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Luiz Fernando Barcelos
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RBAC Especial — COVID-19
Special RBAC - COVID-19

N&o tenhamos duvidas de que o ano de 2020 ficara registrado como um dos
anos mais atipicos da histéria. O Coronavirus, que vem causando impacto em todos os
setores da economia e da sociedade, também esta provocando uma profunda mudan-
¢a comportamental. Esfor¢os gigantescos séo realizados para contornar minimamen-
te o problema e tentar vencer as dificuldades procurando reduzir os prejuizos. Muitas
estratégias encontradas ficardo como legado para o futuro, pois se mostraram eficien-
tes e muitas vezes mais econdmicas do que as que vinham sendo adotadas.

Os sistemas de salude de todos os paises estdo sendo postos a prova e mostran-
do suas fragilidades. No Brasil ndo poderia ser diferente: estamos vivendo momentos
de muita angustia e tenséo, seja pela insuficiéncia de leitos de UTI e equipamentos
necessarios para o atendimento adequado, em decorréncia de um déficit histérico,
seja pela alta morbidade da doenca que atinge niveis de contaminacéao avassaladores.

Os laboratérios clinicos estdo vivendo momentos muito dificeis, encontrando difi-
culdades com os reagentes disponiveis e com o comportamento atipico da doencga —
tanto em relacdo ao virus em si quanto a resposta imunolégica dos pacientes, que ndo
tém seguido o padréo tradicional das demais doengas infecciosas.

A SBAC, sempre atenta as dificuldades do setor, criou num primeiro momento a
editoria COVID-19 para concentrar todas as informacgdes disponiveis sobre este as-
sunto. A quantidade de acessos nos gratificou e mostrou que estdvamos no caminho
certo.

Juntamente com outras entidades, participamos de uma forca tarefa com o obje-
tivo de avaliar os reagentes diagnésticos disponiveis no mercado, testando o seu de-
sempenho no decorrer da doencga e fornecendo informacdes valiosas para os labora-
torios. Este trabalho é realizado num grupo selecionado de laboratérios do pais, com
acesso pelo enderego www.testecovid19.org

Também nos meses de agosto, setembro, outubro e novembro estamos apre-
sentando o SBAC Digital, um evento dedicado a discutir todos os aspectos inerentes
a COVID-19, gratuito para os associados da SBAC e para os convidados dos patroci-
nadores.

A RBAC néo poderia deixar de dar sua contribuicdo em respeito aos nossos
leitores cujos acessos a revista tém se mostrado sempre crescente e estamos apre-
sentando este numero especial totalmente dedicado a discusséo da doenga com arti-
gos redigidos por especialistas e que, temos certeza, sera de grande valor para o
maior entendimento da COVID-19.

Foram selecionados aspectos importantes quanto a biosseguranca, os impactos
renais, hematoldégicos e na hemostasia, as caracteristicas do diagnéstico laboratorial,
apenas para citar alguns entre outros ndo menos importantes sobre a doenca.

Por fim, desejamos a todos muita saude e tranquilidade neste momento de an-
gustia e queremos deixar registrado os nossos sentimentos as familias que lastimavel-
mente perderam entes queridos.

Luiz Fernando Barcelos
Presidente da Sociedade Brasileira de Andlises Clinicas
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Artigo de revisao/Review

Biossegurancga laboratorial na pandemia do SARS-CoV-2
Laboratory biosafety in the SARS-CoV-2 pandemic

Flavia Martinello

INTRODUCAO

Resumo

Devido a emergéncia do SARS-CoV-2, os laboratérios necessitaram se adequar na mes-
ma velocidade em que a pandemia se instalou para atender com segurancga a crescente
demanda pelos testes diagnésticos. Com o alto potencial de disseminagéao do virus, o
contato com pacientes e o manuseio laboratorial das amostras tornou-se um desafio sem
precedentes para os laboratérios. A necessidade de praticas de biosseguranga nunca foi
globalmente tao enfatizada como nas circunstancias atuais da pandemia. O objetivo des-
ta revisdo narrativa foi destacar medidas para prevengéo da contaminacéao pelo SARS-
CoV-2 nos laboratérios clinicos, utilizando como referéncia a literatura publicada em li-
vros, artigos cientificos, orientagcdes técnicas de autoridades sanitarias e cientificas, e na
analise critica e pessoal da autora. Alguns temas abordados foram: compreenséao dos
riscos, medidas de biosseguranca, niveis de biosseguranga, barreiras de contencgéao, uso
correto dos equipamentos de protecéo individual (EPI), desinfeccédo das areas de laboraté-
rio, descarte seguro de residuos, e biosseguranca nas fases pré-analitica e analitica. As
orientagdes sao baseadas em evidéncias limitadas e frequentemente fracas, oriundas de
opinides, estudos observacionais ou extrapolagdes de epidemias anteriores causadas por
outros coronavirus. As boas praticas de biosseguranga destacadas foram estabelecidas
muito antes do surgimento da COVID-19. No entanto, a pandemia trouxe a tona, aos
profissionais de laboratério e a populagéo em geral, boas praticas que estavam esqueci-
das, como a higienizagdo das méos, a etiqueta respiratéria e a forma correta de para-
mentagéo e desparamentacao dos EPI. Na pandemia, os laboratérios com poucos recur-
sos necessitaram adaptar solugdes seguras e econdmicas para garantir a seguranca
laboral.

Palavras-chave
Biosseguranca; COVID-19; SARS-CoV-2; pandemia; laboratérios; equipamento de protegéo
individual (EPI)

distancia de propagacéo para 2 m e 6 m, respectivamen-
te.® Apés uma tosse ou espirro, as goticulas maiores per-

Com a emergéncia do novo Coronavirus (SARS-
CoV-2), os laboratérios necessitaram se adequar na mes-
ma velocidade da pandemia para atender com seguran-
ca a crescente demanda pelos testes diagnésticos.

Na maioria dos casos, 0 SARS-CoV-2 é transmitido
de humano para humano por inalagdo ou deposicéo de
aerossois ou goticulas respiratérias nas superficies muco-
sas. Outras rotas identificadas sdo o contato com fomites
contaminados pelo virus, por meio das proprias méos.("®

A propagacéo de goticulas é dependente de fatores
como o tamanho das particulas, a velocidade do ar expira-
do, as condi¢des de temperatura e umidade ambiente.
As goticulas respiratérias grandes caem a uma distancia
de aproximadamente 1 m do individuo durante a respira-
¢do normal e conversacao. Tossir ou espirrar aumenta a

correm uma distancia maior, mas se depositam rapidamen-
te, e 50% das goticulas sédo aerossolizadas podendo per-
manecer no ar por periodos mais longos e ser transporta-
das por distancias até pouco mais de 1 m.® Esses dados
fundamentam o distanciamento social de pelo menos 2 m®
recomendado pela Organiza¢do Mundial da Saude, e tan-
to quanto possivel, inclusive, dentro de estabelecimentos
de saude como os laboratérios clinicos.?

Como o virus possui um potencial excepcionalmente
alto de disseminacéo, o contato com pacientes e o0 manu-
seio laboratorial seguro das amostras tornou-se um desafio
sem precedentes para os laboratérios em todo o mundo.("
Um aspecto importante, destacado por muitas organizagées
de saude, é que a pandemia de COVID-19 pode ser espe-
cialmente perigosa para os profissionais de satde.?%

Professora do Departamento de Anélises Clinicas da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Florianépolis-SC, Brasil.

Instituigdo: Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Florianépolis-SC, Brasil.
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A necessidade de praticas de biosseguranga nunca
foi globalmente téo enfatizada como nas circunstancias atu-
ais da pandemia." Biosseguranca é a ciéncia voltada para
a prevencao, controle, minimizagao ou eliminagéo de ris-
cos de dano ou acidente advindos da pratica em laborato-
rio para protecdo da saude humana, animal, do meio am-
biente e da qualidade dos trabalhos desenvolvidos.” Pra-
ticas de biosseguranca laboratorial é a aplicacdo dos co-
nhecimentos, técnicas e equipamentos para mitigar o ris-
co, nesse caso envolvido no manuseio da amostra biolégi-
ca, e propiciar um ambiente laboral seguro.")

O objetivo desta revisao narrativa foi destacar medi-
das para prevencdo da contaminacéao pelo SARS-CoV-2
nos laboratoérios clinicos, utilizando como referéncia a lite-
ratura publicada em livros, artigos cientificos, orientacdes
técnicas de autoridades sanitarias e cientificas, na analise
critica e pessoal da autora. Alguns temas abordados fo-
ram: compreensao dos riscos, medidas de biosseguranca,
niveis de biosseguranca, barreiras de contencéo, uso cor-
reto dos equipamentos de protecgéo individual (EPI), desin-
feccé@o das areas de laboratério, descarte seguro de resi-
duos e biosseguranca nas fases pré-analitica e analitica.

Medidas de biosseguranca

A definicdo das praticas de biosseguranca ira depen-
der da respectiva avaliagédo de risco de cada laboratério. A
avaliagao de risco envolve a andlise critica de todo o pro-
cesso laboratorial (coleta e recebimento das amostras, tes-
tes de rotina, testes moleculares, descarte de amostras,
etc.) e relagdo de todos os perigos.? Para cada perigo
estima-se a chance e as consequéncias da exposi¢cao ao
mesmo, seguida das medidas de controle apropriadas para
reduzir os riscos a niveis aceitaveis.!'26589

E importante observar que os perigos, isoladamente,
nao representam risco ao individuo. O risco s6 existe se ha
exposicao. Portanto, os equipamentos e procedimentos
utilizados devem ser considerados na analise do risco, pois
podem aumentar ou diminuir o mesmo. Um mesmo perigo
pode estar presente em mais de uma etapa, por exemplo,
a exposi¢ao a aerossois ou respingos."*®¥ Em ordem cres-
cente de eficiéncia, as estratégias para controle do risco
sdo: utilizacdo de equipamentos de protecao individual
(EPI), medidas administrativas (como normas e sinaliza-
¢des de seguranca), solugdes de engenharia (isolar a equi-
pe do perigo), substituir e eliminar o perigo (essas duas
Ultimas néo séo possiveis no caso da pandemia, cujo peri-
go é 0 SARS-CoV-2).(10

Entre as medidas de biosseguranca, a estratégia de
distanciamento social dentro do laboratério pode reduzir
as infecgcbes por SARS-CoV-2 entre os colaboradores. O
distanciamento pode ser alcangado separando os profis-
sionais em duas (ou mais) equipes (escala de trabalho de

110

12 horas com folga de 36 horas), de modo que as equipes
nao tenham contato. As estacdes de trabalho no laboraté-
rio podem ser espacadas. A equipe que avalia/valida os
resultados, que avalia o controle da qualidade ou realiza
tarefas mais administrativas pode ser removida do espago
do laboratoério e fazer o trabalho em um espaco de escrit6-
rio ou remotamente. Recomenda-se que o uso dos espa-
¢os de refeicdo seja escalonado para evitar a reunido do
grupo. A educacao continuada e os treinamentos também
devem ser realizados de forma remota.("® Apolitica de imu-
nizacao contra a gripe também fornece protegéo aos cola-
boradores do laboratério e reduz a suspeita de infecgao
por SARS-CoV-2 na equipe em situacdes de emergéncia.®

Durante a pandemia da COVID-19, todas as amos-
tras coletadas para testes de diagnoéstico in vitro devem
ser consideradas potencialmente infecciosas com SARS-
CoV-2. Portanto, os profissionais de laboratério devem
seguir rigorosamente as boas praticas laboratoriais em
microbiologia e as precau¢des padrdo para minimizar o
risco de exposi¢cdo ao virus, como a utilizacdo de calca
comprida, sapato fechado, cabelo preso e néo utilizagao
de adornos.2

A higiene frequente das méos e evitar tocar os olhos,
nariz e boca sdo medidas universalmente recomendadas,
as quais a equipe do laboratério também deve aderir.?

Nivel de biosseguranca

Os agentes biolégicos que afetam o homem, os ani-
mais e as plantas s@o classificados conforme o risco que
oferecem em Classes de Risco de 1 a 4. A primeira inclui
agentes que nao oferecem risco para os individuos e co-
munidade e ha tratamento e profilaxia disponiveis, e a ulti-
ma inclui agentes que oferecem altissimo risco individual e
altissima capacidade de propagacao na comunidade para
os quais ndo ha medidas profilatica e terapéutica disponi-
veis.(” O SARS-CoV-2, a semelhanga dos demais mem-
bros da familia Coronaviridae, é classificado como micror-
ganismo de Classe de Risco 3.7

Para trabalho em contencéo dos agentes biologicos
ha quatro niveis de biosseguranca (NB) de laboratérios.
Geralmente o NB é proporcional a classe de risco do agen-
te, porém, certos procedimentos ou protocolos experimen-
tais podem exigir um maior ou menor grau de contengéo.”
Os NB dos laboratérios predizem as caracteristicas de
construgao, projeto, equipamentos, instalagdes de conten-
¢do, praticas padrao e técnicas operacionais, garantindo
a execucao de atividades com agentes infecciosos de di-
ferentes grupos de risco.1?

No caso do SARS-CoV-2, testes laboratoriais de ro-
tina em espécimes de soro ou sangue, manipulacao de vi-
rus lisados, fixados, partes nédo infecciosas do genoma,
embalo de amostras biolégicas para diagnoéstico e outras

RBAC. 2020;52(2):109-16
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atividades ndo propagativas (por exemplo, sequencia-
mento, teste de amplificagdo de acidos nucleicos) reque-
rem que o laboratério apresente estrutura equivalente ao
NB2 e sejam realizadas em cabine de seguranca biol6gi-
ca utilizando as precaucgdes padrdo. As atividades consi-
deradas propagativas, como culturas virais, isolamento viral
ou testes de neutralizagdo devem ser realizadas em um la-
boratério de contengéo com fluxo de ar direcional (pressao
negativa de ar) equivalente a NB3.(8.12

Barreiras de contencio

Cabine de Seguranga Biolégica (CSB)

A CSB é o principal equipamento de contencgao fisica
para agentes infecciosos e, dependendo do tipo, protege
o material e/ou o profissional e os ambientes interno e ex-
terno por filtragao do ar com filtros de alta eficiéncia do tipo
HEPA.(®

A CSB de Classe | protege o profissional e o ambien-
te. Existem quatro subtipos de CSB Classe Il que prote-
gem o profissional, o produto e o ambiente. Nas cabines
A1 eA2,70% do ar recircula na camara e 30% séao expeli-
dos apo6s passagem pelo filtro HEPA. A diferenca entre elas
estad na velocidade de circulagéo do ar, que é menor na
primeira. Na cabine B1 apenas 30% do ar recircula e 70%
séo expelidos, e na cabine B2 100% do ar é expelido para
o exterior. ACSB Classe lll fornece o mais alto nivel de pro-
tecdo ao profissional, produto e ambiente, pois sdo cabi-
nes fechadas com acesso a area de trabalho por grandes
luvas e caixa de passagem para entrada do material antes
do inicio das atividades.!"®

Todos os procedimentos com amostras clinicamente
suspeitas ou confirmadas com SARS-CoV-2 devem ser
realizados em CSB Classe Il tipo A2. A Organizagdao Mun-
dial da Saude (OMS) aprova o uso de CSB Classe | como
uma alternativa que protege o trabalhador quando a prote-
¢do da amostra nédo é a prioridade.(""® Para aquisi¢do, a
diferencga de custo € insignificante entre as duas."

Alerta-se para os laboratérios que utilizam erronea-
mente cabines de fluxo laminar (camaras de escoamento
de ar horizontais e verticais) para manipular amostras bio-
l6gicas, estas protegem apenas o produto, sédo mais peri-
gosas, pois expdem a equipe do laboratério diretamente
ao fluxo de ar que carrega potenciais aerossois carrega-
dos com risco biologico.""®

O uso e a manutencéo corretos da CSB s&o essenci-
ais para garantia da qualidade das atividades. O profissio-
nal deve estar paramentado com todos os EPI necessari-
os ao utilizar uma CSB.

Equipamentos de Protegé&o Individual (EPI)

EPI é todo dispositivo de uso individual utilizado pelo
trabalhador destinado a seguranca laboral. Para ser consi-
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derado EPI, o dispositivo deve ter o Certificado de Aprova-
céo (CA) expedido pelo érgao nacional competente para
gue se possa responsabilizar legalmente o fabricante caso
este apresente alguma falha ou defeito.('¥ E interessante
destacar que o jaleco (também conhecido por avental e
guarda-p06) que néo apresentar CA deve ser tratado como
vestimenta ou uniforme.

Embora os EPI sejam considerados como uma es-
tratégia de prevencao primaria, ndo deve ser alternativa
Unica para a prevencgéo da transmissé@o do virus SARS-
CoV-2. A eficacia dos EPI depende do manuseio adequa-
do, treinamento para colocacéo e retirada, pratica de higi-
ene das maos e comportamento humano, o qual pode re-
presentar um risco até maior do que o préprio agente bio-
l6gico."® O uso racional, correto e consistente dos EPI dis-
poniveis e a higienizagdo das méaos durante todo o turno
de trabalho ajudam a reduzir a disseminacdo dos pato-
genos.?3

Para as atividades néo propagativas com amostras
biolégicas recomenda-se a utilizagdo de avental a prova
d'agua e dos seguintes EPIl: méascara facial e 6culos de
protecao ou protetor facial tipo viseira (face shield) e luvas
descartaveis.®®

Para as atividades propagativas com amostras bio-
l6gicas, além dos EPI utilizados em atividades n&o propa-
gativas, recomenda-se a utilizagéo de aventais descartaveis
com gramatura minima de 30 g/m?de fechamento traseiro,
touca e sapatilhas descartaveis (propé).G?

