Identificar as diferentes metodologias empregadas na rotina do diagndéstico laboratorial da Covid-

19, descrevendo o funcionamento e 0 momento adequado para a sua utilizagéo.
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3. METODOLOGIA

Este estudo foi executado a partir de uma reviséo da literatura durante o periodo de abril de
2020 a margo de 2021, consultando artigos cientificos e livros contidos em bases de dados como
PubMed, Scielo e BVS, paginas eletronicas de agéncias e autoridades na area da saude, como a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e a Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) e em fontes de
informag&o como o Google Académico. Como palavras-chaves foram usadas: Covid-19; Diagnostico;
SARS-CoV-2; Sinais Clinicos.

Esta monografia é composta por trés capitulos: o primeiro capitulo foi destinado a abordar os
aspectos gerais do SARS-CoV-2; enquanto o segundo abordou a imunopatogenia da infeccdo pelo
novo coronavirus, relacionando aos aspectos clinicos da Covid-19 e, por fim, o terceiro capitulo tratou
sobre o diagnostico da Covid-19, através de um levantamento dos testes e exames utilizados na rotina
laboratorial, discorrendo sobre o funcionamento da técnica, 0 momento ideal para a sua utilizacédo e

alguns de seus parametros de acurécia.
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4. REVISAO DE LITERATURA
4.1. CARACTERISTICAS GERAIS DO SARS-COV-2
4.1.1. CLASSIFICACAO DA FAMILIA CORONAVIRIDAE

Em 2019, o ICTV divulgou uma nova classificacdo para 0s coronavirus que passaram a
pertencer ao dominio Riboviria, reino Orthornavirae, filo Pisuviricota, classe Pisoniviricetes, ordem
Nidovirales, subordem Cornidovirineae, familia Coronaviridae. Esta familia foi dividida em duas
novas subfamilias, sendo elas: Letovirinae (género Alphaletovirus) e Orthocoronavirinae, sendo esta,
dividida em quatro géneros: Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Deltacoronavirus e
Gammacoronavirus (ICTV, 2019). Os géneros Alphacoronavirus e Betacoronavirus sdo conhecidos
por infectar mamiferos, incluindo o homem; enquanto que os Deltacoronavirus e Gammacoronavirus
infectam espécies de aves (ICTV, 2019; PAULES; MARSTON; FAUCI, 2020).

As sete principais espécies conhecidas que infectam humanos sdo: HCoV-229E, HCoV-NL63
(pertencentes ao género Alphacoronavirus), HCoV-OC43, HCoV-HKUL (género Betacoronavirus),
sendo estas responsaveis principalmente por infecc@es respiratdrias brandas, SARS-CoV-2, SARS-
CoV e MERS-CoV, pertencentes ao género Betacoronavirus, que sao responsaveis pelas: Covid-19,
SRAG e MERS (SU et al., 2016; BULUT E KATO, 2020).

Considerando que todos os coronavirus que causaram doengas em humanos provém de origem
animal, estima-se que o morcego seja 0 hospedeiro primario de SARS-CoV, MERS-CoV, SARS-
CoV-2 (destacados em vermelho na Figura 1), HCoV-229E e HCoV-NL63. A civeta € o hospedeiro
intermediario do SARS-CoV (2002), o dromedario é o hospedeiro intermediario do MERS-CoV
(2012) e o pangolim malaio é o possivel hospedeiro intermediario do SARS-CoV-2 (2019). HCoV-
OC43 e HCoV-HKUL tém o rato como hospedeiro primario (Figura 1) (LAM et al., 2020; RABI et
al., 2020).
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Figura 1 — Hospedeiros dos coronavirus humanos
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Legenda: Demonstracdo da transmissdo zoonoética dos Coronavirus. Em vermelho estdo destacados os principais
coronavirus epidémicos cujo hospedeiro primario estima-se ser o morcego. A interrogacdo na imagem indica que mais
estudos sdo necessarios para confirmar o hospedeiro intermediario do SARS-CoV-2. (Fonte: adaptado de RABI et al.,
2020)

4.1.2. ESTRUTURA DOS CORONAVIRUS

Os coronavirus possuem um genoma RNA de fita simples, ndo segmentado, com senso
positivo (ssSRNA+) (PAULES; MARSTON; FAUCI, 2020; FUNG et al, 2019). O RNA dos
coronavirus apresentam um tamanho de cerca de 30kb, podendo ser considerado grande e de traducdo
complexa. Esse genoma possui uma organizagdo policistronical e sdo produzidos varios RNAs
mensageiros (MRNAS) subgendmicos para traducdo em proteinas com diversas finalidades (DE
WILDE et al., 2017).

Estruturalmente, apresentam a morfologia esférica, com diametro variando entre 80 e 120 nm,
sdo virus envelopados e com um capsideo de simetria helicoidal. Em seu envoltorio externo (envelope)

existem diversos componentes glicoprotéicos ou protéicos, que estao integrados na particula viral em

1 Um RNA com organizagéo policistronica é aquele que codifica para diversas proteinas. Enquanto, na maioria dos
casos, 0 RNA de seres eucariontes codifica apenas para uma proteina, 0 RNA de procariontes e de virus contém
instrugdo para sintese de diversas cadeias polipeptidicas (USP, 2017)
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uma membrana lipidica, como: as glicoproteinas Spikes (S) que formam proje¢cdes em trimeros; a
glicoproteina da membrana (M), sendo esta a mais abundante; a proteina Hemaglutinina Esterase
(HE), encontrada somente em alguns Betacoronavirus; e a proteina do Envelope (E), que é altamente
hidrofobica. No interior deste envelope, hd um nucleocapsideo helicoidal formado pela juncdo da
proteina do Nucleocapsideo (N) com o material genético do virus (sSRNA+), para protecdo do genoma
(Figura 2A) (CRUZ et al., 2020).