A mascara de protecéao respiratéria com eficacia mi-
nima de 95% na filtragédo de particulas de até 0,3 (sistema
americano: tipo N95, N99, N100 e sistema europeu: peca
facial filtrante PFF 2 ou PFF3) deve ser utilizada pelo pro-
fissional da saude que for atuar em procedimentos de pa-
cientes clinicamente suspeitos ou infectados com a COVID-
19 com risco de geracdo de aerossoéis. Se a mascara de
protecao respiratoria estiver integra, limpa e seca, podera
ser usada varias vezes durante o mesmo plantdo, pelo
mesmo profissional, por até 12 horas ou conforme definido
pelo servico de saude. Excepcionalmente, em situacdes
de falta de materiais para atender demanda da pandemia
da COVID-19, a mascara respiratéria N95 ou equivalente
podera ser reutilizada pelo mesmo profissional da saude,
desde que siga rigorosamente as recomendacgdes para
retirada adequada desta méascara. Para minimizar a con-
taminacdo da mascara respiratéria podera ser utilizado o
protetor facial.1%

A mascara N95 ou PFF2 com valvula de exalagéo fa-
cilita a saida do ar exalado, entretanto, também a passa-
gem de goticulas. Portanto, protege o profissional, mas nao
o paciente.(®

A mascara N95 é a maneira mais eficaz, entre as op-
¢des disponiveis, de protecao respiratéria. Embora a N95
limite a transmissdo de virus, ainda néo o bloqueia com-
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pletamente. Ao mesmo tempo, néo significa que a trans-
missdo do virus resultara na transmissao da infeccao. Pes-
soas com barba nédo séo protegidas de aerosséis, mesmo
que usem mascaras N95.(""" O uso de mascara é reco-
mendado mesmo quando trabalhando na CSB.?

As mascaras cirdurgicas ndo sao tao eficientes como
equipamento de protegédo respiratéria,!"'”) mas podem ser
uma medida alternativa ao distanciamento social quando
este se torna impraticavel entre os colaboradores. Nesse
caso, qualquer tipo de mascara facial seréa eficaz para evi-
tar o contagio inter-humano na possivel circunstancia de
um profissional de laboratoério estar infectado pelo SARS-
CoV-2.2

Os protetores faciais oferecem melhor ergonomia em
comparagédo com os 6culos de seguranga. O uso de 6cu-
los com mascaras geralmente resulta no acimulo de né-
voa ao redor dos 6culos em pouco tempo, dificultando a
visdo. As viseiras e 6culos de protecdo podem ser reuti-
lizados ap6s a desinfecgdo apropriada. Nesse momento
de escassez no mercado devido a pandemia é compreen-
sivel a adaptacao de EPI como a face shield."

Como vestimenta, se forem utilizados jalecos de al-
godao, os mesmos devem ser retirados adequadamente e
descontaminados apés cada uso antes da lavagem e
reutilizacdo. Os jalecos descartaveis sdo a melhor opgéao
para o vestuario dos profissionais de saude. No entanto,
devido a escassez durante a pandemia, aventais de plasti-
co descartaveis também podem ser usados."

Calcar luvas de procedimentos é uma questao relati-
vamente facil, mas a retirada descuidada ap6s exposicéao
ao risco pode representar uma ameaca de transmisséo da
infecgao."1

Uma pesquisa demonstrou que o maior desafio rela-
tado por laboratérios clinicos durante a pandemia do
COVID-19 foi a garantia de EPI suficientes. Entre outras
dificuldades também foi relatado o uso e o descarte incor-
reto de EPL.("71®)

Higienizacido do laboratério

As evidéncias atuais sugerem que o SARS-CoV-2
pode permanecer viavel por horas e até dias em determi-
nadas superficies, dependendo do tipo de material. Por-
tanto, a limpeza de objetos e superficies, seguida de de-
sinfecgcdo, sdo medidas recomendadas para a prevencgéo
da COVID-19 e de outras doencas respiratorias virais em
ambientes comunitarios.

Limpeza —refere-se a remocao de germes, sujeiras
e impurezas das superficies. A limpeza nao mata os ger-
mes, mas, ao remové-los, diminui o nimero e o risco de
propagacéao da infecgéo.

Desinfecgéo — refere-se ao uso de produtos quimi-
cos para matar germes em superficies. Esse processo nao
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limpa necessariamente superficies sujas ou remove micror-
ganismos, mas, ao matar germes em uma superficie apés
alimpeza, pode reduzir ainda mais o risco de propagacéao
de infecgbes.(®

A descontaminacédo de bancadas de trabalho, instru-
mentos e superficies frequentemente tocadas no laboraté-
rio como macanetas, refrigeradores, freezers, telefones,
telas sensiveis ao toque, teclados, mouse, etc. deve ser
realizada com mais frequéncia, a cada trés horas ou quan-
do houver qualquer derramamento. Considerando que a ca-
mada externa do envelope dos coronavirus é facilmente
destruida, os produtos apropriados para assepsia sao
etanol a 70%, glutaraldeido a 2% ou hipoclorito de s6dio
com concentragdo de cloro 0,05% (500 ppm).(220

Os equipamentos de laboratério, tomadas elétricas e
interruptores ndo devem ser desinfetados com hipoclorito
devido ao poder oxidante e corrosivo do mesmo. Toalhas
de papel embebidas com alcool 70% séo preferiveis nes-
ses casos, e 0s equipamentos elétricos devem estar
desconectados da fonte de alimenta¢do durante a desin-
fecgdo. Paredes e pisos ndo requerem desinfeccéo e po-
dem ser limpos com agua e sabdo comuns, exceto em caso
de derramamento de material biolégico. Nesse caso, os
mesmos produtos de desinfec¢cédo das bancadas séo re-
comendados.?

Em caso de derramamento de material infectante, o
equipamento ou area devem ser isolados e procedida a
desinfeccdo. Caso seja no chao, cobrir o local de derrama-
mento com material absorvente (papel toalha) para mini-
mizar a area afetada e a producéao de aerossois. Cobrir o
local com cloro ativo 2%, de forma concéntrica, iniciando
pelo exterior da area de derrame e avangando para o cen-
tro. Deixar em repouso pelo menos trinta minutos para acéao
do desinfetante. Retirar os materiais envolvidos no aciden-
te, inclusive objetos cortantes, utilizando uma pinga ou um
pedaco de cartéo rigido para recolher o material e coloca-
lo em um recipiente resistente para descarte final.(26)

Acido peracético (2 g/L) ou H,O, 3% ou dioxido de
cloro 100 mg/L podem ser usados para fumigar o laborato-
rio durante a noite, ou desinfetante em aerossol pode ser
pulverizado a cada uma a duas horas.?9

Gerenciamento de residuos

O descarte seguro de sobras de amostras de paci-
entes com COVID-19 tem sido um aspecto preocupante
nos laboratérios." Segundo o Center for Disease Control
and Prevention (CDC), atualmente ndo ha evidéncias que
sugiram que esse residuo de laboratério precise de proce-
dimentos adicionais de embalagem ou desinfecgéo. Por-
tanto, os laboratérios devem proceder ao descarte das so-
bras de amostras de acordo com as diretrizes locais de
seguranga,!"?" atualmente a RDC 222/2018.(?
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Segundo a RDC 222/2018, as sobras de amostras
de laboratério contendo sangue ou liquidos corpéreos, bem
como as culturas, estoques de microrganismos, os meios
de cultura e os instrumentos utilizados para transferéncia
ou inoculacao de microrganismos da classe de risco 3 sédo
classificados como residuos do Grupo A1. No entanto, os
ultimos devem ser tratados na unidade geradora e os pri-
meiros antes da disposi¢éo final, podendo ou n&o ser no
laboratério. Caso seja tratado na unidade geradora ou no
servigco, devem ser acondicionados em sacos brancos lei-
tosos. Caso o tratamento venha a ser realizado fora da uni-
dade geradora ou do servigo, estes residuos devem ser
acondicionados em saco vermelho e transportados em re-
cipiente rigido, impermeavel, resistente a punctura, ruptu-
ra, vazamento, com tampa com controle de fechamento e
identificado. O tratamento deve atender ao nivel lll de
inativagcdo microbiana, por exemplo, a autoclavagéo.®

Entretanto, caso seja permitido pelos 6rgaos ambi-
entais e pelos servicos de saneamento competentes, as
sobras de amostras de laboratério contendo sangue ou li-
quidos corporeos podem ser descartadas diretamente no
sistema de coleta de esgotos.®?

Um estudo demonstrou que apenas um quarto dos
laboratérios pesquisados declarou autoclavar amostras de
sangue antes do destino final. Os autores sugerem que,
durante a pandemia, amostras de alto risco, como amos-
tras respiratérias, devem ser desinfetadas ou autoclavadas
logo apéds a analise.(6?®

Biosseguranca na fase pré-analitica

Atendimento ao publico em geral

As mascaras cirtrgicas devem ser usadas pelos pro-
fissionais em area de atendimento a pacientes. Em rela-
¢éo ao tempo de uso, é recomendada a troca da mascara
cirirgica pelo profissional nos servigos de saide a cada
duas a quatro horas devido ao risco de contaminacéo da
mesma. Entretanto, devido a pandemia da COVID-19, o
CDC preconizou o uso prolongado de mascaras faciais
pelos profissionais da salde, ou seja, usar a mesma mas-
cara, mesmo em contato préximo com pessoas diferentes,
sem remové-la entre os atendimentos. Todavia, a mesma
deve ser removida, descartada e substituida por outra nova,
se estiver suja, Umida, danificada, ou se o profissional apre-
sentar dificuldade de respirar com ela.™® Os clientes tam-
bém devem estar utilizando mascara durante o periodo em
gque permanecerem no laboratério.

Os laboratérios devem adotar estratégias de prote-
¢do a saude de todos os colaboradores, terceirizados ou
n&o. Cartazes e outros recursos visuais s@o ferramentas
educativas e devem ser utilizadas minimamente para ori-
entar a correta higienizagdo das méaos, uso de mascaras e
etiqueta respiratéria.
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Algumas estratégias que podem ser utilizadas para
minimizar os riscos de infec¢do pelo SARS-CoV-2,22425)
aos quais os trabalhadores podem estar expostos durante
suas atividades laborais, sédo:

¢ Utilizar tapete sanitizante na entrada do laboratério;

* Medir a temperatura dos clientes com servico agil
para nao causar filas e aglomeracao e se possivel dispor
de areas de atendimento separadas;

* Manter na entrada, de forma sinalizada, o ponto
de higienizac@o de maos com agua e sabao, papel descar-
tavel, lixeira com tampa acionada por pedal e alcool em
gel 70%;

* Diminuir o nimero de assentos vagos no espacgo
da recepcao;

¢ Colocar uma "linha" de contengéo, aumentando a
distancia entre o paciente e o profissional da recepcéao;

* Estabelecer marcagdes no chao (adesivo de piso
informativo) com distanciamento de 1,5 metros para fila;

* Retirar todos os objetos supérfluos que possam ser
tocados pelos clientes na recepcéo (folders, revistas, ca-
feteira, filtro de agua, brinquedos, etc.);

* Proteger os teclados, mouses, maquinas de car-
téo, etc. com filme plastico para facilitar a descontaminacéao;

e Utilizar rotas de circulagéo pré-estabelecidas para
evitar o contato entre as pessoas;

* Manter as janelas e portas de acesso sempre aber-
tas. Caso seja necessario permanecer com ar-condiciona-
do ligado deve-se ter atencdo especial a limpeza dos fil-
tros e ao direcionamento do fluxo de ar;

e Triar sinais e sintomas de colaboradores antes da
entrada, com termdmetro de superficie. Se constatar febre,
notificar o colaborador para buscar orientacdo e cuidado
no sistema de saude;

* Quando necessario o uso de crachéas para aces-
so, orientar os colaboradores sobre a higienizacéo destes
e sobre o ndo uso de cordées;

* Tornar de uso individual objetos como caneta, la-
pis, calendario, etc.;

* Fechar ou controlar o acesso as areas de convi-
véncia (copas, cozinhas);

¢ Oferecer o transporte de colaboradores de casa-
laboratoério-casa;

* Priorizar escalas de trabalho 12 x 36.

Somente pessoal treinado deve ter permisséo para
coleta, armazenamento, embalagem e transporte de amos-
tras, garantindo que sejam utilizados procedimentos opera-
cionais padrdao adequados em consonancia com as dire-
trizes nacionais ou da OMS, e que todas as amostras se-
jam tratadas como potencialmente infecciosas.®

Coleta de amostras

A coleta de amostras respiratérias ou de sangue de
pacientes clinicamente suspeitos ou confirmados com
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COVID-19 deve ser extremamente cuidadosa visto que o
contato per se com o paciente expde o profissional de sau-
de. Em especial, a coleta de amostras do trato respiratério
superior, de swab naso e orofaringeo, pode expor ainda
mais o profissional de saude pelo risco de ocorréncia de
espirro ou vomito, respectivamente, nos procedimentos.

Ao coletar sangue e outras amostras nao respiratori-
as de pacientes clinicamente suspeitos ou confirmados com
COVID-19, o profissional de saude deve utilizar jaleco que
cubra o maximo possivel o corpo, mascara N93, luvas des-
cartaveis e protecéo para os olhos como 6culos ou prote-
tor facial.®?® Sempre que possivel, o profissional deve posi-
cionar-se lateralmente ao paciente durante a coleta para
evitar a troca direta do respirado.

Em ambiente hospitalar, a coleta de amostras respi-
ratérias ou ndo de pacientes clinicamente suspeitos ou
confirmados com COVID-19 deve ser realizada prioritaria-
mente pela equipe de enfermagem, de forma a expor o
menor nimero possivel de profissionais.)

Idealmente, o local de coleta de amostras de pacien-
tes clinicamente suspeitos ou confirmados com infeccéo
por microrganismos de classe de risco 3, como o SARS-
CoV-2, deve ser equipado com pressdo negativa de ar
(exaustéo) unidirecional com 12 trocas ou mais de ar por
hora.?2® Quando isso néo for possivel, um ambiente indivi-
dual com ventilagdo natural com taxa média de ventilagao
de 160 L/s pode ser usado.¢2)

Depois de usar a sala individual, devem-se desinfe-
tar as superficies de acordo com o procedimento padroni-
zado e deixar o ambiente vago por um periodo de aproxi-
madamente trinta minutos. Durante o procedimento, deve
ser evitada a entrada e saida de outras pessoas na sala.®?®

Durante a pandemia, muitas vezes é dificil discrimi-
nar amostras clinicas coletadas de pacientes clinicamente
suspeitos ou confirmados com COVID-19. Nesse contex-
to, uma marcacéao especial no rétulo de identificacdo da
amostra indicando suspeita ou confirmada a contaminacgao
por SARS-CoV-2 é uma boa pratica, embora néo esteja
sendo realizada por cerca de metade dos laboratérios.?®

Transporte de amostras

Para o transporte externo de amostras deve ser utili-
zado o sistema de embalagem tripla. O recipiente primario
deve ser de plastico e fechado com tampa de rosca. A su-
perficie externa do recipiente primario deve ser desinfeta-
da usando-se desinfetantes apropriados, como etanol a
70%, cuidando para nédo danificar a identificagéo do paci-
ente. O recipiente primario deve ser envolvido com materi-
al absorvente suficiente para absorver todo o volume da
amostra, caso haja quebra ou vazamento, e colocado em
um recipiente secundario com a tampa do recipiente pri-
mario voltada para cima. O recipiente secundario deve ser
fechado com tampa a prova d'agua e de vazamentos.)
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Materiais de amortecimento, como plastico bolha ou
flocos de isopor, devem ser colocados entre a embalagem
secundaria e a embalagem externa para reduzir agitacédo
e impacto externo durante o transporte. Os documentos de
informacdes da amostra devem ser colocados entre o reci-
piente secundario e a embalagem externa (recipiente terci-
ario). Asuperficie do recipiente terciario deve exibir os con-
tatos do remetente e do destinatario, bem como um rétulo
UN3373 indicando uma substancia infecciosa da Catego-
ria B para amostras de casos suspeitos ou confirmados.(¢2®
Culturas ou isolados virais devem ser transportados como
Categoria A UN2814, substancia infecciosa que afeta se-
res humanos.®

Diferentemente das recomendacdes anteriores, ago-
ra o CDC recomenda o transporte de todas as amostras
biolégicas dentro da mesma instituicéo por sistema de tu-
bos pneumaticos, exceto amostras respiratérias, o qual
deve ser realizado pessoalmente.?692% QO pessoal que trans-
porta a amostra deve ser treinado em procedimentos de
descontaminacédo de derramamentos. Nesse caso, o reci-
piente primario deve ser embalado em saco tipo zip-lock e
colocado em um recipiente secundario, tipo caixa térmica,
que deve ser rotulado para indicar que contém substancias
infecciosas.®®? Se ndo houver vazamentos visiveis no re-
cipiente secundario ao receber uma amostra, o mesmo po-
dera ser reutilizado depois de desinfetado com substanci-
as apropriadas, como etanol a 70%.%%)

Biosseguranca na fase analitica

Procedimentos laboratoriais comuns como abertura
manual de tubos, pipetagem, aliquotagem, agitacdo em
vortex, trituracéo, extragdo, homogeneizacéo e centrifuga-
¢do normalmente resultam na geracéo de aerossois. Por-
tanto, assim como o local de coleta de amostras, as ativi-
dades devem ser realizadas em local com direcionamento
do fluxo de ar para impedir a propagacéo do virus SARS-
CoV-2.(113)