Figura 2 — Estrutura dos coronavirus
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Legenda: A - Esquema demonstrando o nucleocapsideo helicoidal e as principais proteinas estrurais: proteina Spike (S),
proteina de Membrana (M), proteina do Envelope (E) e proteina do Nucleocapsideo (N); B - Eletromicrografia de virions
purificados de coronavirus murino evidenciando o formato de ‘coroa’. (Fonte: adaptado de MASTERS E PERLMAN.,
2013)

O termo coronavirus tem origem na palavra em Latim corona e significa coroa ou auréola,
fazendo referéncia a estrutura da sua superficie, visualizada a partir de microscopia eletrdnica, com

projecOes que fazem o virus parecer com uma coroa solar (Figura 2B) (RICHMAN et al., 2016).

4.1.3. CICLO DE REPLICACAO

Assim como 0 SARS-CoV, as proteinas Spikes (S) do SARS-CoV-2 tém grande afinidade
pela Enzima Conversora de Angiotensina 2 (ECA2), uma proteina que estd presente em tecidos

humanos como o pulméo, o coracdo, o rim, o endotélio e na superficie luminal das células epiteliais
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intestinais. A interacdo da proteina S do envelope viral com a ECA2 permite a entrada do virus na
célula, através de endocitose (DE WILDE et al., 2017; ZHANG et al., 2020).

Ap0s a entrada do virus na célula, tem-se a liberacdo do material genético e a producéo de
poliproteinas. O genoma dos coronavirus € constituido por uma molécula de RNA fita simples de
polaridade positiva, com a presenca de uma “cap” 7-metilguanosina na extremidade 5’ e uma cauda
poliadenilada (poli-A) na extremidade 3°. A replicase dos coronavirus é codificada por duas fases de
leitura aberta (ORFs) que se sobrepem (ORF1a e ORF1b), ocupando dois tercos do genoma e sendo
diretamente traduzidas do RNA gendmico. Além disso, 0 genoma possui um grande numero de
pequenas ORFs espalhadas entre os genes que codificam as proteinas estruturais (S, E, M, N e HE).
Independente da espécie de coronavirus, a ordem codificante do genoma é: 5°—Replicase—S—E—M-N—

3’ (Figura 3) (FUNG et al, 2019).

Figura 3 — Estrutura do genoma dos coronavirus SARS-CoV e MERS-CoV
SaRS-Cov  5'[CH ORF1a | oprrp 1S i3al, HEN M} 6 {7al vsal A INE A3
MERS-CoV 5 l:_-_ ORF1a r t.‘mnﬁ -{ 5 i- 3 = 4a B 5 -|£HMH “i- A 3

Legenda: Diagrama esquematico demonstrando a estrutura do genoma dos virus SARS-CoV e MERS-CoV, na seguinte

ordem: 5°-Replicase-S-E-M—-N-3", com pequenas ORFs espalhadas ao longo dos genes estruturais. As ORFs la e 1b
sdo responsaveis pela codificacdo da replicase e estdo representadas de vermelho. Os genes que codificam as proteinas
estruturais (S, E, M, N e HE) estdo representados de azul e os genes que codificam as proteinas acessoérias de cinza. (Fonte:
adaptado de FUNG et al., 2019)

Apds a sintese da replicase nas ORFs, 0 RNA viral positivo serve de molde para um RNA
negativo, que por sua vez, vira base para novos RNAs gendmicos. Além desse mecanismo, ha outro
para a producao de RNAs subgendmicos, responsaveis pela traducéo dos genes acessorios e estruturais
durante o processo de transcrigéo e replicacéo viral (FUNG et al, 2019).

Depois da produgao das proteinas estruturais traduzidas a partir da ORF 5’ (ORF1la e ORF1b),
a particula viral € sintetizada com todos seus componentes no Complexo de Golgi, transportada pela
via secretora dentro de vesiculas e excretada para o meio extra celular por exocitose (Figura 4) (FUNG
et al, 2019).
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Figura 4 - Ciclo replicativo do SARS-CoV-2
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Legenda: (1) adsorcdo do virus ao receptor ECA2 e entrada nas células por endocitose, (2) fusdo do virion com a membrana
da vesicula e liberagdo do genoma viral, (3) codificacdo da replicase a partir das ORFs 1a e 1b, (4) tradugdo de proteinas
estruturais e acessorias, (5) montagem dos virions no Complexo de Golgi e (6) transporte das novas particulas virais pela

via secretora para saida da célula por exocitose. (Fonte: SHEREEN et al., 2020)

4.1.4. FORMAS DE TRANSMISSAO

O SARS-CoV-2 tem a transmissdo respiratoria como unica forma confirmada. A transmissdo
ocorre de humano para humano, através de goticulas, aerossois e contato direto com o individuo
infectado (ROTHAN E BYRAREDDY, 2020). Portadores do virus que estejam assintomaticos
também sdo uma fonte de transmissao, ainda que esses pacientes possam ter uma carga viral menor
em relacdo aos que desenvolveram a doenga. Esse virus tem alta transmissibilidade e, aliado as viagens
globais, constatou-se o seu grande potencial para o desenvolvimento da pandemia (LAI et al, 2020).

Sobre a transmissao vertical, que se caracteriza pela passagem do virus da mae para o feto
durante o periodo gestacional, ainda ndo existem comprovagdes cientificas. Entretanto, ela ndo pode
ser descartada. Ha relatos de fetos que apresentaram sofrimento intra-uterino, resultando em cesarea

de emergéncia, e de neonatos que ficaram na UTI neonatal com falta de ar, apresentando radiografia
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de térax com turvagdo difusa, incluindo um caso fatal. Em ambos os casos relatados, as gestantes
testaram positivo para 0 SARS-CoV-2 (ZAIGHAM E ANDERSSON, 2020).