Idealmente, o processamento inicial (antes da inativa-
¢ao) de todas as amostras, inclusive aquelas para sequen-
ciamento e amplificacéo, deve ocorrer em uma CSB clas-
se Il tipo A2 validada.®®

Todos os procedimentos técnicos devem ser realiza-
dos de modo a minimizar a geracao de aerossois e goti-
culas.® Se o recipiente da amostra precisar ser aberto fora
da CSB, uma mascara N95 deve ser usada pelo pessoal e
a bancada deve ser desinfetada apés o procedimento.®

As amostras submetidas a extracédo ou inativacdo de
acido nucleico na CSB podem ser manuseadas fora da
CSB de acordo com as precaugdes padréo para amostras
convencionais. Deve-se tomar cuidado para evitar a conta-
minacgao cruzada durante a extracédo de acidos nucleicos e
a adicdo de reagentes.®)
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Caso a CSB néo esteja disponivel e seja necessaria
uma centrifugacao, devem ser utilizadas centrifugas com
rotores com tampa e com ventosas de seguranga que pro-
tegem contra aerossois e goticulas. Além disso, os tubos
devem estar fechados e posicionados de forma equilibra-
da em uma centrifuga em area aberta bem ventilada. Nao é
recomendado forgar a parada da centrifuga. A centrifuga
ndo deve ser aberta ap6s pelo menos dois a dez minutos
apo6s a conclusao da operacgéao para permitir a sedimenta-
céo dos aerosséis dentro do recipiente, ou trinta minutos
caso haja quebra de tubo.('28)

Estudos sugerem a inativagéo das amostras para a
distribuicédo e estudo seguro das mesmas.?” Recomenda-
se que as amostras sejam colocadas a 56°C por trinta mi-
nutos para inativar o virus antes de abrir o recipiente da
amostra. No entanto, como as informacgdes sobre a infecti-
vidade viral ainda séo limitadas, as amostras devem ser
consideradas de alto risco.®

Se a pele ou a mucosa for perfurada, cortada ou en-
trar em contato direto com o material suspeito de conter
SARS-CoV-2, o individuo afetado deve retirar os EPI e la-
var as areas afetadas imediatamente, usar antisséptico de
pele apropriado e procurar atendimento médico.®

CONSIDERAGOES FINAIS

O laboratério de analises clinicas esta na linha de fren-
te no combate a pandemia, produzindo resultados de tes-
tes para o diagnoéstico e monitoramento de pacientes com
COVID-19 entre outros. Devido a natureza da transmissi-
bilidade da doenca, a equipe do laboratério enfrenta incer-
tezas e receio de contrair a doencga.

As boas préticas de biosseguranca para coleta, trans-
porte e manipulagdo de amostras clinicamente suspeitas
ou confirmadas com microrganismos de classe de risco 3
foram estabelecidas muito antes do surgimento da COVID-
19. No entanto, a alta transmissibilidade do SARS-CoV-2
trouxe a tona boas praticas classicas que estavam esque-
cidas ndo sé pela populagéo em geral, mas também pelos
profissionais de laboratério, como a higienizagdo das maos,
a etiqueta respiratéria e a forma correta de paramentacéao
e desparamentacao dos EPI.

Uma dificuldade desta revisdo e provavelmente dos
profissionais de saude é que existem poucos documentos
completos sobre biosseguranca voltados especificamente
para laboratoérios clinicos, ou seja, aqueles com um nivel
geral 2 de biosseguranga. Ha varios manuais, diretrizes,
livros, artigos, etc. com abordagens parciais de biossegu-
ranca ou que geralmente abordam testes microbiolégicos
e moleculares, com pouca orientagéo especifica para o la-
boratério de forma geral. Corroborando a opiniéo de Lippi
e colaboradores,? as orientagdes sdo baseadas em evi-
déncias limitadas e frequentemente fracas, oriundas de
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opinides, estudos observacionais ou extrapolacdes de epi-
demias anteriores causadas pelos coronavirus SARS e
MERS.

Além disso, os documentos nacionais sdo manuais,
diretrizes ou recomendacgdes, ou seja, ndo sao obrigacdes
legais dos profissionais de laboratério. A Unica legislacao
existente® trata dos deveres do empregador, por exem-
plo, devendo o mesmo vedar alguns comportamentos ina-
dequados dos profissionais.

Na pandemia, os laboratérios com poucos recursos
necessitaram adaptar solugées seguras e econdémicas,
mesmo que improvisadas, para garantir o manuseio segu-
ro de amostras clinicas contaminadas com SARS-CoV-2.

Acreditamos na capacidade resiliente dos laborato-
rios e na adogéao das boas praticas destacadas nesta revi-
sd@o para minimizar o risco de infecgdo por SARS-CoV-2
entre os profissionais dos laboratoérios clinicos.

Abstract

Due to the emergence of SARS-CoV-2 the laboratories had to adapt,
as quickly as the pandemic was installed, to safely meet the growing
demand for the diagnostic tests. The high potential for virus spread,
contact with patients and laboratory handling of samples has become
an unprecedented challenge for laboratories. The need for biosafety
practices has never been more globally emphasized as in the current
circumstances of the pandemic. The purpose of this narrative review
was to highlight strategies to prevent contamination by SARS-CoV-2
in clinical laboratories, using as reference the literature published in
books, scientific articles, technical guides from health and scientific
authorities, and the critical and personal analysis of the author. Some
topics that were covered: understanding risks, biosafety strategies,
biosafety levels, containment barriers, correct use of personal protective
equipment (PPE), disinfection of laboratory areas, safe disposal of
waste, and biosafety in the pre-analytical and analytical phases.The
orientations are based on limited and often weak evidence arising from
opinions, observational studies or extrapolations from the previous
epidemics coronaviruses. The highlighted good practices on biosafety
were established long before the emergence of COVID-19. However,
the pandemic brought up to the laboratory professionals and population
in general, good practices that had been forgotten, such as hands
hygiene, respiratory etiquette and the correct way of donning and doffing
PPE. In the pandemic, laboratories with limited resources had to adapt
safe and economical solutions to ensure safety in the clinical laboratory.

Keywords
Biosafety; COVID-19; SARS-CoV-2; pandemic; laboratories; personal
protective equipment (PPE)
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Diagnodstico laboratorial da COVID-19 no Brasil
The laboratory diagnosis of COVID-19 in Brazil
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Resumo

Apesar da grande emergéncia desta pandemia causada pelo virus SARS-CoV-2 em nosso
pais e no mundo, varias opgdes de metodologias diagnésticas tém sido criadas para nos
auxiliar na detecgao desse agente, contribuindo para evitar a sua disseminagéo, detectar
guem ja teve a doenga e, em alguns casos, favorecer o tratamento precoce. O diagnéstico
soroldgico da COVID-19 disponivel atualmente detecta a presencga de anticorpos, IgA, IgM
e IgG, que sao proteinas especificas produzidas em resposta a infecgdes, mostrando
entdo uma resposta imunoldgica do individuo ao virus. Ressalta-se que o diagnéstico final
da Covid-19 deve ser estabelecido pela combinagéao de varios exames com as informa-
¢oes clinico-epidemiolégicas. Os resultados destes testes sdo importantes também para
detectar infecgées em pessoas que apresentaram poucos ou nenhum sintoma, e apesar
da possibilidade de resultados falsos, seu custo-beneficio é bastante positivo frente ao
padrao-ouro de diagnéstico que é o RT-PCR, de elevado custo, ja que, por ser mais aces-
sivel, a sorologia proporciona também uma ideia da epidemiologia global da doenga quan-
do ocorre testagem em massa.

Palavras-chave

Diagnéstico laboratorial; COVID; Coronavirus; sorologia

INTRODUCAO

O Coronavirus € um RNA-virus comumente zoonético,
pertencente a familia Coronaviridae, conhecida por causar
infecgdes respiratérias, sendo isolado pela primeira vez em
1937 e descrito apenas em 1965. Os dois principais inte-
grantes capazes de causar infecgdes em humanos séo os
SARS-CoV e os MERS-CoV, causadores da sindrome res-
piratéria aguda (SARS) e a sindrome respiratéria do Ori-
ente Médio (MERS), respectivamente.( Em dezembro de
2019, apbés um surto de pneumonias de causas desconhe-
cidas na cidade de Wuhan, na China, foi identificada a
COVID-19 (do inglés, coronavirus disease - 2019). Essa
patologia foi declarada como uma pandemia, pela Organi-
zacao Mundial de Saude (OMS), em margo de 2020, tendo
rapida disseminagéo e contagio.®

Causada pelo SARS-CoV-2, a COVID-19 é uma do-
enca de aspecto clinico variado, podendo se apresentar
de forma assintomatica até quadros graves levando a ébi-
to. De acordo com a OMS, cerca de 80% dos pacientes
com a doenca podem ser assintomaticos ou oligossinto-
maticos, ou seja, apresentarem poucos sintomas, e, apro-
ximadamente, 20% dos casos detectados necessitam de

atendimento hospitalar. Os sintomas podem variar de per-
da de paladar e olfato, um resfriado comum até uma
sindrome gripal. Nesta ultima, pode haver evolugéo para
um quadro respiratoério agudo caracterizado por um esta-
do febril ou febre, associada a dor de garganta, dor de ca-
beca, tosse, coriza, e até uma pneumonia severa,’?% que
pode levar ao 6bito.

E valido salientar que diversas atitudes séo de extre-
ma importancia no controle da disseminacgéo do virus e da
prépria doencga, como fortalecer o organismo por meio de
boa alimentacéo, sono regular e exposi¢cédo ao sol da ma-
nha. Uma atitude preconizada atualmente é a de sempre
usar mascaras e evitar circular nas ruas e/ou em ambien-
tes com grande concentracao de pessoas, pois, de acordo
com os estudos epidemiologicos, a transmissado da COVID-
19 ocorre pelo contato com superficies contaminadas ou
com pessoas infectadas e o tempo de incubagcdo em um
recém-contaminado pode ser de até 14 dias. Durante esse
periodo, mesmo que o paciente seja assintomatico, ja é
possivel transmitir o virus para outras pessoas e/ou conta-
minar o ambiente. Os individuos doentes devem permane-
cer em casa e, caso os sintomas se agravem, procurar a
unidade basica de saude para uma avaliagéo.®
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A partir da avaliagado da situacédo de outros paises e
diversos estudos, é possivel perceber que o sistema de
saude entrard em colapso caso haja um namero elevado
de contaminados sintomaticos e, por isso, torna-se impor-
tante a realizagcao da quarentena preventiva, do distancia-
mento e do isolamento social, como mostra a Figura 1.
Como ainda néo existe um tratamento ou vacina efetiva para
a COVID-19, achatar a curva de contagio é retardar a velo-
cidade de transmisséao do coronavirus, o que evita a ocor-
réncia de muitos infectados em um curto espacgo de tempo
e, consequentemente, reduz o numero de 6bitos decorren-
tes da doenga.®

Com base na forma como essa pandemia esta se
alastrando, torna-se de extrema importancia utilizar meto-
dologias diagnésticas para auxiliar ndo sé na deteccéao
do virus SARS-CoV-2, contribuindo para evitar a sua dis-
persdo, mas para termos um panorama da disseminacao
da doenca.

Atraso do pico da
epidemia

Novos
casos

Redugdo do pico
da epidemia

Capacidade do sistema de salide

Com medidas
de controle.

Tempo desde o primeiro caso confimado

Figura 1. Curva de contéagio
Fonte: Damasio, 2020%

MATERIAL E METODOS

A metodologia deste trabalho se baseou em uma bus-
ca em fontes de dados como o periédico Capes, Google
Académico e sites cientificos e governamentais, através
da associacao das palavras-chave "Diagnéstico laborato-
rial", "COVID", "Coronavirus", "Sorologia" e suas varia-
¢bes em Inglés. A pesquisa foi realizada no periodo cor-
respondente ao inicio da pandemia, abrangendo traba-
Ihos de margo a agosto de 2020. A selegéo dos artigos
foi realizada a partir da leitura dos titulos seguida dos re-
sumos. Os trabalhos que apresentavam o enfoque das in-
formacoes correspondentes ao diagnéstico da COVID-19
foram lidos na integra e deram origem aos resultados des-
te artigo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ainfec¢do por SARS-CoV-2 apresenta trés estagi-
os de acordo com a evolugédo dos sintomas, o que favore-

118

ce a utilizacdo de diferentes métodos de diagnéstico,
como mostra a Figura 2. No primeiro estagio, ha a incuba-
¢ao assintomatica com ou sem virus detectavel. Ja no se-
gundo estagio, tem-se um periodo sintomatico néo grave e
com a presenca de virus, enquanto que, no ultimo estagio,
a carga viral é alta e o paciente apresenta sintomas respi-
ratérios graves.®

Inicio dos si Melhora nos si
Infecgio
)
o
=
_1;= lanela de oportunidade do
=2 diagnéstico por RT-PCR
&
IgM
Igh
RT-PCR
— Limite de detecslo do RT-PCR
-10 -5 0 5 10 15 20 25
Dias desde o inicio dos sintomas

Figura 2. Resultado dos métodos diagndsticos nos estégios da infecgcéo
por SARS-CoV-2
Fonte: Lippi et al, 2020

RT-PCR

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude, o
diagnostico padrao ouro para identificagcao do virus SARS-
CoV-2 é realizado por meio das técnicas de reacdo em
cadeia da polimerase com transcrigéo reversa com ampli-
ficagdo em temporeal, ou RT-PCR, e sequenciamento par-
cial ou total do genoma viral. As amostras para esta anali-
se podem ser obtidas por meio do aspirado nasofaringeo
(ANF), swab nasal e oral, bem como pela secrecao respira-
toria do trato inferior, como escarro, lavado traqueal ou la-
vado broncoalveolar. O ideal é que a coleta seja realizada
apos o surgimento dos sintomas, entre o terceiro e o quin-
to dias, e, no mais tardar, até dez dias ap6s o ocorrido.®7?

Trata-se de uma técnica muito sensivel e especifica,
caso seja realizada corretamente, evitando resultados er-
roneos (Figura 3). Caso as amostras sejam coletadas de
forma precoce ou tardia, ou seja, antes do periodo de, no
minimo, trés dias antes do surgimento dos sintomas ou ap6s
dez dias do surgimento dos mesmos, pode-se obter um
falso negativo. O mesmo pode ocorrer com esfregacos in-
suficientes provenientes da nasofaringe ou amostras con-
taminadas durante o processamento.®'0

Apesar de ser considerado o método mais eficaz de
deteccao, deve-se ter em mente que o resultado negativo
em RT-PCR né&o descarta totalmente a possibilidade de
infeccao pelo virus, sendo recomendado que o resultado
seja combinado com observacdes clinicas, o histérico do
paciente e informacdes epidemiologicas da regido. Caso
o paciente apresente alta probabilidade de infecéo e, ain-
da assim, o teste seja negativo, é indicado realiza-lo nova-
mente com amostras diferentes.('?

RBAC. 2020;52(2):117-21
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Inicio dos sintomas Melhora nos sintomas
Infecgéo
©
£ A .Jane'la de
© /' \ oportunidade do
g 4 \ diagnostico por
O // \ RT-PCR
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o .
- R
-10 -5 0 5 10 15 20 25
Dias desde o inicio dos sintomas
Falso negativo Falso negativo

Figura 3. Carga viral estimada pelo método RT-PCR e as fases de
desenvolvimento da Covid-19.
Fonte: Lippi et al, 2020 e Pavéo et al, 2020.(

Sorologia

No Brasil, o método sorol6gico tem sido o mais utili-
zado para diagnéstico da COVID-19, pelo custo e pela ra-
pidez. Os kits de diagnéstico sorolégico da COVID-19 dis-
poniveis atualmente detectam a presenca de anticorpos,
IgA, IgM e IgG, que séo proteinas especificas que expres-
sam uma resposta imunolégica do individuo frente ao con-
tato com esse virus. Os anticorpos comegam a ser produzi-
dos a partir do 7° dia da doenca. Portanto, um resultado
negativo ndo exclui a possibilidade de doenca devido a

Tabela 1 - Técnicas soroldgicas para o diagndstico da COVID-19

janela imunologica. Esse teste é realizado a partir de amos-
tras de sangue, soro ou plasma, que deve ser obtida a par-
tir do oitavo dia de sintomas, para que seja considerado o
tempo de produgéo de anticorpos pelo sistema imunolégico
em quantidade suficiente para detecc¢do.®™ Varios sé@o os
ensaios para deteccgéo rapida e qualitativa de anticorpos e
existem atualmente quatro tipos principais de técnicas
sorolégicas para o diagnéstico da COVID-19 disponiveis
no Brasil, como mostra a Tabela 1.("

A escolha de pesquisar a Imunoglobulina A (IgA) se
deve ao fato de que a IgA, no caso da COVID-19, tem
positivado mais precocemente. Além disso, os anticorpos
totais e o algoritmo sorolégico sdo exames da nova gera-
cdo, onde o primeiro apresenta maior sensibilidade e
especificidade, apesar de nao diferenciar a imunoglo-
bulina, e o segundo é um exame realizado em duas eta-
pas (anticorpos totais e, quando positivo, realiza-se o IgM/
IgG), e foi desenhado para se obter a maior acuracia e
também diferenciar os tipos de imunoglobulina em casos
de COVID-19.0""

De acordo com Dias e colaboradores, ainda que na
fase aguda da doenca néo seja possivel detectar anticorpos
neutralizantes, a deteccédo de anticorpos IgA parece ser
mais sensivel que a de IgM (Tabela 2), ambos de fase agu-
da. Os autores também acreditam que pacientes infectados
possam manter seus niveis de IgG por duas semanas.®

Exame Metodologia Vantagem Acurécia (vs RT-PCR)
Sensibilidade  Especificidad
Sorologia IgM / IgG Quimioluminescéncia Resultados isolados de IgM / IgG 87,2% 96%
Sorologia IgA/IgG ELISA IgA apresentando uma 95% 96%
sensibilidade mais precoce
Anticorpos totais Eletroquimioluminescéncia Alta sensibilidade 95% -99% 96%
Algoritmo sorolégico Eletroquimioluminescéncia, Testagem em duas etapas com 95% -99% 96%

Quimioluminescéncia

alta sensibilidade

Fonte: DASA, 20200"

Tabela 2 - Detecgédo de imunoglobulinas na COVID-19

Aparecimento apos os

Imunoglobulina Positividade (%)

sintomas
IgA 92,7 ~ 5°dia
IgM 85,4 ~ 5°dia
1gG 67-78 10 a 18 dias

Fonte: Dias et al, 2020

Entretanto, alguns estudos recentes sugerem que a
maioria dos pacientes contaminados pelo virus SARS-CoV-
2 s6 comecgaram a produzir anticorpos contra o mesmo apoés
o periodo de 7 a 11 dias ap6s a exposi¢do, ainda que al-
guns pacientes possam desenvolver anticorpos antes des-
se periodo. Portanto, assim como no RT-PCR, os testes
sorolégicos ndo podem ser utilizados de forma unitaria para

RBAC. 2020;52(2):117-21

identificar a contaminagéo do individuo.('® A interpretagéo
dos resultados sorolégicos e de RT-PCR estao descritos
na Tabela 3.

Por outro lado, também ha a indicacdo que os testes
sorolégicos possam contribuir para o diagnéstico de paci-
entes hospitalizados com quadro tardio, ainda que um re-
sultado negativo ndo descarte o diagnéstico, além de auxi-
liar na avaliagéo do retorno dos profissionais de saude ao
trabalho, bem como realizar a monitoracao epidemiolégica
da situacdo, como o percentual de individuos expostos e
quais desenvolveram anticorpos.(™?

Os testes sorolégicos podem ser divididos em dois
grupos principais: os testes rapidos e os testes sorolégicos
propriamente ditos, abordados anteriormente. Os testes
rapidos se baseiam na imunocromatografia para IgM e IgG,
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Tabela 3 - Interpretagéo de resultados para COVID-19

Sorologia
IgA/ IgM

Sorologia
IgG

RT-PCR
SARS-CoV-2

Interpretacao

Nao Reagente

Nao Reagente

Nao detectado

Nao ha evidencia laboratorial de infecgao atual ou pregressa

Detectado
Néao realizado

Reagente ou Nao detectado

Indeterminado

Nao Reagente

Detectado

Néao realizado

Nao Reagente, Reagente ou Nao detectado

Indeterminado

Reagente

Detectado
Néao realizado

Infec¢éo atual
Nao ha evidéncia laboratorial de infecgao pregressa, infecgao
atual ndo pode ser descartada

Sugestivo de infecgdo recente
(> 7 a 10 dias do inicio dos sintomas)

Sugestivo de infecgdo atual
(< 7 dias do inicio dos sintomas)
Sugestivo de infec¢ao
(recente ou atual)

Infec¢éo recente
(> 7 a 10 dias do inicio dos sintomas)
Infeccdo recente com persisténcia de detecgéo da carga viral

Sugestivo de infecgdo pregressa, porém infecgéo atual ou
recente ndo pode ser descartada

Fonte: DASA, 2020 [11].

ou seja, ocorre a geracédo de cor ap6s a reacéo entre o
antigeno e o anticorpo. Sao testes mais indicados para
exames a partir do 10° dia ap6s o inicio de sintomas, de
facil execugdo e conseguem dar resultados entre dez e trinta
minutos. Esses testes apresentam melhor desempenho em
amostras de soro ou plasma quando comparados com
amostras de sangue total ou capilar.('>4

Ainda que seja uma técnica rapida, a sorologia apre-
senta um elevado risco de falso-negativo, pois os resulta-
dos podem ter reagéo cruzada com anticorpos produzidos
por outras infecgdes, pelo uso prévio de vacinas, ou até
pela coexisténcia de outras condi¢des clinicas. Portanto,
esses testes devem ser utilizados apenas para triagem e
complementariedade de diagnéstico, haja vista que os fal-
sos-negativos podem induzir um individuo contaminado a
deixar o isolamento domiciliar erroneamente, resultando na
disseminacéao do virus. A partir disso, sabe-se que, para
definir e concluir um diagnéstico de COVID-19 deve-se obter
um conjunto de informagdes clinico-epidemiolédgicas, exa-
mes de RT-PCR e/ou sorologia, exames de imagem como
a tomografia computadorizada em casos de pneumonia,
entre outros exames complementares. (45111419

CONSIDERAGOES FINAIS

A resposta imune a infeccdo por SARS-CoV-2, cau-
sador da COVID-19, permite a deteccao de anticorpos IgA,
IgM e IgG em sangue total, soro ou plasma, através de tes-
tes sorolégicos. Todavia, a janela imunolégica pode aca-
bar facilitando a ocorréncia de falsos-negativos. A partir
disso, o padrao-ouro de diagnéstico da doenca é o RT-
PCR, que se baseia na amplificacdo do material genéti-
co viral antes mesmo do paciente apresentar sintomas. E

120

importante frisar que o diagnéstico da COVID-19 ndo deve
ser concluido apenas com um tipo de resultado, seja ele
positivo ou negativo, mas sim combinado com outros tes-
tes, com a associacgao das informacdes clinico-epidemiol6-
gicas e exames complementares, para que se evite a dis-
seminacao do virus através do individuo contaminado que
deixa o isolamento apds um Unico resultado negativo.

Abstract

Despite the great emergence of this pandemic caused by the SARS-
CoV-2 virus in our country and in the world, several options of
diagnostic methodologies have been created to assist us in the
detection of this agent, helping to prevent spread, detect who has
had the disease and, in some cases, help to start early treatment.
The serological diagnosis of Covid-19 currently available, detects the
presence of antibodies, IgA, IgM and IgG, which are specific proteins
produced in response to infections, thus showing an immune response
to the virus. We emphasize that the definitive diagnosis of Covid-19
must be established by combining several tests with clinical-
epidemiological information. The results of these tests are also
important for detecting infections in people who had few or no
symptoms, and despite the possibility of false results, its cost-benefit
is quite interesting compared to the gold standard of diagnosis which
is the high-cost, RT-PCR, since being more accessible, serology
also provides an estimate of the global epidemiology of the disease,
when mass testing occurs.
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Laboratory diagnosis; COVID; coronavirus; sorology
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Artigo de Revisao/Review

Diagndstico laboratorial do SARS-CoV-2 por transcrigao reversa
seguida de reacao em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR)

Laboratory diagnosis of SARS-CoV-2 by real time reverse transcriptase-polymerase
chain reaction (RT-PCR)

Maria Elizabeth Menezes'’ Resumo

O diagnoéstico da COVID-19 esta alicergado na clinica do paciente, nos exames de imagem
e no diagnéstico laboratorial. O exame de detecgéo do acido nucleico viral por transcrigédo
reversa (RT) seguido da reagcdo em cadeia da polimerase em tempo real (PCR) foi rapida-
mente o primeiro método de diagnéstico laboratorial estabelecido e permanece como o
padréo ouro. Esta narrativa descritiva é resultado de uma busca referenciada onde o ponto
focal foi descrever o diagnéstico laboratorial do SARS-CoV-2 por RT-PCR. O diagnéstico
laboratorial do SARS-CoV-2 por RT-PCR envolve as etapas de extragéo do RNA, transcricédo
reversa para obtengéo do DNA complementar e a reagédo em cadeia da polimerase. A deteccao
da amplificagdo do material genético é realizada pela medida de fluorescéncia emitida.
Entre as varias amostras biolégicas que podem ser utilizadas, aquela que tem apresentado
mais praticidade e precisdo é a de swab da nasofaringe. A coleta da amostra deve ser,
idealmente, realizada até sete dias a partir do inicio dos sintomas. Quando o SARS-CoV-2
é detectado na RT-PCR, o diagnéstico de COVID-19 é confirmado. No entanto, um Unico
resultado de SARS-CoV-2 nédo detectado em paciente sintomatico ndo exclui o diagnéstico.
O exame néo tem apresentado reagdes cruzadas com outros patégenos respiratérios. Con-
tudo, o exame é caro e demorado, e pode resultar em falso negativo devido ao momento
inadequado da coleta da amostra, coleta e manuseio imprdprio de amostras e material
genético viral insuficiente no sitio de coleta. Lacunas diagnésticas ainda permanecem na
triagem de assintomaticos e na detecgéo de virus vivos na convalescenca.

Lenilza Mattos Lima?
Flavia Martinello?

Palavras-chave
SARS-CoV-2; COVID-19; diagnéstico laboratorial; RT-PCR em tempo real; diagnéstico
molecular

INTRODUCAO

No fim de 2019, um surto de pneumonia de etiologia
indefinida na cidade de Wuhan, provincia de Hubei na Chi-
na, foi relatado a Organizacdo Mundial de Saude (OMS).
Subsequentemente, um novo coronavirus (nCoV) foi identi-
ficado. O coronavirus-2 da sindrome respiratéria aguda gra-
ve (SARS-CoV-2), virus que causa a doenca do corona-
virus-19 (COVID-19), é o mais novo membro do grupo coro-
navirus (CoV), familia viral que foi descoberta pela cientis-
ta June Almeida em 1965. Os CoV foram identificados e
assim denominados por apresentar, sob a luz da micros-
copia eletrénica, uma estrutura externa que lembra a de uma
coroa.!”

Os CoV sdo uma grande familia de virus causadora
de doencas como o resfriado comum até doengas mais

graves, como a Sindrome Respiratéria do Oriente Médio
(MERS) e a Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SARS).?

Trata-se de uma familia de virus de RNA que contém
pelo menos 39 espécies em 27 subgéneros e é dividida
em duas subfamilias: Orthocoronaviridae e Torovirinae. O
novo coronavirus pertence a subfamilia Orthocoronaviridae,
e foi denominado pelo Comité Internacional de Taxonomia
de Virus de SARS-CoV-2. Asubfamilia é ainda subdividida
em quatro géneros: o, 3, y e 3. Os a e -CoV sédo capa-
zes de infectar mamiferos, incluindo humanos, enquanto
que y e 3-CoV tendem a infectar aves.

O SARS-CoV-2 foi caracterizado como um CoV, en-
velopado de RNA de fita simples (+ ssRNA), polaridade
positiva e ndo segmentada, de aproximadamente 30 kb,
sendo o maior genoma viral conhecido até o momento. O
genoma do SARS-CoV-2 codifica 14 poliproteinas Open
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Reading Frames (ORF). Na extremidade 5', a ORF1ab é o
maior gene e esta envolvido na codificacao de 14 proteinas
nao estruturais. Na extremidade 3' estédo os genes das pro-
teinas estruturais: E (envelope); M (membrana); N (nucleo-
capsideo) necessario a sintese viral, S (Spike) e HE (hema-
glutinina-esterase), que permite a entrada e a infeccéo da

célula hospedeira (Figura 1A), além dos genes de proteinas
acessorias (ORF3a, ORF6, ORF7a, ORF8 e ORF10).2%

A ordem dos genes do SARS-CoV-2 é 5'-replicase
ORF1ab-S-E-M-N-3', ORF3ab, ORF6, ORF7ab, ORFS8,
ORF9ab e ORF10 e estd demonstrada na Figura 1B como
1a, 1b, 3a, 3b, 6, 7a, 7b, 8, 9a, 9b, 10.?

RNA gendmico

B
5 —fﬁ SN, 29903bp
ul drdm o

Spike (S)

-- Envelope (E)

Nucleocapsideo (N)
Hemaglitinina-Esterase (HE)

=== Membrana (M)

Figura 1. Representagcdo esquematica da particula viral e do genoma do p-Coronavirus. A: particula viral; B: genoma viral.

Fonte: Jin Y, et al. 2020; adaptado.?

Todos os CoV humanos podem ser de origem zoo-
notica. Anadlises filogenéticas demonstraram que o nCoV
compartilha 96% de identidade do seu genoma completo
com um CoV de morcego, o BatCoV RaTG13, 99% com o
genoma do Pangolin-CoV, 79% com o SARS-CoV e 50%
com o MERS-CoV, sugerindo a transmissao para huma-
nos ap6s mutacdes.?® As vias de transmissdo do SARS-
CoV-2 ocorrem principalmente por goticulas respiratérias
e contato com objetos contendo particulas virais. Estudos
gue encontraram o virus nas fezes de humanos infectados
sugerem também a transmisséo fecal-oral. Evidéncias su-
gerem que a proteina S do SARS-CoV-2 se liga a enzima

conversora de angiotensina do tipo 2 humana com afinida-
de 10-20 vezes maior do que o SARS-CoV.Z%

Para a replicacao viral, existe um tempo entre a adsor-
¢éo do virus nas células hospedeiras até a liberagdo do
virus, isto €, 0 SARS-CoV-2 néo lisa as células. Apos a sa-
ida da célula, o virus é adsorvido nas células vizinhas e as-
sim sucessivamente. Ainda nao estad claro o tempo de
replicacao viral. Também néo estd completamente eluci-
dado o tempo da resposta imune e consequente do apare-
cimento de IgA, IgM e IgG no sangue.” AFigura 2 ilustra o
periodo de deteccédo tanto do RNA viral quanto dos anti-
corpos contra 0 SARS-CoV-2.®

Presenca de RNA viral do SARS-Cov-2
em amostras de swab

Exposicdo
inicial ao
virus

- ~a. 77

) ~~~_lTl"-yrige
e "9 19A
TS~ IgM

Nio-detectdvel a baixo RNA viral
do SARS-CoV-2 por qTR-PCR

Presenca de anticorpos especificos contra
SARS-CoV-2 em amostras de soro

T
28d

Tempo (apds o inicio dos sintomas)

L T 1 L
35d 42d 2 meses lano

Figura 2. Representagdo esquematica do periodo de detecgdo do RNA viral e dos anticorpos em individuos infectados com o SARS-Cov-2.

Fonte: Lee CY-P, et al, 2020; adaptado.®
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Nos ultimos vinte anos ocorreram duas epidemias de
coronavirus, a SARS em 2002, na China, causando cerca
de 8.422 infecgbes e 916 mortes, e a MERS, responsavel
por uma epidemia persistente na Peninsula Arabica em
2012, com 862 mortes de 2.506 infectados. Ambas foram
associadas as complicagdes graves do trato respiratério
inferior e manifestagdes extrapulmonares como diarreia,
linfopenia, sindrome de disfungcdo de multiplos 6rgaos e
taxas de mortalidade de 11% a 35%, respectivamente.®%10)
O periodo de incubagé@o do SARS-CoV-2 foi relatado entre
trés e cinco dias,®'" e os sintomas surgem entre oito e 11,5
dias da infecgdo."” Os pacientes infectados com SARS-
CoV-2 assintomaticos ou sintomaticos podem transmitir a
doenca, no entanto, aqueles com COVID-19 grave tém sido
considerados com maior potencial de transmisséao.?

O diagnéstico da COVID-19, sendo ainda uma do-
enca nova, esté alicergado na clinica do paciente, nos exa-
mes de imagem e no diagnoéstico laboratorial. Nessa re-
visdo, nés apresentamos o método laboratorial da trans-
cricdo reversa seguida da reacdao em cadeia da polime-
rase em tempo real (RT-PCR) para diagnostico do SARS-
CoV-2, discutimos suas caracteristicas de desempenho
e destacamos as fragilidades da capacidade diagnostica
atual.

DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Neste momento, o diagnéstico laboratorial exerce um
papel fundamental tanto para o prognéstico e acompanha-
mento, bem como para estudos da epidemiologia molecular
do SARS-CoV-2. O padrao ouro para isolamento do agen-
te infeccioso da COVID-19, por se tratar de virus, é a cultu-
ra em tecido. Porém, a cultura viral ndo é pratica e leva
pelo menos trés dias para apresentar os efeitos citopaticos
em linhagens celulares, como das células VeroEG6. Ainda,
esse método requer estrutura laboratorial com nivel de
biosseguranca 3, o qual normalmente néo esta disponivel
nas instituicées de saude.(®

Além disso, os relatos da China corroboram instrugdes
do Centers for Disease Control and Prevention (CDC) e da
OMS quanto a utilizacdo da transcricao reversa seguida
da reacé@o em cadeia da polimerase em tempo real (RT-
PCR) para o diagnéstico laboratorial do SARS-CoV-2.(41314)

Ao contrario da sorologia, a RT-PCR fornece impor-
tantes informacd6es nos estagios iniciais da infecgao, pois
pesquisa o patégeno diretamente por meio da deteccao
de seu acido nucleico quando o objetivo é prevenir a trans-
missibilidade e os anticorpos ainda ndo foram produzidos.
Permite, entdo, a deteccédo precoce e a diferenciacdo de
outras viroses respiratérias, apresentando alta sensibilida-
de e especificidade, respectivamente.'*

O método de RT-PCR pode ser caseiro (in house) ou
comprado em conjuntos diagnésticos (kits). Ha varios pro-
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tocolos de RT-PCR publicados pela OMS e descritos pela
China, Estados Unidos, CDC chinés e americano, Alema-
nha, Hong Kong, Tailandia e Japdo. VVarios exames foram
rapidamente aprovados no Brasil, mas com qualidades di-
ferentes. Até 17 de agosto de 2020, cinquenta empresas ja
haviam registrado, na Anvisa, kits diagnésticos de SARS-
CoV-2 por RT-PCR em tempo real, incluido kits produzidos
no Brasil. Desses, 23 tém registro padrdo na Anvisa, ou
seja, tém a concessao regular da validade de registro de
produtos para saude de 10 anos. Os outros 27 kits tém re-
gistro emergencial, ou seja, validade de um ano por nado
terem apresentado todas as informagdes necessarias,
como a estabilidade. Dos cinquenta kits registrados no Bra-
sil, apenas quatro buscam a amplificacdo de somente um
alvo do genoma viral, a maioria (28) busca dois alvos, 16
buscam trés alvos e dois buscam quatro alvos. Entre os
genes mais pesquisados, a maioria (38) dos kifs investiga
o gene da proteina N, 24 da E, 24 o ORF1ab, 8 da proteina
S, entre outros genes.(®

Preparo da amostra e amplificagdo do material
genético viral

Tanto os kits quanto os métodos in house envolvem
as mesmas etapas, que incluem: 1. Extragdo do RNA, 2.
Transcrigédo reversa para obtencao do DNA complementar
(cDNA) e 3. Reacdo em cadeia da polimerase em tempo
real. A detec¢do da amplificacdo do material genético é
realizada em tempo real pela medida da fluorescéncia
emitida pelo fluoréforo. A seguir, descrevem-se as etapas:

1. A extracdo do RNA normalmente é realizada com
um tampéao de lise contendo reagentes como isotiocianato
de guanidina e Triton, tanto em extragdes manuais e subse-
quente purificacdo em colunas quanto em extragdes auto-
matizadas.(™® Por outro lado, alguns estudos tém demons-
trado eficiéncia semelhante de protocolos de RT-PCR que
nao realizam a extracdo do RNA, encurtando o tempo de
diagnéstico.®

2. Consiste na sintese de uma fita de DNA utilizando-
se como molde (template) uma fita de RNA numa reagéo
catalisada por uma enzima denominada transcriptase
reversa. Sao utilizados primers inespecificos, ou seja,
oligonucleotideos compostos por varias timinas conse-
cutivas (6 a 35), que sao anelados as regides Poli-A (ou
A-Rich) do RNA, ricas em adeninas. Apos esta etapa de
10-15 minutos a 45-50°C, obtém-se o cDNA, que sera uti-
lizado na PCR. O round de transcri¢ao reversa nao altera o
namero de fitas de RNA ou DNA. Em seguida, a reacao
permanece por 3-10 minutos a 95°C para desnaturacao
da RT e do RNA, mas nédo do cDNA, e ativacéo da poli-
merase.(1216.17)

3. A amplificacdo (multiplicagao) de trechos especifi-
cos do cDNA ocorre alternando-se a temperatura de ensaio
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entre: a) desnaturagéo das cadeias de RNA, mas néao de
cDNA; b) anelamento dos primers, usados para delimitar a
sequéncia a ser amplificada; c) polimerizacéo ou extenséo;
d) reinicio do ciclo.("®

De forma mais detalhada, a transcricdo reversa é
seguida pela fase de PCR, que consiste em uma etapa de
desnaturacéo de 3-10 segundos a 95°C, durante a qual as
fitas de DNA se separam em fitas simples, e uma etapa de
hibridacao/polimerizacéo de 15-45 segundos a 55-60°C,
durante a qual os iniciadores de amplificacédo (e sondas de
deteccgéao) hibridizam com os modelos de DNA de fita sim-
ples e permitem que a polimerase replique o modelo, cri-
ando DNA de fita dupla. Durante a polimerizagédo bem-su-
cedida, a sonda é deslocada e hidrolisada, liberando a
fluorescéncia. Este processo é repetido geralmente cerca
de 40-45 vezes (ciclos). Uma corrida de RT-PCR em tem-
po real tipica, conforme exemplificado aqui, é concluida em
cerca de uma hora e trinta minutos.(2.16.1%)

Entre os reagentes da PCR estdo DNA polimerase,
ions (Na+, Cl-, K+, entre outros) que otimizam as condicdes
de reacdo. MgCI2 é um doador muito estavel de ions Mg2+,
que sdo cofatores indispensaveis para atividade da enzima
DNA polimerase. Alguns tampdes contém ainda detergen-
tes que inibem a formacédo de dimeros das cadeias enzi-
maticas, proteinas estabilizantes (albumina sérica bovina)
e algumas substancias que agem na desnaturacéo da ca-
deia molde de DNA (Ditiotreitol, B-mercaptanoetanol), que-
brando as pontes de hidrogénio entre as bases. Os desoxi-
nucleotideos sdo a matéria-prima propriamente dita para a
sintese das copias de DNA, sdo compostos por nucleo-
tideos (ATP, TTP, CTP, GTP) desoxilados no carbono 5" da
desoxirribose. Sdo adicionados pela polimerase comple-
mentarmente a fita-mae numa area delimitada pelos
primers, que sdo pequenas sequéncias de DNA (12 a 35
bases).(®

Diferentemente da PCR convencional, onde os resul-
tados das reacdes s@o normalmente visualizados em pa-
drées de bandas obtidos por eletroforese, no método de
RT-PCR em tempo real utilizam-se primers e dNTPs mar-
cados por compostos fluorescentes. Aemissao e deteccao
de fluorescéncia ocorrem durante a reacdo de PCR. Uma
fluorescéncia minima (eixo y) da fase exponencial de am-
plificacéo génica corresponde ao threshold, ou cut-off, que
é tracado horizontalmente no grafico, e é utilizado para cal-
cular o limite de ciclo (CT) de cada amostra. O CT corres-
ponde ao nimero de ciclos de PCR necessarios para o
inicio da amplificagcéo, ou seja, 0o momento em que a fluores-
céncia emitida ultrapassa a linha do limite. Dessa forma, o
CT tem relacdo inversamente proporcional a quantidade
de sequéncia alvo presente na amostra. O diferencial da
RT-PCR em tempo real, no entanto, é a utilizagéo de termo-
cicladores especiais que, além de realizar os ciclos de tem-
peratura, possuem leitores de fluorescéncia que fornecem
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dados sobre a quantidade de DNA formada durante a rea-
¢do. Cada nucleotideo fluoresce em um determinado com-
primento de onda que é captado pelo leitor do termociclador
e os dados s@o analisados por um programa.®® Os resulta-
dos séo graficos como o da Figura 3.

Amplificagéo

RFU (10%)

Ciclos

Figura 3. Gréfico de quantificac&o de produtos de PCR em termociclador
do tipo tempo real. O grafico mostra quantidades absolutas (unidade
relativa de fluorescéncia - RFU) de DNA em fung¢&o do niimero de ciclos.
Fonte: Viasure SARS-CoV-2 Real Time PCR Detection Kit, 2020, adaptado.?"

Um CT menor do que 35 tem sido considerado como
virus detectado (positivo) e maior do que 40 virus ndo de-
tectado (negativo). Entre 35 e 40 necessita de confirma-
¢a0.('*22 Quando dois alvos, por exemplo, gene da protei-
na N e ORF1ab, ou E e S, ou S e RdRp (gene da RNA
polimerase dependente de RNA), ou outras combinacdes
sdo detectadas, o SARS-CoV-2 deve ser considerado de-
tectado pelo laboratorio.?? Quando, de dois, apenas um alvo
é detectado recomenda-se a repeticdo do exame e assim
é recomendada a amplificacédo de varios genes alvo.(™®

A etapa mais demorada do exame diagnéstico é a
extracdo de RNA, no entanto, ja ha automacéao que extrai
até 96 amostras por hora. A maioria dos equipamentos de
PCR em tempo real realiza 96 analises simultaneamente,
mas ha equipamentos que analisam de 48 a 1.536 amos-
tras em uma unica corrida analitica.'®

Um controle interno negativo (intratubo) deve ser utili-
zado, o qual ndo apresentara crescimento na curva de
fluorescéncia. Um controle interno positivo também deve
ser utilizado."® RNA gendmico ou transcrito in vitro ndo sao
recomendados para controle interno devido a baixa esta-
bilidade.®®

Embora estejamos em um periodo de emergéncia,
ha a necessidade urgente de procedimentos de validacao
e verificagcdo dos métodos de RT-PCR em tempo real nos
laboratérios. Para tal, as amostras devem ter a mesma
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matriz daquelas que serdo analisadas. No minimo dez
amostras negativas (preferencialmente anteriores a pande-
mia) e dez amostras controle comerciais ou amostras resi-
duais de pacientes infectados pelo SARS-CoV-2 devem
ser utilizadas para avaliar se a performance atende a pre-
cisdo e exatidao dos resultados descrita nas instrugdes do
fabricante.®)

Amostras clinicas

O diagnoéstico do SARS-CoV-2 pode ser realizado em
uma variedade de amostras clinicas, incluindo lavado bron-
coalveolar, biépsia pulmonar, escarro, esfregaco (swab)
nasofaringeo, esfregaco orofaringeo, fezes, urina, sangue
e até saliva.('4?42% Os estudos tém relatado que o lavado
broncoalveolar é a melhor amostra, no entanto, a coleta ndo
é pratica.?>?426) O escarro também é uma 6tima amostra
para o diagnéstico laboratorial da COVID-19, seguida dos
swabs nasofaringeo e orofaringeo.('*2226) Contudo, este ul-
timo tem sido pouco recomendado e os autores néo desta-
caram que na COVID-19 a tosse normalmente n&o é pro-

dutiva, o que também dificulta a coleta do escarro. Por fim,
a amostra que tem apresentado mais praticidade e preci-
sdo é a de swab da nasofaringe.('4192425 Entretanto, cabe
destacar o risco de transmiss@o do SARS-CoV-2 aos pro-
fissionais de saude durante a coleta de amostras do trato
respiratério, especialmente do inferior.?® Para evitar incon-
sisténcias, os autores sugerem analisar diferentes amos-
tras simultaneamente,®® o que aumenta os custos do diag-
néstico laboratorial da COVID-19.

Como o intervalo de tempo para o pico da carga viral
na COVID-19 ainda é desconhecido, o tempo 6timo para
a coleta das amostras biologicas para o diagnéstico da
infeccdo néo foi estabelecido.™ Um estudo retrospectivo
em Wuhan com 301 pacientes com COVID-19 e 1.113 re-
sultados de RT-PCR indicou a mediana de 16 dias entre
o inicio dos sintomas e o primeiro resultado positivo.('®
Porém, tem sido recomendada a coleta até sete dias a
partir do inicio dos sintomas para obtencgéo de resultados
mais confiaveis.?” A Figura 4 apresenta a taxa de positi-
vidade da RT-PCR para SARS-CoV-2 a partir do inicio
dos sintomas."¥
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Figura 4. Taxa de positividade da RT-PCR para SARS-CoV-2 a partir do inicio dos sinfomas.

Fonte: Xiao AT, et al, 2020; adaptado./"”

De acordo com a histéria natural da COVID-19 e a
cinética viral diferente entre os sitios anatémicos, a amos-
tragem contribui para resultados falso negativos. Por exem-
plo, os swabs utilizados devem ser de poliéster ou dacron.™
Resultados falso negativos também podem ser gerados por
presenca de inibidores de amplificagdo na amostra, pouca
quantidade de virus, coleta ou manuseio inadequados da
amostra e longo tempo de transporte.('*10)

Um estudo chinés descreveu que 3% de 167 paci-
entes com evidéncia de COVID-19 na tomografia de térax
inicialmente apresentaram RT-PCR negativa. Posterior-
mente, o swab de todos os pacientes converteu a RT-PCR
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positivo em um intervalo médio de cinco a sete dias.®
Outro estudo publicado com uma série de casos demons-
trou que os resultados de pacientes com coletas de swab
de orofaringe e nasofaringe em diferentes momentos va-
riou ao longo do tempo. Foram observados casos de pa-
cientes com o virus detectado em um dia e ndo detecta-
do em amostra coletada em outro dia, e que apresenta-
ram o virus detectado novamente em uma terceira amos-
tra.? Portanto, eventualmente, a coleta de multiplas
amostras, de locais e tempo diferentes durante a evolu-
¢do da doencga, pode ser necessaria para o diagnéstico
da COVID-19.
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Ainda, para evitar a degradacao do RNA viral na amos-
tra e garantir o desempenho da RT-PCR em tempo real,
apo6s a coleta de swab, a amostra deve ser imersa em um
meio de transporte, ou tampéao de lise ou solugéo salina
estéril. As amostras devem ser armazenadas entre 2°C e
8°C por até 72 horas depois da coleta. Caso o exame nao
seja realizado nesse curto periodo de tempo, a amostra
deve ser armazenada pelo menos a-70°C.“

Interpretacao

Um resultado positivo para SARS-CoV-2 apresenta
elevado valor preditivo positivo e confirma o diagnéstico
de COVID-19, mesmo sem sintomatologia. Mitchell et al.?®
propuseram o seguinte comentario para laudos com re-
sultados de SARS-CoV-2 ndo detectado: "Esse exame
foi realizado para detectar os genes "X" e "Y" do SARS-
CoV-2 pelo método de amplificagédo do acido nucleico.
Um resultado ndo detectado nao exclui a possibilidade
de infeccdo pelo SARS-CoV-2, uma vez que a coleta ina-
dequada da amostra e a baixa carga viral podem resultar
na presenca de acido nucleico viral abaixo da sensibili-
dade analitica."

Portanto, um unico resultado ndo detectado na RT-
PCR para SARS-CoV-2 em paciente sintomatico ndo ex-
clui o diagnostico da COVID-19, possui baixo valor preditivo
negativo e a retestagem pode ser considerada.('*'% Dois
resultados negativos em 24 horas indicam a cura da
COVID-19,%% no entanto, esse protocolo ndo é recomen-
dado, pois nao altera a conduta clinica caso ainda haja si-
nais e sintomas. A clinica continua soberana e os exames
sdo complementares.

Varios fatores como coleta inadequada da amostra,
tipo de amostra biolégica, tempo decorrido entre a coleta
e o inicio dos sintomas, e insuficiente ou oscilagéo da car-
ga viral podem influenciar o resultado do exame.® Sem-
pre que houver discordancia com o quadro clinico epide-
miolégico, o exame de RT-PCR deve ser repetido em ou-
tra amostra do trato respiratério. A sensibilidade do méto-
do RT-PCR é variavel entre diferentes amostras biolégicas
para deteccdo do SARS-CoV-2. Um estudo que avaliou
1.070 amostras de 250 pacientes com COVID-19 obser-
vou os seguintes valores de sensibilidade para as diferen-
tes amostras testadas por RT-PCR: lavado broncoalveolar
93%, escarro 72%, swab nasal 63%, swab de orofaringe
32%, fezes 29%, sangue 1% e urina 0%.C"

Uma revisdo encontrou substancial variagdo sobre
o periodo de infecgdo. O periodo mediano de casos assin-
tomaticos foi de 6,5-9,5 dias. O periodo pré-sintomatico
variou de 1-4 dias entre os estudos. O tempo médio entre
o inicio dos sintomas e dois resultados de SARS-CoV-2
nado detectados foi de 13,4 dias, mas esse periodo é me-
nor se incluidos casos menos graves e criangas. A dura-
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¢do média estimada entre o inicio dos sintomas e a alta
hospitalar foi de 14,1 dias.C?

Em pacientes moderada e severamente afetados pela
COVID-19 foi estimada a detec¢do do RNA viral de SARS-
CoV-2 em amostras de swab de nasofaringe e de fezes
por 45 e 49 dias depois do inicio dos sintomas, respectiva-
mente.®? Assim, é importante destacar que a persisténcia
do exame positivo nédo significa necessariamente que o
paciente ainda esteja infectado. O periodo em que os paci-
entes permanecem infectantes ainda néo esta totalmente
esclarecido e a utilizacéo dos resultados dos exames para
liberacéo do paciente do isolamento respiratério deve ser
avaliada criteriosamente.

Evidéncias recentes mostram que a eficiéncia diag-
néstica de muitos dos kifs comerciais de RT-PCR em tem-
po real para SARS-CoV-2 pode ser menor do que a ideal,
ou seja, <100%."® Um grande estudo na China demons-
trou até 41% de falso negativos nos resultados, com rela-
tos de individuos com falso negativos por até duas sema-
nas. Tal fato prejudica a contencéo da pandemia, visto que
esses individuos continuam transmitindo a doenga por
desconhecé-la.("¥

Desafios do diagnéstico molecular

A RT-PCR pode ser operada em larga escala e os
resultados estdo geralmente disponiveis dentro de algu-
mas horas a dois dias."” No entanto, a falta de reagentes
no mercado e a alta demanda de amostras tém causado
sobrecarga aos laboratérios e atraso na liberacao de re-
sultados.