A transmissdo fecal-oral também ndo foi confirmada cientificamente. Amostras fecais de
individuos com Covid-19 mostraram-se positivas para SARS-CoV-2 através da Reacdo em Cadeia
pela Polimerase precedida de Transcricdo Reversa (RT-PCR). Entretanto, é importante ressaltar que
esta técnica detecta apenas o material genético do virus, ndo a particula viral infecciosa (BULUT e
KATO, 2020; LI et al., 2020). Outros estudos mostram que o virus viavel foi cultivado em cultura
celular a partir de fezes contaminadas (WANG et al., 2020), porém mais estudos sobre o tema se
fazem necessarios para confirmar esse tipo de transmissao.

SHI e colaboradores (2020) verificaram um potencial de transmisséo e replicacdo do SARS-
CoV-2 através de inoculacdo do virus em animais que tém contato proximo com humanos. Segundo
0s autores, porcos, galinhas e patos ndo sdo suscetiveis ao virus. Cdes possuem baixa suscetibilidade.
Furdes apresentam alta suscetibilidade e replicacéo viral localizada no trato respiratorio superior. Os
gatos possuem além da alta suscetibilidade ao virus, a replicacdo viral no trato respiratorio inferior e
a transmissibilidade para outros gatos, o que 0s torna potenciais transmissores para humanos e alvo
de atencdo para controle da Covid-19 na populacdo. Mesmo que estes animais nao tenham sido
identificados como transmissores da doenca para 0 homem, é importante evitar seu contato com
pessoas infectadas, pois eles podem carrear o virus, agindo como fémites.

N&o se sabe se 0 SARS-CoV-2 pode ser transmitido por transfusdo sanguinea. Essa informacéo
é fundamental para evitar a transmissdo do virus pela doacéo de sangue por portadores assintomaticos
do virus. Até o momento, foi encontrado apenas o RNA viral no plasma ou soro (CHANG et al., 2020;
CHO et al., 2020).
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4.2. IMUNOPATOGENIA DA COVID-19

O SARS-CoV-2, agente etiologico da Covid-19, tem como principal porta de entrada o trato
respiratorio superior do organismo, através do contato com a mucosa nasal e a mucosa da laringe. O
virus comeca a se replicar nesses tecidos e, em seguida, vai em direcdo ao pulméo e ao trato
respiratério inferior (LIN et al., 2020). EMPARAN e colaboradores (2020) evidenciaram que a
entrada do virus por mucosa conjutival pode ser possivel, entretanto ainda ha necessidade de maiores
estudos cientificos a fim de se corroborar essa evidéncia.

O pulméo pode ser considerado o 6rgdo alvo para a replicacdo do SARS-CoV-2, pois nele
contém os pneumacitos tipo 11, células que expressam em sua superficie a maior concentra¢do da
Enzima Conversora de Angiotensina 2 (ECA2). Como falado anteriormente, ECA2 € o receptor que
interage com as proteinas Spikes presentes no envelope do virus e possibilita a entrada deste nas
células hospedeiras. Aléem dos pneumacitos tipo Il, o receptor ECA2 também esta presente em outros
6rgdos e tecidos humanos, como: rins, trato gastrointestinal, coragdo, células do sistema nervoso,
células endoteliais de artérias e de veias. Por conseguinte, estes outros 6rgdos podem ser infectados
apos a viremia (JAFARZADEH et al., 2020; LIN et al., 2020; ZHANG et al., 2020).

Apbs a entrada do virus nas células do hospedeiro, ocorre a liberacéo de peptideos antigénicos
(ou antigenos). Os antigenos sdo reconhecidos pelas Células Apresentadoras de Antigeno (APCs, do
inglés Antigen-presenting cells) que evidenciam essas moléculas através do Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC), estimulando a imunidade celular (linfécitos TCD4+ e TCD8+) € a
imunidade humoral (linfocitos B de memdria e anticorpos) (SARZI-PUTTINI et al., 2020).

Os linfécitos T auxiliares (TCD4+) reconhecem o virus e auxiliam na ativacdo da producédo de
anticorpos, por meio dos linfocitos B. Ja os linfocitos T citotdxicos (TCD8+) tém como mecanismo
de acdo a morte da célula infectada. Os linfécitos TCD8+ representam 80% das células inflamatdrias
que atingem o intersticio pulmonar quando ocorre a infecgdo pelo SARS-CoV-2, ocasionando uma
lesdo imunoldgica no local (MADABHAVI et al., 2020).

Em se tratando de infecgdes virais, trés classes de anticorpos (ou imunoglobulinas) séo
fundamentais para debelar a infecgdo: imunoglobulina M (IgM), imunoglobulina A (IgA) e
imunoglobulina G (IgG). Para 0 SARS-CoV-2, a IgM atua como primeira resposta humoral, podendo
ser detectada a partir de 7 dias ap0s a infeccdo e permanecendo no organismo enquanto a fase aguda

da doenca continuar. J& a IgA trata-se da imunoglobulina que prové imunidade as superficies das
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mucosas, neutralizando o virus ou prevenindo a ligagdo do mesmo nestes locais. Essa classe de
anticorpo é detectada por volta da primeira semana ap0s a infec¢do, assim como IgM. Por se tratar de
uma doenga ainda pouco conhecida, ndo se sabe ao certo por quanto tempo IgA permanece detectavel
no organismo (AZKUR et al., 2020; GARCIA, 2020). Por fim, a 1gG é a imunoglobulina relacionada
amemoria imunoldgica e, na maioria dos casos, sua detec¢do € possivel no décimo dia ap6s a infeccéo,
atingindo o pico no décimo quarto dia (SAGHAZADEH e REZAEI, 2020). CAMPOS e colaboradores
(2020) comprovaram que IgG possui duracdo de no minimo seis meses, atraves de um estudo feito
para monitoramento imunolégico durante a pandemia de Covid-19. Ambos 0s anticorpos sao
especificos para as proteinas S do envelope viral e para as proteinas N do nucleocapsideo (Figura 5)
(PACES et al., 2020).