Considerando a morosidade de uma RT-PCR em tem-
po real, uma alternativa de exame molecular é a amplifica-
céo isotérmica mediada por alga (LAMP) também prece-
dida de transcricao reversa. Esse método néo envolve di-
ferentes temperaturas e entéo pode ser realizado em equi-
pamentos menos sofisticados, possibilitando que o exame
seja realizado fora do laboratério como teste laboratorial
remoto (point of care testing). Normalmente utiliza-se a
LAMP com quatro a seis genes alvo para garantir a sensi-
bilidade e especificidade sob condicéo isotérmica a 63°C-
65°C. O método é menos sensivel a inibidores, pode ser
realizado com amostras minimamente extraidas e o tempo
de analise € menor, entre 30-40 minutos.®'%173%) Nenhum
exame desse tipo foi registrado na Anvisa até o momento.

Contudo, as técnicas moleculares exigem pessoal
com conhecimento e treinamento técnico especializado
para operar sofisticados instrumentos,('"?® sdo de alto cus-
to,™ e o laboratério deve atender aos requisitos de nivel 2
ou mais de biosseguranca.(434

Até o momento, varios protocolos de RT-PCR para
deteccdo do SARS-CoV-2 com diferentes eficiéncias de
deteccdo foram publicados.® As diferentes performances
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podem estar associadas a protocolos variados ou a estru-
tura secundaria do RNA viral ou a sua estabilidade.!"®

No Brasil, as primeiras avaliagdes dos métodos de
RT-PCR identificaram divergéncias de resultados entre mar-
cas, alvos genéticos, protocolos, pontos de corte e labora-
torios. Em uma rodada de controle externo da qualidade
com 39 laboratoérios participantes, 5,1% de resultados fal-
so positivos foram observados em métodos in house e
10,3% de resultados falso negativos em kits comerciais.
Para a amostra definida previamente como reagente, ne-
nhum laboratoério relatou resultado como inconclusivo. No
entanto, para a amostra definida previamente como nao
reagente, os métodos in house apresentaram 7,7% dos
resultados como inconclusivos. Dos 27 laboratérios que uti-
lizaram método in house, 7,4% apresentaram resultados
falso positivos, 7% falso negativos e 11% inconclusivos
quando a amostra era reagente. Entre os kits comerciais
nao foi verificado falso positivo, no entanto, houve 33% de
falso negativos.®®

Além disso, o Instituto Nacional de Controle da Quali-
dade em Saude (INCQS) também tem feito um monitora-
mento p6s-mercado da qualidade de dispositivos para
diagnéstico in vitro da COVID-19 por meio de analises labo-
ratoriais. Entre os poucos exames moleculares avaliados
até o momento, todos estavam em conformidade.®®

A Sociedade Brasileira de Andlises Clinicas junto
com outras sociedades cientificas também se uniram para
avaliar kits de diagnostico para SARS-Cov-2 disponiveis
no mercado brasileiro. Apenas cinco de RT-PCR foram
avaliados até o momento, e destes apenas um néo apre-
sentou resultados compativeis com o especificado pelo
fabricante.®"

Embora erros diagnésticos sempre tenham ocorri-
do de forma individualizada, as suas consequéncias am-
plificam junto com a pandemia da COVID-19. Um resulta-
do falso positivo ndo so6 leva a tratamento desnecessario,
mas pode causar problemas sociais, pois pode prejudi-
car a forca de trabalho disponivel para enfrentar esta
pandemia se atribuido a profissional de saude. No entan-
to, um resultado falso negativo pode contribuir potencial-
mente para uma maior disseminacdo do SARS-CoV-2 na
comunidade.(314

Os erros analiticos especificos da RT-PCR podem
envolver um mau funcionamento do equipamento, ensaios
nao validados de forma adequada, falha ndo detectada pelo
controle da qualidade, variacédo na sequéncia do RNA viral
(até 15 de fevereiro de 2020, 104 cepas ja haviam sido
identificadas), exame realizado fora da janela diagnéstica,
ma harmonizagéao de primers ou sondas e anelamento ndo
especifico, qualidade dos reagentes utilizados e outros pro-
blemas técnicos.(1314

Ensaios moleculares podem ser inibidos por subs-
tancias presentes no material biol6gico, caso estes sejam
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coextraidos com os acidos nucleicos. Esses inibidores in-
terferem diretamente nas rea¢des enzimaticas, o que di-
minui a sensibilidade dos exames, podendo até mesmo
promover resultados falso negativos. Substancias inibi-
doras de PCR como IgG, hemoglobina e lactoferrina po-
dem ser coextraidas do sangue, soro ou plasma. Hormé-
nios e antivirais (aciclovir) também podem afetar a ampli-
ficagdo. O componente mais critico da urina é a ureia, que
degrada as polimerases. Polissacarideos, sais e acidos
biliares e glicolipidios coextraidos das fezes também sao
descritos como inibidores. Os inibidores podem ser tam-
bém introduzidos na amostra durante a fase pré-analitica
e/ou purificagdo dos acidos nucleicos, o que inclui pé das
luvas, sais (cloreto de s6dio e cloreto de potassio), deter-
gentes (SDS) e moléculas organicas (etanol, isopropanol
e fenol).)

CONSIDERAGOES FINAIS

O SARS-CoV-2 trouxe um grande desafio para a ci-
éncia, bem como para os pacientes, médicos e laboratori-
os. O diagnéstico laboratorial, o tratamento e vacinas tém
sido desenvolvidos principalmente em outros paises por
terem experienciado a circulagdo do virus primeiro. Ainda,
a cada dia uma batalha da guerra contra a COVID-19 é
vencida. Demonstrando a importancia da medicina labora-
torial, a pandemia tem destacado o valor das tecnologias
ja disponiveis para diagnésticos cada vez mais rapidos e
também para a producéo de vacinas. Lacunas diagnésticas
ainda permanecem na triagem de pessoas assintomaticas
que estdo na fase de incubacgdo do virus, bem como na
deteccéo da eliminagéo de virus vivos durante a convales-
cenca para auxiliar na orientacéo de flexibilizagdo ou en-
cerramento de isolamento social.

Abstract

The diagnosis of COVID-19 is based on the patient's clinic, imaging
tests and laboratory diagnosis. The detection of viral nucleic acid by
reverse transcription (RT) followed by real-time polymerase chain
reaction (PCR) was quickly the first established laboratory diagnosis
method and remains the gold standard. This descriptive narrative is
a result of a referenced search where the focal point was to describe
the laboratory diagnosis of SARS-CoV-2 by RT-PCR. The laboratory
diagnosis of SARS-CoV-2 by RT-PCR involves the RNA extraction,
reverse transcription to obtain complementary DNA, and the
polymerase chain reaction steps. The detection of genetic material
amplification is carried out by measuring the emitted fluorescence.
Among the various biological samples that can be used, the one that
has shown the most practicality and precision is the nasopharyngeal
swab. Sample collection should be performed, ideally, within 7 days
from the symptoms onset. When SARS-CoV-2 is detected by RT-
PCR, the diagnosis of COVID-19 is confirmed. However, a single
result of undetected SARS-CoV-2 in a symptomatic patient does not
exclude the diagnosis. The test has not shown cross-reactions with
common respiratory pathogens. However, the testis costly and time-
consuming, a false-negative result may arise due to inadequate
sample collection time, improper samples collection and handling,
and insufficient viral genetic material at the collection site. Diagnostic
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gaps remain on asymptomatic patients screening, and in the detection
of live viruses in convalescence.

Keywords
SARS-CoV-2; COVID-19; laboratory diagnosis; real time RT-PCR;
molecular diagnosis
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INTRODUGAO

Resumo

A COVID-19 se manifesta principalmente como uma infecc¢éo do trato respiratério. Entre-
tanto, uma enorme quantidade de estudos mostra caracteristicas de uma enfermidade
sistémica com repercussdes nos sistemas cardiovascular, respiratério, gastrointestinal,
neurolégico, hematopoiético e imunolégico. Os estudos realizados em varios centros de
pesquisa ha China, Europa e nos Estados Unidos indicam que os resultados laboratoriais
podem fornecer a equipe clinica muitos marcadores prognésticos de grande utilidade. O
impacto no sistema hematopoiético e na hemostasia é evidenciado por alteragdes impor-
tantes na quantidade de linfécitos, granuldcitos e plaquetas além de alteragées no pro-
cesso de coagulagao. Estes parametros podem ser monitorados e tém efeito prognéstico
na evolugao da doenga podendo ajudar a identificar pacientes que necessitem de cuida-
dos intensivos. Em resumo, a COVID-19 apresenta alteragées importantes do sistema
hematopoiético estando frequentemente associada a um estado de hipercoagulabilidade. A
avaliagéo cuidadosa dos indices laboratoriais no inicio da doenga e durante a evolugéo
podem ajudar o corpo clinico a formular uma abordagem de tratamento adaptada a situacéo
além de permitir atengéo especial aqueles pacientes que apresentam maior necessidade.

Palavras-chave
COVID-19; Coronavirus; SARS-CoV-2; hemograma; coagulopatia de consumo; Sindrome
Respiratéria Aguda Grave

Além de seu papel central no diagnéstico da COVID-
19, o laboratério clinico fornece informacdes criticas aos

A pandemia em curso, a COVID-19, teve origem em
Wuhan, provincia de Hubei, China, em dezembro de 2019.

O agente etiolégico é um novo coronavirus (SARS-
CoV-2) de presumida origem zoonética com similaridade
estrutural aos virus responsaveis pela Sindrome Respirato-
ria Aguda Grave (Severe Acute Respiratory Syndrome -
SARS) e pela Sindrome Respiratéria do Oriente Médio
(Middle East Respiratory Syndrome - MERS).

Como a SARS e a MERS, a infecgé@o pelo coronavirus
se manifesta com mais frequéncia com sintomas respira-
térios. Entretanto, pequena parte dos infectados evolui para
sindrome do desconforto respiratério agudo/dano alveolar
difuso.

Embora esteja bem documentado que a COVID-19
se manifeste principalmente como uma infecgéo do trato
respiratério, dados emergentes indicam que deva ser con-
siderada uma doenca sistémica que envolve multiplos sis-
temas, incluindo sistema cardiovascular, respiratério, gas-
trointestinal, neurolégico, hematopoiético e imunolégico."

clinicos sobre prognéstico, curso da doenca e resposta a
terapia.®

Com base em estudos realizados na China e em ou-
tros centros de pesquisa da Europa e Estados Unidos, os
resultados laboratoriais podem fornecer a equipe clinica mui-
tos marcadores prognésticos de grande utilidade. Na maio-
ria dos estudos, as informacdes até agora analisadas estao
baseadas em resultados de uma quantidade limitada de da-
dos e devem ser validados com estudos adicionais. Mesmo
assim, os resultados disponiveis estabelecem claramente o
laboratério de hematologia clinica como um parceiro impor-
tante na triagem e no manejo dos pacientes afetados.®

LINFOPENIA

A COVID-19 é uma infecgéo sistémica com impacto
significativo no sistema hematopoiético e na hemostasia.
A linfopenia pode ser considerada um achado laboratorial
cardinal, com importante potencial prognéstico.®
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Durante o curso da doenca, a avaliagao longitudinal
da dindmica da contagem de linfécitos e dos marcadores
inflamatoérios, como a lactato desidrogenase (LDH), a pro-
teina C-reativa (PCR) e os niveis de interleucina 6 (IL-6),
podem ajudar a identificar casos com pior prognoéstico e
indicar a pronta intervencdo com o objetivo de melhorar a
evolugdo e atingir a recuperacgé@o de uma parcela maior de
pacientes.®

Durante o periodo de incubagéo, que geralmente va-
ria de 1 a 14 dias, e durante a fase inicial da doenca, quan-
do apenas sintomas inespecificos estédo presentes, a con-
tagem de leucécitos e linfocitos no sangue periférico é nor-
mal ou ligeiramente reduzida.

Apos a viremia, o SARS-CoV-2 comeca entédo a afe-
tar principalmente os tecidos que expressam altos niveis
da enzima conversora da angiotensina 2 (ECA2), incluindo
os pulmdes, o coragdo e o trato gastrointestinal.®

Ap6s o inicio dos primeiros sintomas, ha um aumento
nas manifestagdes clinicas da doenga com um desenvolvi-
mento pronunciado de mediadores inflamatérios e citoci-
nas, que tem sido caracterizado como uma "tempestade
de citocinas". Neste momento, uma linfopenia (absoluta e
relativa) significativa se torna evidente.®

A linfopenia, definida como uma contagem absoluta
de linfocitos (CAL) abaixo de 1,0x10%L, é um achado co-
mum em pacientes com a COVID-19 e pode ser explicada
como uma resposta imune defeituosa ao virus.*1%

O monitoramento desses parametros hematolégicos
pode ajudar a identificar pacientes que podem precisar de
cuidados na UTI. Uma CAL que se aproxima de uma linfo-
penia grave (abaixo de 0,6x10°%L) pode ser considerada
um dos indicadores de admissdo precoce na UTI.("0

Alguns estudos mostraram que a linfopenia foi mais
intensa naqueles pacientes que necessitaram de tratamento
intensivo do que no grupo em que o curso da doenca foi
mais brando.

Em uma recente metanalise, foi observado que 35%
a 75% dos pacientes desenvolveram linfopenia e que esta
foi uma caracteristica frequente identificada entre os paci-
entes que foram a 6bito.""

Em criancas, a linfopenia € muito menos comum,
como demonstrado em um estudo chinés, no qual a linfo-
penia foi identificada em apenas 3% dos pacientes pedia-
tricos. Esta é uma caracteristica muito particular da COVID-
19, pois contrasta com outras infecgdes virais semelhan-
tes, como a SARS, na qual a linfopenia foi um achado mui-
to mais comum em criancgas.('?

Pacientes com evolucdao mais grave apresentam anor-
malidades laboratoriais mais importantes (incluindo linfo-
penia e leucopenia) do que aqueles com doenga mais bran-
da. Embora sejam necessarias mais pesquisas sobre a
etiologia subjacente, varios fatores podem contribuir para
a linfopenia associada ao COVID-19.41314)
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Alguns estudos sugerem que a diminuigéo substanci-
al no numero total de linfécitos indica que o coronavirus po-
deria afetar as células imunes e inibir, de certa forma, a
fungéo imune celular.™

Isto pode ser explicado pela expresséao do receptor
ECAZ2 pelos linfécitos. Desta forma, haveria a infecgéo di-
reta do SARS-CoV-2 a estas células, levando-as a lise.("®

Além disso, ainfec¢do pelo coronavirus causa respos-
ta sustentada de citocinas, a tempestade de citocinas, le-
vando a uma alta frequéncia de doengas imunolégicas e
mortalidade.("® Essa resposta de citocinas é caracterizada
por niveis marcadamente aumentados de interleucinas, prin-
cipalmente IL-6, IL-2, IL-7, fator estimulador de col6nias de
granulécitos (G-CSF), Interferon-y e fator de necrose tumoral
(TNF), todos capazes de promover apoptose linfocitaria.*

Adicionalmente, a ativagdo substancial de citocinas
pode estar associada a atrofia dos 6rgéos linfoides, inclu-
indo o baco, prejudicando ainda mais a renovagédo dos
linfécitos. A acidose lactica coexistente, que pode ser mais
proeminente entre pacientes com cancer, aumenta o risco
de complicagdes na COVID-19 e também pode inibir a pro-
liferagao de linfécitos.®

Os linfécitos e suas subpopulagées desempenham um
papel importante na manutencdo da fungcédo do sistema
imunolégico. Tal como acontece com doengas imunes e ou-
tras doencas infecciosas, as infec¢des por virus também
podem levar a desregulagé@o nos niveis destas subpo-
pulagdes.')

Quando comparados a individuos sadios, os pacien-
tes com COVID-19 apresentam significativa diminuicéo de
linfocitos totais e as subpopulagdes de células T CD4 e
CD8, células B e NK. Os pacientes com casos mais gra-
ves apresentam linfécitos totais significativamente mais
baixos assim como células T CD4, CD8 e células B. Em
pacientes responsivos, os linfécitos totais, células T CD8 e
células B aumentam, acompanhando a melhora do quadro
clinico.®

A presenca de linfécitos reativos pode ocorrer, de
modo geral, apresentando heterogeneidade morfolégica.
Entretanto, alguns relatos destacam a presenca de altera-
¢des do tipo linfoplasmocitoide e também de grandes
linfécitos granulares (GLG).("®

NEUTROFILOS

Os dados sobre neutrofilia ainda ndo foram profunda-
mente abordados na literatura. Os estudos disponiveis su-
gerem que a neutrofilia € uma expressao da tempestade
de citocinas e do estado hiperinflamatério, que desempe-
nham um papel importante na fisiopatologia da COVID-19
e de infecgbes relacionadas, como a SARS.®

Existem relatos mostrando que a neutrofilia € comum
em pacientes tratados na UTI durante a hospitalizacédo e
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que, provavelmente, estaria relacionada a infecgédo bacte-
riana associada.®'0

Notavelmente, os pacientes de UTl tendem a desen-
volver neutrofilia durante a hospitalizagédo, mostrando niveis
médios de neutréfilos superiores aos observados naque-
les que ndo necessitam de cuidados intensivos, sendo a
neutrofilia associada ao aumento do risco de morte. (%18

De forma geral, os neutréfilos mostram nuicleo hipos-
segmentado, em alguns casos com cromatina pré-apop-
totica e citoplasma hipergranular, por vezes com éareas
basofilicas hipogranulares. Esse dismorfismo parece es-
tar relacionado a granulopoiese acelerada e desordenada,
associada a hiperinflamacdo. Essas anomalias morfo-
légicas geralmente precedem o aumento de linfécitos
reativos.'9

Um namero maior de neutréfilos e um nimero menor
de linfocitos, ou seja, o aumento da razédo neutréfilos/
linfécitos (RNL) foi observado no grupo de pacientes com
evolugcao mais grave em comparagéo ao grupo com clinica
mais branda.®

A RNL tem sido considerada como um marcador
confiavel em casos de inflamacéo e infeccéo sistémica e é
estudado como um preditor de infecgédo bacteriana, inclu-
sive das sindromes respiratérias e de pneumonia.®?"

De acordo com os achados de Wang et al., varios pa-
cientes com COVID-19 apresentam aumento na contagem
de neutréfilos e queda na contagem de linfocitos durante a
fase grave, indicando disturbios importantes e condigéo cri-
tica nos casos mais graves da infecg¢éo.®

TROMBOCITOPENIA

As plaquetas participam ativamente da resposta imu-
ne além de desempenharem papel importante na hemos-
tasia, coagulagdo, manutencédo da integridade vascular,
angiogénese, imunidade inata, resposta inflamatéria, bio-
logia tumoral, etc. Mudangas em seu nimero e atividade
estdo intimamente relacionadas a uma grande variedade
de doencas.

As infecgdes virais s@o frequentemente associadas
a trombocitopenia, e muitos virus como o HIV, influenza, den-
gue e o virus da hepatite C foram encontrados no interior
das plaquetas.

Os dados clinicos obtidos do surto de pandemia de
H1N1 de 2009 indicam que muitos dos pacientes que ne-
cessitaram de internagdo em unidades de terapia intensi-
va apresentaram trombocitopenia. Essa observacgéao foi
ainda mais pronunciada em pacientes que sucumbiram a
infeccao, sugerindo que, durante infeccgéo viral grave, a di-
minuigdo do nimero de plaquetas estaria relacionada a uma
pior evolugao clinica.®)

As plaquetas séo produzidas por megacariécitos ma-
duros na medula 6ssea, e muitos estudos tém mostrado

RBAC. 2020;52(2):131-7

que uma variedade de citocinas, incluindo a trombopoietina
(TPO), IL-3, IL-6, IL-9, IL-11 e fator estimulador de células
tronco (SCF), podem estimular a produgdao de megacario-
citos. Os valores absolutos de plaquetas e linfécitos podem
ser usados como indicadores sensiveis ho monitoramento
de infecgdes e inflamagdes.?

No momento da admisséo, a maioria dos pacientes
com COVID-19 apresenta linfocitopenia, trombocitopenia,
e a leucopenia foi observada em 33,7% dos casos. Essas
anormalidades hematolégicas foram mais marcantes en-
tre os pacientes mais graves.®

Um dos trabalhos chineses mostrou que o nivel de
linfécitos no momento da admisséo hospitalar esta direta-
mente relacionado ao prognéstico. Os pacientes mais ve-
lhos, com menor numero de linfécitos e plaquetas, apre-
sentaram quadros mais graves e permaneceram mais tem-
po no hospital.

Leucopenia, neutropenia e um aumento na proporgao
de linfocitos nédo sao significativamente alterados em paci-
entes com infecgdes virais mais comuns, mas estes para-
metros se mostram muito alterados na rotina hematolégica
na COVID-19.@24

Varios estudos mostram que, nas infecgbes graves,
algumas caracteristicas imunolégicas do paciente ou ou-
tras doencas sao responsaveis pela trombocitopenia se-
cundaria. A coagulacgao intravascular disseminada (CID) e
a purpura trombética trombocitopénica (PTT), sempre ca-
racterizadas pelo rapido declinio plaquetario, sédo exemplos
destas condicdes.("®

A observacao de alguns pacientes demonstrou inici-
almente um aumento de plaquetas seguido de sua brusca
diminuicdo, principalmente nos casos mais graves. Além
disso, os pacientes com aumento significativo de plaquetas
e com idade mais avancada tiveram internag6es hospita-
lares mais longas. Portanto, especulou-se que as altera-
¢des nas plaquetas no curso do tratamento pudessem es-
tar correlacionadas com a progressado e prognéstico do
COVID-19. Qu et al. mostraram que entre trinta pacientes
hospitalizados com COVID-19 aqueles que apresentaram
um pico na contagem de plaquetas durante o curso da do-
enca tiveram piores resultados.?¥

As possiveis causas de alteracdes plaquetarias em pa-
cientes com COVID-19 foram analisadas da seguinte forma:

(a) o Coronavirus seria capaz de invadir diretamente
células hematopoiéticas ou células do estroma da medula
6ssea, levando a inibicdo hematopoiética.

(b) Estudos anteriores mostram que o pulméo pode
ser um dos 6rgaos onde os megacariécitos maduros libe-
ram plaquetas e que a trombocitopenia em pacientes com
infecgdo por SARS-Cov-2 pode estar associada diretamen-
te ao dano pulmonar.?+2%

Extensas lesdes alveolares estdo presentes em pa-
cientes com COVID-19 e SARS, sendo os danos aos teci-
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dos pulmonares induzidos pela infecgéo viral e também pelo
alto fluxo de oxigénio imposto pelos respiradores artifici-
ais. A lesédo do tecido pulmonar e das células endoteliais
pulmonares pode levar a ativagéo, agregacéao e retencao
de plaquetas no pulméo e a formacéao de trombo no local
lesionado. Esta situacdo pode levar a deplecdo de pla-
quetas e megacariécitos, resultando em diminuigéo da pro-
ducéo de plaquetas e aumento do consumo.(?26)

Varios estudos sugerem que a trombocitopenia esta
significativamente associada a gravidade da doenga. Em-
bora exista uma grande heterogeneidade entre os valores
obtidos nesses estudos, todos apontam que uma queda
consideravel no nimero de plaquetas foi observada espe-
cialmente nos néo sobreviventes.®)

A trombocitopenia é caracteristica em pacientes gra-
vemente enfermos e geralmente sugere uma grave descom-
pensacao fisiologica, bem como a possibilidade de desen-
volvimento de coagulopatia intravascular, evoluindo frequen-
temente para a coagulagao intravascular disseminada
(CID).)

COAGULAGAO

Os distarbios da coagulacédo sao relativamente fre-
quentes entre os pacientes com COVID-19, especialmente
entre aqueles com doencga grave. Em um estudo retros-
pectivo multicéntrico, realizado nos primeiros dois meses
da epidemia, 46,4% dos pacientes com infec¢do confir-
mada apresentaram aumento dos valores de dimero D
(>0,5 mg/L), sendo os resultados mais altos observados
nos casos mais graves.®#

Em um outro estudo retrospectivo na China foi de-
monstrado que os niveis de dimero D e de tempo de pro-
trombina (TP) apresentavam valores mais elevados no
momento da admissao hospitalar naqueles pacientes que
precisaram de maiores cuidados e de tratamento intensi-
vo.Adinamica dos resultados do dimero D durante a evolu-
¢éo da infeccdo pode refletir a gravidade do quadro, e o
aumento de seus niveis esta associado a resultados adver-
sos em pacientes com pneumonia.®927)

De modo geral, os pacientes com infecgéo pelo Coro-
navirus apresentam os parametros de coagulacéo altera-
dos sugerindo um quadro de sepse ou CID. O TP e o dimero
D tém sido considerados como indicadores Uteis do prog-
ndstico e da gravidade da COVID-19.?®

Em um estudo com 183 pacientes, o TP, TTPA, fibrino-
génio, antitrombina Il (AT Ill), produtos de degradacéo da
fibrina (PDF) e dimero D foram medidos consecutivamen-
te durante duas semanas de internacdo. A mortalidade re-
gistrada deste grupo foi de 11,5% e o grupo dos néao so-
breviventes demonstrou, no momento da admisséo, niveis
significativamente mais altos de dimero D e de PDF além
de TP e TTPA mais longos quando comparados ao grupo
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de sobreviventes. Ainda em relagéo aos nao sobreviven-
tes, os niveis de fibrinogénio e AT lll apresentaram-se sig-
nificativamente reduzidos enquanto que os niveis de dimero
D e PDF foram marcadamente elevados. Estes achados
sugerem a ativagdo da coagulagéo, a geracao desregulada
de trombina e a fibrindlise.(":?°)

Entre os pacientes com pneumonia por coronavirus,
o aumento do TP foi associado ao aumento do risco de
Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo (SDRA), en-
quanto que os niveis aumentados de dimero D foram signi-
ficativamente associados ao aumento do risco de SDRA e
morte.("®)

De acordo com os critérios de diagnostico da Socie-
dade Internacional de Trombose e Hemostasia (ISTH) para
o diagnéstico da CID, 71,4% dos pacientes que nédo so-
breviveram a pneumonia associada a COVID-19 tiveram
diagnéstico confirmado. Entre os sobreviventes, apenas um
paciente teve o diagnoéstico de CID confirmado. Esses acha-
dos demonstram a enorme importancia do monitoramento
laboratorial regular nestes pacientes.(?°30

O tempo médio para a manifestacdo da CID foi de
quatro dias (variacao: 1-12 dias) a partir da internagéo.
Em um estudo prospectivo, avaliando-se o perfil de coa-
gulacdo de pacientes com COVID-19, os niveis de PDF,
dimero D e fibrinogénio foram marcadamente mais altos
que os observados entre pacientes saudaveis. Além dis-
so, pacientes mais graves apresentaram valores mais al-
tos de dimero D e PDF do que aqueles com manifesta-
¢bes mais leves.?” Este quadro sugere que os parametros
de coagulagéo durante o curso da pneumonia por Coro-
navirus estéo significativamente associados ao prognés-
tico.®

A CID foi identificada na maioria das mortes. Pacien-
tes que apresentam infecgdo por virus podem evoluir para
sepse associada a disfuncdo organica. A sepse esta bem
estabelecida como uma das causas mais comuns de CID,
que se inicia quando mondcitos e células endoteliais sédo
ativados ao ponto de liberagéo de citocinas, com expres-
séo do fator tecidual e secre¢éo do fator von Willebrand. A
circulagao de trombina livre, ndo controlada pelos anticoa-
gulantes naturais, pode ativar plaquetas e estimular a fibri-
nélise.®"

O risco de tromboembolismo venoso (TEV) em paci-
entes hospitalizados com COVID-19 é uma questdo emer-
gente. A taxa de TEV sintomatico em pacientes hospitali-
zados na fase aguda da doenga aumenta em até 10%. A
imobilizacado prolongada, a desidratacdo, o estado infla-
matério agudo, a presenca de outros fatores de risco
cardiovascular ou doenga cardiovascular, histéria prévia de
TEV e trombofilia genética classica, como a mutacgéao hete-
rozigética do fator V Leiden, sdo comorbidades comuns
em pacientes COVID-19 hospitalizados, que potencialmen-
te podem aumentar o risco de TEV.®
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A possibilidade de ativacdo e ou dano de células
endoteliais devido a ligagdo do virus ao receptor ACE2 pode
aumentar ainda mais o risco de TEV. A liberacdo de uma
grande quantidade de mediadores inflamatérios e o uso
de hormonios e imunoglobulinas em pacientes graves po-
dem levar a um aumento da viscosidade do sangue. Além
disso, ventilagdo mecanica, cateterismo venoso central ou
cirurgia podem induzir ao dano endotelial vascular. Acom-
binagao de todos os fatores acima pode levar a ocorréncia
de trombose venosa profunda (TVP) ou até a possibilida-
de de embolia pulmonar (EP) letal devido a migracédo de
trombo.

Assim, diante desse risco de TEV, a aplicagdo da
tromboprofilaxia farmacolégica é obrigatéria em pacientes
hospitalizados com COVID-19.®

As heparinas de baixo peso molecular (HBPM) ou a
heparina nédo fracionada (HNF) devem ser preferidas aos
anticoagulantes orais diretos devido a possiveis interagoes
medicamentosas com os tratamentos antiviral e antibacte-
riano concomitantes.?

Além disso, também é importante prestar atencéo ao
risco de TEV em pacientes assintomaticos ou ambulatoriais
com infecgéo leve por COVID-19. O diagnoéstico precoce
de EP em pacientes COVID-19 com manifestagdes clini-
cas de deterioracao subita da oxigenacao, dificuldade res-
piratéria ou hipotensdo é de grande importancia para a
melhoria dos resultados clinicos.5%":2%)

Existem quatro aspectos importantes no tratamento
de pacientes com COVID:

1) Diagnoéstico e acompanhamento precoces da CID,
aplicando-se o escore ISTH (contagem de plaquetas, TP,
fibrinogénio, dimero D, antitrombina Il e monitoramento da
atividade da proteina C), que pode determinar o prognésti-
co e orientar o suporte intensivo mais adequado;

2) ldentificacdo de pacientes de alto risco, hospitali-
zados ou no ambulatorio;

3) A otimizagéo do regime de tromboprofilaxia sendo
a HBPM o medicamento de primeira linha;

4) As propriedades anti-inflamatérias da HBPM po-
dem apresentar um beneficio adicional em pacientes com
COVID 19 além da possibilidade da integracéo de outros
tratamentos antitromboéticos, como antitrombina e trombo-
modulina recombinantes.®

Em concluséo, o processo de coagulacdo sanguinea
em pacientes com COVID-19 parece estar claramente al-
terado. Mais especificamente, verificou-se que os valores
do dimero D, produtos de degradacéo da fibrina e fibrino-
génio aumentaram significativamente enquanto que a AT I
foi significativamente menor. Ainda mais importante, verifi-
cou-se que o dimero D e o PDF s&o especialmente predi-
tivos da progressao da doencga; portanto, seu monitora-
mento de rotina se apresenta como um marcador confiavel
da evolugéo do quadro.?”

RBAC. 2020;52(2):131-7

MARCADORES DE INFLAMAGAO SISTEMICA

Nos ultimos anos, alguns biomarcadores de inflama-
céo sistémica, incluindo a sepse, tornaram-se disponiveis
nos principais analisadores de sangue como parte do
hemograma completo ou como parametros medidos no
modo de pesquisa. Entre estes novos parametros estédo
a expressdo de CD64 de neutroéfilos, volume celular mé-
dio de neutréfilos e monécitos, fragdo imatura de granu-
I6citos, indice delta de neutréfilos e a amplitude da varia-
¢ao de tamanho dos monécitos (MDW). E concebivel que
muitos desses marcadores possam ser Uteis na identifi-
cacdo de pacientes com risco de sepse bacteriana se-
cundaria, embora ainda ndao existam estudos que com-
provem sua eficacia nesse momento. Uma excecéo é o
MDW (Beckman Coulter, Brea, CA, EUA), que foi relata-
do como aumentado em quase todos os pacientes infec-
tados com COVID-19, principalmente naqueles com os
piores sintomas clinicos, de acordo com dados recente-
mente relatados em uma revisdo.” Entretanto, estes da-
dos do MDW devem ser interpretados com cautela, uma
vez que a presenca de linfocitos reativos em pacientes
positivos para COVID-19 pode resultar em um MDW fal-
samente elevado.

Outra aplicacéo potencial dos dados derivados do
hemograma seria o uso de formulas como a relagéo de
neutréfilos/linfécitos (RNL), relacédo de plaquetas/linfé-
citos (RPL) e relagdo de mondcitos/linfécitos (RML) atu-
ando como adjuvantes para avaliar a extenséo da infla-
macao. Embora ainda ndo existam estudos mais apro-
fundados, envolvendo um nimero maior de pacientes, Qin
et al. relataram um aumento na RNL em pacientes com
doenga grave em comparagado com aqueles com curso
mais brando.?2%

A relacao plaquetas/linfocitos no momento do pico
plaquetario emergiu como um fator prognoéstico indepen-
dente associado a hospitalizagdo prolongada em um dos
estudos. Foi sugerido que uma alta relagdo plaquetas/
linfécitos poderia indicar uma tempestade de citocinas mais
pronunciada devido a maior ativagéo plaquetaria.

Considerada como um novo indice de inflamacao, a
RPL reflete principalmente o nivel de inflamacéao sistémica.
Estudos anteriores confirmaram que a RPL esta intimamen-
te relacionada a tumores, diabetes, doenga coronariana e
doencas do tecido conjuntivo. Além disso, o aumento da
PLR esta relacionado ao tamanho do tumor, infiltracéo de
linfonodos, metastase e ao prognéstico, podendo ser usa-
da como potencial indicador inflamatério para o diagnésti-
co de pneumonia.®?

As plaquetas circulam em sua forma inativa, poden-
do ser ativadas rapidamente no local da lesdo vascular ou
em resposta as citocinas pré-inflamatoérias ou fatores in-
fecciosos. A ativagéo das plaquetas por esse mecanismo,
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mesmo sem danos vasculares, indica novas fungdes pla-
quetarias, como participagé@o nos processos de inflama-
¢do e regulacdo imune.

Os linfécitos sao as principais células imunoativas
do corpo humano, e sua contagem representa um mar-
cador precoce de estresse fisioldgico e inflamacéo sisté-
mica. A liberacao de fator 4 plaquetario pode promover
a formacao de linfocitos, e a presenca de plaquetas ativa-
das aumenta a adeséo de linfocitos ao endotélio, promo-
vendo, assim, sua migracéo para locais de inflamacéo.
A vantagem da utilizacdo da RPL é que este marcador
se relaciona a agregacéao plaquetaria e a reacao infla-
matoria e talvez seja mais valiosa na previséo de varias
inflamacdes do que a contagem de plaquetas ou linfo-
citos isoladamente.?

De acordo com analises anteriores, o RPL foi pro-
posto como um indicador que é capaz de refletir a gravi-
dade da inflamacéao durante o tratamento. Ao se compa-
rarem as alteragcdes da RPL durante o tratamento, verifi-
cou-se que quanto maior o A RPL maior o tempo de
internacao hospitalar.