Figura 5 — Curva da resposta imunologica por anticorpos especificos anti-SARS-CoV-2
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(Fonte: adaptado de AZKUR et al., 2020)

Estudos demonstraram que o aumento da ativacdo e da proliferacdo de celulas B (que
produzem imunoglobulinas) em pacientes com Covid-19 esta relacionada a um prognostico ruim e a

uma menor chance de sobrevivéncia dos pacientes, especialmente nos casos graves (YANG et al.,



23

2020). GARCIA (2020) também aponta em seu estudo um fendmeno chamado de Aumento
Dependente de Anticorpos (ADE, do inglés Antibody-Dependent Enhancement), caracterizado pela
adsorcéo e entrada de SARS-CoV-2 em células que possuem afinidade pela porc¢éo Fc do anticorpo
IgG especifico para a proteina S. Desta forma, o virus infecta células B e macréfagos mediado pelo
anticorpo IgG anti-S, podendo agravar o curso da doenga.

Em conjunto com a resposta imunolégica humoral (anticorpos) e resposta imunolégica celular
(linfocitos T), existe um fendmeno denominado de tempestade de citocinas?. Este fenémeno ocorre
na infeccdo causada por SARS-CoV-2, mas também em outras infeccdes, como Ebola e sepse
bacteriana (AZKUR et al., 2020). Sendo assim, ap0s a apresentacdo dos antigenos virais do SARS-
CoV-2 aos linfécitos efetores e a outras células, através das APCs, sdo liberadas diferentes citocinas
pré-inflamatorias que aumentam de forma exacerbada a resposta imune do hospedeiro no local da
infeccdo, podendo gerar danos teciduais. Dentre as citocinas relacionadas a essa infecgdo, estdo: as
Interleucinas (IL), como a IL-6, o Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a), o Interferon Gama (IFN-
y) e diversas quimiocinas (MADABHAVI; MALAIO; KADAKOL, 2020; SARZI-PUTTINI et al.,
2020).

4.2.1. ASPECTOS CLINICOS

O periodo de incubagdo compreende o tempo decorrido entre a exposi¢do ao agente infeccioso
e o inicio da manifestacdo da doenca (LAl et al., 2020). Para a Covid-19, esse periodo dura em média
5 dias, podendo variar entre 2 a 14 dias até que surjam os primeiros sinais e sintomas (MADABHAVI
et al., 2020).

A Covid-19 pode apresentar um amplo espectro de manifestac@es clinicas. Em resumo, essa
patologia se manifesta das seguintes formas: (1) pacientes assintomaticos; (2) individuos com
sintomas leves ou moderados, apresentando a chamada Sindrome Gripal (SG); e (3) pacientes graves,
gue desenvolvem Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SRAG). Cerca de 20% do total de pacientes
séo casos moderados a graves que requerem hospitalizacdo (AZKUR et al., 2020; BRASIL, 2020).

Em relacdo aos pacientes assintomaticos, € importante ressaltar o comprovado potencial de

transmissdo pessoa a pessoa que estes possuem. Por consequéncia, faz-se necessario a identificacéo

2 Segundo ABBAS e colaboradores (2015), as citocinas sdo um grupo de proteinas, com estruturas e func@es diversas,
que regulam e ordenam as atividades das células do sistema imunoldgico. Todas as células desse sistema secretam ou
apresentam receptores especificos para varias dessas moléculas.
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destes, a fim de melhorar o controle da propagacéo viral (LAI et al., 2020). No geral, as criangas tém
uma predisposicdo a serem assintomaéticas, logo, o curso agravado da Covid-19 nos pacientes
pediatricos esta relacionado com suas doencas de base (LU et al., 2020). Entretanto, foi relatado um
acometimento em uma pequena parcela de criangas infectadas com o SARS-CoV-2, chamado de
Sindrome Inflamatéria Multissistémica Pediatrica (MIS-C, do inglés Multisystem Inflammatory
Syndrome In Children). Esse quadro caracteriza-se por febre, hipotensdo, dor abdominal intensa,
disfuncdo cardiaca, miocardite e sindrome do choque toxico, com sintomas aproximados aos da
Sindrome de Kawasaki. Percebe-se também uma elevada taxa de Interleucina 6 (IL-6) nesses
pacientes (DUFORT et al., 2020; ROWLEY, 2020).

Os sintomas e sinais clinicos mais comuns entre os que desenvolvem a SG incluem: tosse seca,
febre alta, fadiga, coriza e dor de garganta. Foram relatados sintomas além dos referentes ao trato
respiratorio, como cefaleia, calafrios, mialgia; acometimentos gastrointestinais, como dor abdominal,
diarreia, nauseas e vomitos. A anosmia e a ageusia, que séo disturbios olfativos e disturbios do paladar,
respectivamente, também se apresentam como condi¢cBes muito caracteristicas (BRASIL, 2020;
LOTFI et al.,2020).

A Sindrome Gripal pode evoluir de grau moderado para um caso grave, resultando em
Sindrome Respiratoria Aguda Grave. Este acometimento caracteriza-se pela insuficiéncia respiratoria
hipoxémica aguda. Sinais e sintomas que diferenciam um quadro do outro podem incluir: saturacao
de oxigénio menor ou igual a 95% (SpO2 < 95%), pressdo toracica, labios de cor azulada e radiografia
de térax com opacidades alveolares bilaterais (AZKUR et al., 2020; BRASIL, 2020).

A Sindrome Respiratoria Aguda Grave pode manifestar-se de 8 a 9 dias ap6s o inicio da doenca
nos pacientes em estado critico. Em sua grande maioria, esses pacientes necessitam de tratamento em
uma Unidade de Terapia Intensiva (UTI) com oxigenoterapia, ventilagdo mecénica ou, dependendo
da gravidade, Oxigenacdo por Membrana Extracorpérea (ECMO, do inglés Extracorporeal
Membrane Oxygenation). Nos casos de Sindrome Gripal em nivel moderado, faz-se necessaria a
internacdo apenas para observacdo e acompanhamento clinico do doente, principalmente se houver
comorbidades ou fatores de risco envolvidos (AZKUR et al., 2020; BRASIL, 2020; LAl et al., 2020).

E importante ressaltar que a Covid-19 se manifesta de maneiras distintas em diferentes
organismos. Esta doenca confere alto risco a individuos idosos e a individuos que contenham
comorbidades e doencas de base, como: hipertensdo arterial, diabetes mellitus, doencas

cardiovasculares, doencas endocrinas, doenca renal crdnica, doenca hepatica cronica e doengas
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respiratdrias, sendo a Doenga Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC) um exemplo (LAI et al., 2020;
LOTFI et al., 2020).

O periodo de transmissibilidade da Covid-19 varia conforme a gravidade da doenca.
Individuos assintomaticos permanecem contagiosos durante aproximadamente quatorze dias (periodo
minimo estabelecido para a quarentena). Pacientes com sintomas leves a moderados podem transmitir
0 virus no minimo vinte dias depois da sua contaminagdo. Aqueles que se encontram em estado grave
ou critico podem transmitir o virus até os momentos de sua respectiva cura ou do seu 6bito (XAVIER
et al., 2020).
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4.3. DIAGNOSTICO DA COVID-19
4.3.1. RT-PCREM TEMPO REAL (RT-gPCR)

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR, do inglés Polymerase Chain Reaction) consiste em
uma técnica de biologia molecular para amplificacdo de fragmentos especificos de DNA in vitro pela
enzima DNA polimerase. Essa reagdo ocorre em um equipamento chamado de termociclador que
executa variacGes nas temperaturas de forma ciclica, e permite o aumento exponencial de uma
pequena quantidade inicial de material genético. Foi desenvolvida por Kary Mullis em 1983 que,
posteriormente em 1993, ganhou o Prémio Nobel de Quimica devido a sua descoberta (RAHMAN et
al., 2013).

Para a reacdo acontecer sao necessarios alguns componentes: DNA ou DNA complementar
(cDNA), dois iniciadores ou oligonucleotideos (primers), enzima DNA polimerase, nucleotideos
(dNTPs), incluindo as quatro bases nitrogenadas adenina, timina, citosina e guanina, solucdo tampao
dareacdo, agua DNAse/RNAse free e cloreto de magnésio (MgClz). Esses componentes sdo colocados
em um tubo de ensaio ou em uma placa de 96 pogos estéreis e, em seguida, inseridos no termociclador.
O termociclador ird operar em ciclos de aumento e diminui¢do da temperatura, divididos em trés
etapas precisas e pré-programadas, que consistem em: (1) desnaturacdo, onde as fitas de DNA séo
separadas através de um aquecimento acima de suas temperaturas de fusdo; (2) anelamento, onde ha
a diminuicdo da temperatura para que ocorra a ligacao dos iniciadores nas fitas, delimitando as regioes
especificas a serem amplificadas; e (3) extensdo, que consiste em uma nova elevacdo da temperatura,
para que a DNA Polimerase insira os nucleotideos formando nova fita complementar, que sera
formada dando continuidade aos iniciadores. Dessa maneira, formam-se varias cdpias do genoma
(Figura 6) (GARIBYAN e AVASHIA, 2013; CORMAN et al., 2020).
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Figura 6 — Esquema demonstrativo do principio da PCR
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H& uma ampla gama de variacdes da técnica de PCR (RAHMAN et al., 2013). Para o
diagnostico da Covid-19, € comumente utilizada a Reagdo em Cadeia da Polimerase precedida de
Transcricdo Reversa em tempo real (RT-gPCR, do inglés Reverse Transcription Polymerase Chain
Reaction in real time). Esta técnica consiste na deteccdo e quantificacdo do RNA do SARS-CoV-2
em uma determinada amostra, a partir da conversédo do RNA viral em cDNA por meio de transcrigdo
reversa (utilizando a enzima transcriptase reversa). Nesta técnica, o resultado aparece em tempo real

atraveés de um grafico de quantificacdo do RNA viral, a partir da marcacdo com sondas fluorescentes
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ou corantes que se intercalam com as fitas de RNA (GARIBYAN e AVASHIA, 2013; PINILLA et
al., 2020).

Cada kit ou protocolo de RT-gPCR para SARS-CoV-2 possui como foco uma area especifica
do gene a ser amplificada. Para entender cada tipo de protocolo, é necessario compreender o material
genético do virus (LOPEZ et al., 2020). De acordo com a Organizagio Pan-Americana da Saude
(OPAS), a detecgdo de um alvo é suficiente para confirmar o diagndstico nos paises e nas regides em
que o virus esta estabelecido, entretanto, a recomendacao inicial baseia-se na detec¢do de dois alvos
positivos para confirmar um caso de Covid-19 (OPAS, 2020).

Para esta analise, devem ser coletadas amostras clinicas do trato respiratorio superior e inferior,
como o swab orofaringeo, o swab nasal, o swab nasofaringeo, expectoracdo, fluido de lavagem
broncoaoveolar e aspirado endotraqueal, sendo o swab nasofaringeo a amostra padréo-ouro (LOPEZ
etal., 2020). Para fins de pesquisa, outras amostras clinicas também podem ser utilizadas, como saliva,
sangue, urina e fezes (RATRE et al, 2021).

O periodo adequado para a coleta depende do periodo em que 0 SARS-CoV-2 esté replicando
no organismo. O Ministério da Salde recomenda que a coleta da amostra deve ser, preferencialmente,
entre os dias 3 e 7 apds o inicio dos sintomas, podendo ser realizada até o dia 8 (Figura 5) (BRASIL,
2020a). PAN e colaboradores (2020) demonstraram, através de RT-gqPCR, que o pico da carga viral
esta entre 5 e 6 dias ap0s o inicio dos sintomas. Contudo, LOPEZ e colaboradores (2020) observaram
que o RNA viral pode ser detectado, em alguns casos, a partir de 1 a 2 dias antes do inicio dos sintomas
e, em casos moderados, o limite de deteccdo do material genético do virus, por esta técnica, varia entre
7 e 12 dias, podendo inclusive, ser detectado até 20 dias, dependendo do curso clinico da doenca.

Para determinar a qualidade de uma técnica de diagndstico, sdo analisados diversos parametros
de acurécia, dentre 0s quais, sensibilidade e especificidade. A sensibilidade é a capacidade de um
resultado ser positivo frente a presenca real do agente, enquanto a especificidade é a capacidade de
um resultado ser negativo frente a auséncia real do agente. No geral, as metodologias de RT-gPCR
para diagnostico da Covid-19 possuem pardmetros bons de sensibilidade e excelentes de
especificidade (LOPEZ et al., 2020). DIAS e colaboradores (2020) apontaram que a sensibilidade da
RT-gPCR varia de 63% a 93%, enquanto a especificidade pode chegar a 100%. LONG e
colaboradores (2020) demonstraram uma sensibilidade da mesma técnica de 83,3% em individuos

diagnosticados com Covid-19. Ja MILLER e colaboradores (2020) identificaram uma especificidade
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de 99% e uma sensibilidade maior ou igual a 90% no dia 5 ap06s os sintomas, 70 a 71% nos dias 9 a
11 e 30% no dia 21.

Entretanto, WALLER e colaboradores (2020) demonstraram que 0s estudos que apontam uma
baixa sensibilidade da RT-qPCR podem apresentar uma abordagem enviesada devido a erros
metodoldgicos e situacdes que podem interferir na realizagdo da técnica, como: o tipo e a qualidade
da amostra clinica coletada; a coleta de amostra de forma muito precoce ou muito tardia em relagdo
ao estagio da Covid-19; o transporte, armazenamento e processamento inadequado da amostra,
levando em consideracdo que 0 RNA esta sujeito a maior degradacdo, por ser uma molécula menos
estavel que o DNA (REN et al., 2020). Outras questdes envolvidas a serem consideradas nesse
aspecto: o protocolo utilizado para efetuar a técnica (KASTAREN et al., 2020); procedimento com
alto risco de contaminacdo (RATRE et al, 2021); e, por fim, apesar de raro, a ocorréncia de mutagdes
virais nos sitios alvos (LOPEZ et al., 2020).

A RT-gPCR é uma técnica suficientemente confidvel que produz resultados com alto
rendimento e em poucas horas. Por isso € considerada padrdo ouro para o diagnostico de Covid-19
diante de resultados ja validados (YUCE; FILIZTEKIN; OZKAYA, 2021). Ha outros testes
disponiveis, tanto para deteccdo de antigenos virais quanto para deteccdo de anticorpos no soro,
entretanto os métodos sorolégicos servem para indicar o estado imunoldgico do individuo, ndo
detectando o virus. Dessa forma, a RT-gPCR ¢ indispensavel para verificar a presenca de SARS-CoV-
2 em pacientes atingidos na pandemia de Covid-19 durante a fase aguda (RATRE et al, 2021; LOPEZ
et al., 2020).

4.3.2. TESTE IMUNOCROMATOGRAFICO PARA PESQUISA DE ANTIGENO VIRAL

O teste imunocromatografico para a pesquisa de antigeno viral, também conhecido como teste
rapido, consiste em uma técnica imunoldgica de diagnostico direto, pois visa detectar a presenca dos
antigenos do virus em uma amostra. Neste caso, antigenos sdo moléculas que funcionam como
marcadores especificos do virus e precedem a producdo de anticorpos (YUCE; FILIZTEKIN;
OZKAYA, 2021).

O principio de funcionamento desta técnica € a reagdo especifica antigeno-anticorpo. Para tal,
é utilizada uma membrana porosa de nitrocelulose acoplada em um cassete de plastico com duas
janelas: uma para inserir a amostra e outra para a leitura da reacdo (Figura 7) (TEVA; FERNANDEZ;
SILVA, 2009).
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Figura 7 — Exemplo de cassete de plastico para teste imunocromatografico
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Legenda: A janela da amostra consiste no local onde seré inserida a amostra com a presenca ou a auséncia da particula
viral e, consequentemente, do antigeno viral. A reacdo ocorre por meio de capilaridade, movendo os componentes da

primeira janela até a segunda, denominada janela teste. (Fonte: adaptado de DIAO et al., 2020)

O principio desta técnica baseia-se na presenga de elementos de captura imobilizados na
membrana de nitrocelulose, que consiste na fase solida. Esses elementos estdo dispostos da seguinte
forma: na “Janela da Amostra” estdo presentes anticorpos conjugados com moléculas fluorescentes
que tém o objetivo de conferir a cor para o aparecimento da tira teste e da tira controle na segunda
janela, que ¢ denominada “Janela Teste”. Estes elementos se moverdo através de uma fase mével por
meio da reacdo de capilaridade. Em se tratando da linha teste, esta contém anticorpos que reagirdo
com 0s antigenos possivelmente presentes na amostra como, por exemplo, 0 antigeno da proteina do
Nucleocapsideo (N), para que apareca um resultado positivo. Ja a linha controle contém anticorpos
que irdo reagir com os anticorpos conjugados fluorescentes, podendo ser visualizada independente do
resultado negativo ou positivo da amostra e que servira como uma linha de referéncia para o
funcionamento do teste (Figura 8) (TEVA; FERNANDEZ; SILVA, 2009; DIAO et al., 2020; DIAO
etal., 2021).
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Figura 8 — Esquema demonstrativo do teste imunocromatogréfico para pesquisa de antigeno viral
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(Fonte: adaptado de DIAO et al., 2020)

Para este procedimento podem ser utilizadas amostras oriundas do trato respiratorio, sendo o
swab de nasofaringe o principal (CHAIMAYO et al., 2020). Um estudo apontou que a urina também
pode ser uma amostra viavel (DIAO et al., 2020).

Como os alvos do teste rapido para pesquisa de antigeno viral sdo os biomarcadores virais do
SARS-CoV-2, como as glicoproteinas Spikes (S), a proteina do envelope (E), a glicoproteina da
membrana (M) e a proteina do Nucleocapsideo (N), esta técnica detecta apenas a infeccdo viral ativa,
bem como ocorre com a PCR, ndo sendo capaz de detectar a infeccdo em individuos que estejam em
recuperacdo (YUCE; FILIZTEKIN; OZKAYA, 2021). Portanto, o periodo considerado adequado
para coleta para este tipo de teste abrange do 2° ao 7° dia do inicio dos sintomas (BRASIL, 2020a).

Alguns estudos que contemplem a discussao sobre a funcionalidade e os padrdes de acuracia
de testes imunocromatograficos para pesquisa de antigeno viral foram desenvolvidos. CHAYMAIO
e colaboradores (2020) estudaram um teste rapido comparando os resultados com a RT-gPCR e
chegaram a valores altos de sensibilidade e especificidade, respectivamente 98,33% e 98,73%.
ALBERT e colaboradores (2021) avaliaram outro teste para detecc¢ao de antigenos, onde acharam uma
especificidade de 100% e uma sensibilidade e 79,6%. Alguns interferentes na técnica de pesquisa de
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antigeno viral que podem afetar a sensibilidade e a especificidade séo: baixa carga viral contida em
uma amostra, a variabilidade do tipo de amostras utilizadas e erros na coleta (LA MARCA et al.,
2020). DIAO e colaboradores (2021) afirmam que a sensibilidade e especificidade nesta técnica estao
relacionadas com a testagem na fase inicial e aguda da infeccéo.

E importante ressaltar que até 0 momento atual do desenvolvimento deste trabalho, estudos
ainda estdo sendo desenvolvidos para aperfeicoar este tipo de diagnostico que ainda ndo é muito
difundido. Entretanto, algumas vantagens como a facilidade de interpretacdo dos resultados, a
facilidade de execucdo do teste e a ndo necessidade de infraestrutura especializada reforcam o quanto
este método diagndstico é promissor (LA MARCA et al., 2020; YUCE; FILIZTEKIN; OZKAYA,
2021). Faz-se necessario também a existéncia de testes rapidos para triagem da doenca, uma vez que
a RT-gPCR é uma técnica mais demorada e que necessita de pessoal capacitado (CHAIMAYO et al.,
2020).

4.3.3. TESTES IMUNOLOGICOS

Os testes imunologicos (ou sorologicos), por sua vez, consistem na deteccao indireta do alvo
que esta sendo estudado, por meio da detec¢do de anticorpos (proteinas do sistema imunologico
produzidas em resposta aos antigenos). No diagnostico da Covid-19, apesar de estas técnicas ndo
detectarem a presenca do virus em si, elas possuem relevancia no monitoramento da resposta
imunolégica de individuos expostos ao SARS-CoV-2, para fins de diagndstico, pesquisa e
levantamento epidemioldgico (YUCE; FILIZTEKIN; OZKAYA, 2021).

Existem dois testes principais que possuem o objetivo de detectar anticorpos IgM, IgA e/ou
IgG, sendo eles: a Imunocromatografia para deteccdo de anticorpos (teste rapido) e o Ensaio de
Imunoabsorcdo Enzimatica (ELISA, do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) (LOPEZ et al.,
2020). Para realizacdo destas técnicas, as possiveis amostras utilizadas sdo o sangue ou o soro. O
periodo adequado para a coleta é a partir do 82 dia da manifestacdo dos sintomas em individuos que

sejam sintomaticos e que estejam na fase convalescente da doenga (BRASIL, 2020a).

4.3.3.1. Imunocromatografia para deteccéo de anticorpos

A Imunocromatografia para deteccéo de anticorpos, ou teste rapido, consiste em uma técnica

baseada na reacgdo antigeno-anticorpo que contém o mesmo mecanismo de funcionamento do teste
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imunocromatografico para pesquisa de antigeno viral (LA MARCA et al., 2020). Entretanto,
diferentemente do teste descrito no topico 4.3.2, a Imunocromatografia para detecgdo de anticorpos
possui na “Janela da Amostra” uma regiao na qual encontram-se antigenos imobilizados e conjugados
com moléculas coradas (Figura 8). Caso haja anticorpos contra 0 SARS-CoV-2 na amostra, eles se
ligardo primeiramente ao conjugado corado, em seguida, se moverdo por meio de capilaridade para
que se liguem ao anticorpo secundério anti-anticorpo humano, conferindo assim um resultado positivo
a partir do aparecimento da linha teste. Independentemente do resultado, hd uma linha controle que
aparecera a partir da reacdo entre outros anticorpos secundarios e anticorpos conjugados com molécula
fluorescente (Figura 9) (LI et al., 2020).

Figura 9 — Esquema demonstrativo da Imunocromatografia para deteccao de anticorpos
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Legenda: (A) Demonstracdo da reacdo que ocorre na imunocromatografia para deteccdo de anticorpos e dos elementos

gue pertencem ao teste. A amostra percorre o sentido do fluxo através de capilaridade. Se houver anticorpos humano anti-

SARS-CoV-2, eles se ligardo ao antigeno conjugado com molécula fluorescente que confere cor para o aparecimento da
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linha teste; (B) Demonstracdo do resultado do exame. Se o resultado for positivo, aparecerdo a linha teste e a linha controle.

Se negativo, aparecera apenas a linha controle (Fonte: adaptado de LI et al., 2020).

Um estudo que desenvolveu um teste rapido apontou uma sensibilidade de 88,66% e uma
especificidade de 90,63% para este teste ao avaliar amostras de pacientes suspeitos para Covid-19 (LI
et al., 2020). Outro estudo que avaliou amostras de pacientes com Covid-19, por meio de testes
rapidos, demonstrou uma sensibilidade de 87,9% para deteccdo de IgM, 97,2% para deteccdo de IgG
e uma especificidade de 100% para ambos, sendo as amostras analisadas previamente confirmadas
como positivas atravées de RT-gPCR (HOFFMAN et al., 2020). Um estudo comparativo entre diversos
testes imunologicos afirmou que o diagndstico por imunocromatografia depende fortemente da carga
de anticorpos na amostra e que o teste rapido para Covid-19 pode apresentar alta especificidade, mas
a sensibilidade é moderada (GAO; QUAN, 2020).

4.3.3.2. Ensaio de Imunoabsor¢ao Enzimatica (ELISA)

O Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimatica (ELISA) consiste em um método de deteccdo de
anticorpos baseado na reacdo de uma enzima® com um substrato. Esta técnica é realizada em uma
placa de microdiluicdo de 96 pocos, onde havera a ligagdo antigeno-anticorpo por meio de antigenos
previamente fixados na placa com os anticorpos presentes na amostra. O resultado dessa reacéo é
evidenciado por meio de anticorpos secundarios (anti-anticorpos humanos) conjugados com uma
enzima, que reagirdo com um substrato e com uma substancia que confere cor a reacdo, denominada
cromdgeno (Figura 10) (TEVA; FERNANDEZ; SILVA, 2009).

3 Enzimas so proteinas que interagem apenas com um substrato especifico, com o intuito de acelerar reages quimicas
(TEVA; FERNANDEZ; SILVA, 2009).
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Figura 10 — Esquema demonstrativo do mecanismo de funcionamento do ELISA
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(Fonte: Adaptado de CROWTHER, 2001)

Esse processo ocorre da seguinte maneira: (1) Primeiramente, ocorre a sensibilizacao, onde o0s
antigenos do SARS-CoV-2 sdo inseridos na placa de microdilui¢do de 96 pocos. Eles sdo fixados por
meio da diferenca de carga elétrica entre o material da placa, que € positivo e o0 antigeno, que adquire
carga negativa ao ser tratado previamente com solucdo alcalina. Para que esse processo ocorra, é
necessario que a placa e os reagentes figuem incubados durante toda a noite; (2) como ha a
possibilidade de toda a superficie da placa ndo estar coberta com os antigenos, é realizado o blogueio
destes locais com uma substancia proteicas, que ndo reagem com outras presentes no teste; (3) a
amostra é inserida na reacdo; (4) anticorpos secundarios conjugados com a enzima sao incluidos na
reacao para que se liguem aos anticorpos humanos presentes na amostra; (5) por fim, € inserido um
tampdo de revelacdo que contém um substrato associado com um cromogeno, para que o resultado
seja revelado gerando uma cor (Figura 10). Entre cada fase tem-se uma etapa de lavagem, que consiste
na utilizacdo de um tampao de lavagem, a fim de que sejam retirados 0s excessos dos antigenos e/ou
conjugados ndo ligados. O resultado da reacdo serd obtido por meio de um aparelho denominado
espectrofotébmetro, que realizara a leitura da reacdo por meio de quantificacdo de luz (radiacdo
eletromagnética) absorvida, transmitida ou refletida na amostra, ou seja, a densidade optica (TEVA;
FERNANDEZ; SILVA, 2009; ZHAO, 2020; MAHALAWI, 2021).
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De maneira geral, os parametros de a sensibilidade e a especificidade do ELISA s&o
considerados seguros (BRASIL, 2020a). ZHAO e colaboradores (2020) desenvolveram um kit ELISA
com sensibilidade de 97,1% e especificidade de 97,5%. J& ZHONG e colaboradores (2020)
desenvolveram outro teste que obteve sensibilidade de 95,7% e especificidade de 85,7% para IgG e
sensibilidade de 97,9% e especificidade de 99,7% para IgM.

E importante citar ainda que existem o Imunoensaio por Quimioluminescéncia (CLIA) e o
Imunoensaio por Eletroquimioluminescéncia (ECLIA) (BRASIL, 2020a; JAHRSDOFER et al.,
2021). Esses testes ttm o mecanismo de reacdo enzimatica parecidos com o ELISA, entretanto geram
um produto luminoso através de excitagdo eletrénica causada por transferéncia de elétrons. 1sso ocorre
por meio da presenca de marcadores luminosos como luciferina ou luciferase na reagdo (SANTOS;
SANTOS; COSTA, 1992).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Com o presente trabalho foi possivel observar que 0 SARS-CoV-2 pertence ao género
Betacoronavirus da familia Coronaviridae, possui um genoma RNA de fita simples com polaridade
positiva. A presenca das glicoproteinas Spikes no envelope viral € uma caracteristica importante deste
virus, agente causador da Covid-19. Essa doenca tem como principais aspectos clinicos a Sindrome
Gripal e, em casos mais graves, a Sindrome Respiratoria Aguda Grave, podendo haver sintomas como:
tosse seca, febre alta, dor de garganta, cefaleia, mialgia, diarreia, nduseas, vémitos e, principalmente,
ageusia e anosmia. Nos casos graves, ha insuficiéncia respiratoria, sendo preocupante a saturacéo de
oxigénio menor ou igual a 95% (SpO2 < 95%). Para diagnosticar laboratorialmente essa doenca as
principais metodologias sdo a Reacdo em Cadeia pela Polimerase precedida de Transcrigdo Reversa
em Tempo Real, a Imunocromatografia para Pesquisa de Antigeno Viral, que detectam a presenca do
virus nas amostras em torno do 3° ao 7° dia a partir do inicio dos sintomas; a Imunocromatografia para
Detecgdo de Anticorpos e o Ensaio de Imunoabsor¢cdo Enzimatica, que detectam a resposta
imunolégica frente ao SARS-CoV-2, a partir do surgimento de anticorpos contra o virus, sendo a
deteccdo de IgM e de IgA a partir do 7° dia ap0s o inicio dos sintomas e de 1gG a partir do 10° dia
apos os inicio dos sintomas, apresentando uma melhor deteccao a partir do 14° dia, considerado o pico

do surgimento deste anticorpo.
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