Portanto, especulou-se que as alteragdes na pro-
porcéao de plaquetas/linfécitos no sangue periférico du-
rante o tratamento pudessem refletir a progresséo da
doenca e o prognéstico dos pacientes com COVID-19.
Quanto maior a APLR mais grave a tempestade de cito-
cinas, e quanto maior a permanéncia no hospital pior o
prognostico.(?432)

A atividade pré-inflamatéria das plaquetas é media-
da também por sua interagdo com os demais leucécitos
em circulacédo, seguida pela liberacdo de citocinas e
quimiocinas durante o processo inflamatério.(3233)

CONCLUSOES

Em resumo, a COVID-19 apresenta alteragdes impor-
tantes do sistema hematopoiético estando frequentemen-
te associada a um estado de hipercoagulabilidade. A ava-
liacado cuidadosa dos indices laboratoriais no inicio da do-
enca e durante a evolugdo podem ajudar o corpo clinico a
formular uma abordagem de tratamento adaptada a situa-
¢ao além de permitir atencdo especial aqueles pacientes
que apresentam maior necessidade.

Medidas preventivas para tromboprofilaxia e a identi-
ficacéo precoce de complicagdes potencialmente letais, in-
cluindo CID, resultam em melhores resultados e provavel-
mente reduzirdo a taxa de mortalidade geral entre os paci-
entes infectados sem comorbidades significativas.

A vigilancia continua e o monitoramento laboratorial
dos pacientes desde o inicio das manifestagdes clinicas
sdo licdes importantes que estamos aprendendo ao tratar
de uma doenca nova, sistémica e com aspectos fisio-
patolégicos muito caracteristicos.(¢7.18.26:29)
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Abstract

COVID-19 manifests itself mainly as an infection of the respiratory
tract. However, a huge number of studies show characteristics of a
systemic disease with repercussions on the cardiovascular, respiratory,
gastrointestinal, neurological, hematopoietic and immunological
systems. Studies carried out in various research centers in China,
Europe and the United States indicate that laboratory results can provide
the clinical team with many useful prognostic markers. The impact on
the hematopoietic system and hemostasis is evidenced by important
changes in the amount of lymphocytes, granulocytes and platelets, in
addition to changes in the coagulation process. These parameters can
be monitored and have a prognostic effect on the evolution of the disease
and can help to identify patients who need intensive care. In summary,
COVID-19 presents important changes in the hematopoietic system
and is frequently associated with a state of hypercoagulability. Careful
assessment of laboratory indexes at the onset of the disease and
during evolution can help the clinical staff to formulate a treatment
approach adapted to the situation, in addition to allowing special attention
to those most severe patients.

Keywords
Coronavirus infections; hematology; blood cell count; disseminated
intravascular coagulation; Severe Acute Respiratory Syndrome
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Hemostasis and COVID-19: pathophysiology, laboratory tests and anticoagulant therapy
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Resumo

A pandemia COVID-19 é uma emergéncia na sociedade atual, afetando paises e suas
populagdes em diversos niveis, bem como é uma ameaca a sistemas de saude de todo o
mundo. Compreender a relagéo entre os mecanismos fisiopatoldgicos da infecgéo pelo
SARS-CoV-2 e o sistema de coagulagao se tornou um importante instrumento para pes-
quisadores e trabalhadores das areas da sadde no mundo inteiro, de modo que estratégi-
as eficazes possam ser tragadas e seguidas para a recuperagéo de pacientes acometi-
dos pela doenca. O presente artigo caracteriza-se como uma revisao da literatura sobre a
homeostasia na COVID-19 por meio da pesquisa e analise em bases de dados eletréni-
cas. Observou-se que a ocorréncia de eventos trombéticos e alteragdes nos parametros
da coagulagéo em pacientes com a COVID-19 é descrita em diversos estudos, e o uso
de medicamentos anticoagulantes ja é uma alternativa para a diminuigcao da letalidade
do virus em determinados casos. Além disso, o Dimero-D surge como um marcador do
prognéstico da doenga, sugerindo a ligagao entre o estado hipercoagulavel da doenca,
decorrente da inflamagéo aguda, e sua taxa de letalidade.

Palavras-chave

COVID-19; coagulagéo intravascular disseminada; anticoagulantes; Dimero-D

INTRODUCAO

O SARS-CoV-2 é um dos membros pertencentes a
familia Coronaviridae e do grupo dos betacoronavirus do
qual também fazem parte os virus SARS (Severe Acute
Respiratory Syndrome) e MERS (Middle East Respiratory
Syndrome). O SARS-CoV-2 é o terceiro virus, ap6s o
SARS e o0 MERS, a ser descrito como um agente zoo-
nético causador de doenca respiratéria em humanos
pertencente a familia dos coronavirus."” A doenca, de
carater respiratério e agudo, provocada pelo SARS-
CoV-2, foi denominada de Coronavirus Disease 2019
(COVID-19).@

Esta sindrome respiratéria aguda, denominada como
COVID-19, foi identificada inicialmente na cidade de
Wuhan, provincia de Hubei, na China, em dezembro de
2019 e propagou-se por todos os continentes.®®* No Bra-
sil, o maior problema de saude publica declarado pelo Mi-
nistério da Saude (MS), que atuou ao Centro de Opera-
¢des de Emergéncia (COE) na elaboragé@o de um plano
de contingéncia, e em fevereiro de 2020, a infecgédo hu-

mana pelo novo COVID-19 foi declarada Emergéncia em
Saude Publica de Importancia Nacional (ESPIN).

Além dos achados clinicos e laboratoriais encontra-
dos na COVID-19, alterag6es cardiovasculares e anorma-
lidades nos parametros de coagulagdo também foram
descritas na doenca. Apesar dos fundamentos destas al-
teracbes nao estarem totalmente esclarecidos, estudos
recentes apresentam correlagédo entre elevagdes de
marcadores de coagulagéo e o aumento do indice de letali-
dade entre as pessoas com a COVID-19. Arelagéo das
alterac6es nos mecanismos de coagulacéo de pacientes
com COVID-19 e o aumento dos indices de letalidade
apontam para a ocorréncia de eventos tromboéticos como
a coagulacao intravascular disseminada (CIVD), trombo-
se venosa profunda (TVP) e embolia pulmonar (EP).5®

Portanto, compreender a relacéo entre os mecanis-
mos hemostaticos e a infeccdo pela COVID-19 torna-se
de fundamental importancia para auxiliar os profissionais
de saude nas condutas laboratoriais, clinicas e terapéu-
ticas no monitoramento dos casos e melhores encami-
nhamentos.
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METODOLOGIA

O presente estudo trata-se de uma reviséo da litera-
tura onde foram consultadas as bases de dados SciELo
(Scientific Eletronic Library Online), PubMed (National
Library of Medicine), NCBI (National Center for
Biotechnology Information) e Google Académico por arti-
gos com a tematica envolvendo coagulagdo e a COVID-
19. Para busca dos artigos foram utilizadas as seguintes
terminologias: COVID-19; Coagulacédo (Coagulation);
Trombose (Thrombosis); Dimero-D (D-Dimer); Anticoa-
gulacéo (Anticoagulation). Os critérios aplicados para se-
lecdo dos artigos foram a disponibilidade nas bases de
dados e a adequacéo de contetido a tematica deste estu-
do. Foram excluidas as publicagdes que se repetiram em
mais de uma base de dados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A coagulopatia na COVID-19 é um evento frequen-
temente descrito na literatura recente e esta associada a
um estado de hipercoagulabilidade; entretanto, os proces-
sos moleculares associados a sua causa ainda perma-
necem desconhecidos e necessitam de maior investiga-
¢30.% O mecanismo de coagulagédo € um processo que
envolve a interacao de trés componentes-chave: células
endoteliais, plaquetas e fatores de coagulagdo. Quadros
infecciosos severos sao capazes de provocar um super-
estimulo com consumo dos fatores de coagulagéo, desen-
cadeando uma coagulagéo intravascular disseminada. A
CIVD em pacientes com COVID-19 esta ligada ao aumen-
to das taxas de mortalidade pela doenca, e evidéncias
apontam que pacientes infectados pelo virus apresenta-
ram anormalidades clinicas e laboratoriais na coagula-
¢a0.(6:89)

Um quadro inflamatério agudo que pode evoluir para
hipoxia e manifestagdes trombéticas tem sido descrito em
alguns artigos. A trombose microvascular afeta principal-
mente pulmdes, causando embolia pulmonar em até 30%
dos casos, além de complicagdes renais e cardiacas, até
faléncia multipla dos 6rgaos nos casos mais severos.(1%)

Os mecanismos envolvidos na ocorréncia de esta-
dos de hipercoagulabilidade e CIVD em pacientes infec-
tados pelo SARS-CoV-2 permanecem sendo estudados,
entretanto, algumas hipéteses ja séo discutidas. Uma de-
las é a entrada do virus nas células através dos recepto-
res de angiotensina 2 (ACE2), altamente expressos nas
células pulmonares, além de miocardio e outras células
endoteliais. A lesdo destas células aumenta a resposta
inflamatéria, com liberagdo de mais citocinas e fator de
necrose tumoral e consequente estimulo pré-coagulante.(®
Além disso, a ligacdo do virus aos receptores ACE2 cau-
sa a ativacdo anormal do eixo renina-angiotensina levan-
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do a adeséo e agregacao plaquetaria, aumentando o ris-
co de tromboembolismo."*

A resposta imunolégica inata aos processos infec-
ciosos também pode estar ligada ao estado pré-coagu-
lante da COVID-19. Devido ao compartilhamento de vias
entre a resposta imunolégica e a regulagéo da coagula-
¢cdo, a acao de determinados componentes das vias de
resposta imunolégica pode apresentar um papel pré-
coagulante, como, por exemplo, fator tecidual.("® E funda-
mental destacar a ocorréncia do estado "tempestade de
citocinas" (Cytokine storm) no processo inflamatoério e de
coagulacé@o da COVID-19. Neste cenario, a liberagdo de
interleucinas (IL) IL-1B, IL-6 e fator de necrose tumoral-a
(TNF-a), entre outras moléculas de carater inflamatorio,
aumentam a expressao de fator tecidual e fator de Von
Willebrand em células endoteliais e macrofagos ativados
nos tecidos atingidos, promovendo agregacao plaquetaria
e desencadeando a cascata de coagulagéo. Além disso,
as citocinas pro-inflamatérias desempenham um papel cri-
tico na supressdao dos mecanismos fisiolégicos de anti-
coagulacéo e fibrinélise, impedindo a regulagédo adequa-
da da homeostasia na COVID-19.("8') Além dos fatores
anteriormente citados, a formacao de NETs (neutrophil
extracellular traps) e DAMPs (damage-associated
molecular patterns) pode estar envolvida na formacéao do
papel pro-coagulante da COVID-19.'"® A formagéo de
NETSs, estruturas formadas por DNA e proteinas em forma
de rede secretadas por neutréfilos durante processos in-
flamatorios, esta associada ao inicio de processos trom-
béticos em artérias e veias.("

A enzima conversora de angiotensina humana2, que
esta expressa amplamente em células endoteliais, veno-
sas, arteriais e células musculares lisas, foi identificada
como receptor funcional para SARS-CoV-2, seguida de
uma ativagéo anormal do sistema renina-angiotensina, in-
flamacao do endotélio, podendo estar relacionada a alte-
racdes anormais da coagulacdo e sepse. A coagulopatia
€ um importante fator de risco para doencga grave e morte
em pacientes com COVID-19.(0

Varga et al.? confirmam que a disfungéo das célu-
las endoteliais interagindo com a inflamacé&o na infec¢ao
viral indica um pior prognéstico em pacientes COVID-19
com coagulopatias.

Certamente a coagulagéo e a imunidade inata es-
tdo correlacionadas e interligadas porque compartilham
vias comuns em resposta a invaséo viral e lesdo, como o
fator tecidual, um importante desencadeador da coagula-
¢éo com propriedades pro-coagulantes e pré-inflamatori-
as da resposta imune do hospedeiro.(™®

Imunotrombose é o termo citado por Thachil e
Srivastava® quando, ap6s a invasdo do micro-organis-
mo na circulagdo sanguinea, ocorre a lesdo da parede
vascular, e a trombina formada desempenha um papel cen-
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tral na ligacao das vias de coagulagéo ao sistema imuno-
légico inato. Aligacdo entre os outros fatores de coagula-
¢éo como, por exemplo, a calicreina-cininogénio, que esta
associada a producgéo de citocinas e a agado do sistema
complemento, reforgcando a relacédo entre a coagulacéo e o
sistema imune inato.

Segundo Panigada et al.,®® o estado inflamatério gra-
ve secundario a COVID-19 leva a uma grave desordem da
hemostasia, que foi recentemente descrita como um esta-
do de CIVD, uma importante coagulopatia de consumo,
definida como diminuicdo da contagem de plaquetas, au-
mento dos produtos de degradacéo da fibrina, como
Dimero-D, bem como baixo fibrinogénio.

A Sociedade Internacional de Trombose e Hemostasia
(ISTH)® propde orientagdes para o manejo das coagulo-
patias na COVID-19, fornecendo uma estratificagéo de ris-
co na admissao para um paciente infectado com base em
parametros laboratoriais disponiveis. Um dos achados
laboratoriais mais comuns observados em pacientes com
COVID-19 que necessitam de hospitalizacdo tem sido o
aumento de Dimero-D. Os mais idosos e com comor-
bidades tendem a ter um Dimero-D mais alto, sendo os
mais propensos a morrer de infeccdo por COVID-19. Devi-
do a um alto volume de pacientes nos hospitais, medidas
de estratificacdo de risco seriam claramente uteis.

A COVID-19 pode apresentar um perfil hematol6gico
com contagem diminuida de plaquetas. Estudos com paci-
entes diagnosticados com a doenga demonstram que a
trombocitopenia encontrada nos pacientes esteve associ-
ada a casos mais severos e pior prognéstico, bem como o
aumento da probabilidade do desenvolvimento da forma
grave da doencga e maior letalidade.?>?"

Embora os autores anteriores apontem no sentido de
demonstrar a relacéo entre contagem de plaquetas e prog-
néstico da COVID-19, Wang et al.,?® em um estudo com
138 pacientes, ndo encontraram variacéo significante na
contagem de plaquetas entre pacientes com COVID-19 que
ndo necessitaram de admissao em UTI daqueles que fo-
ram admitidos em UTI. No mesmo sentido, Young et al.(®®
descrevem contagens de plaquetas similares entre paci-
entes que necessitaram de internagéao e oxigénio suplemen-
tar e aqueles que ndo necessitaram de oxigénio suplemen-
tar, entretanto, o estudo ndo realizou analise estatistica deste
parametro.

A avaliagdo clinica da presenca de tromboembo-
lismo venoso (TEV), associacéo de trombose venosa pro-
funda em conjunto com embolia pulmonar, foi realizada
em pacientes com diagnéstico confirmado de COVID-19.
Os resultados confirmaram a presenca de TEV nos paci-
entes com a doenca, onde o grupo positivo para TEV apre-
sentou indice maior de 6bitos em relagdo ao grupo que
ndo desenvolveu TEV. Além do indice de letalidade au-
mentado, o grupo de pacientes positivos para TEV apre-
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sentou resultados com tempo de tromboplastina ativada
(APTT) elevados em relagéo ao grupo nao TVP, diminui-
¢do da contagem de linfécitos e aumento sérico dos ni-
veis de Dimero-D.G” O mesmo perfil nos testes de coagu-
lagéo foi encontrado por Tang et al.,® cujo estudo, além
de resultados elevados da dosagem de produtos de de-
gradacéo de fibrina (PDF), encontrou forte correlagéo entre
o aumento de Dimero-D plasmatico e o pior prognéstico
da doenca, com o grupo de nao sobreviventes apresen-
tando a média das dosagens de Dimero-D acima da mé-
dia do grupo de sobreviventes.

A avaliacdo dos niveis de Dimero-D aponta este
como um marcador com forte valor preditivo positivo para
um pior prognoéstico da doenca. Um estudo sugere que,
utilizando-se o valor de 2,0 ug/mL como ponto de corte, o
teste pode apresentar sensibilidade de 92,3% e espe-
cificidade de 83,3% para predizer o indice de letalidade
de pacientes com COVID-19.¢"

Em um estudo hemostatico com 24 pacientes em te-
rapia intensiva em decorréncia da COVID-19, foram ob-
servados um estado de hipercoagulabilidade através da
tromboelastografia (TEG), plaquetas com contagem nor-
mal ou elevada, tempo de protrombina (TP) e tempo de
tromboplastina parcial ativa (TTPa) préximos ao normal,
porém o fibrinogénio apresentou-se elevado e o Dimero-
D muito elevado. Além disso, a proteina C ativada, o Fa-
tor VIl e Fator de Von Willebrand e marcadores pro-
coagulantes apresentaram niveis elevados, enquanto que
o marcador de anticoagulacao natural antitrombina (ATIII)
estava diminuido.®® Estes achados podem explicar a ocor-
réncia de TEV e o suporte anticoagulante como profilaxia
antitrombética no tratamento da COVID-19.

Hemostasia anormal também foi observada no per-
fil desses pacientes, com aumento do Dimero-D em mais
de 70% deles, além de parametros com prolongamento
minimo como tempo de protrombina (TP) e leve redugéao
na contagem de plaquetas (>100.000/mm?), mas com au-
mento acentuado dos niveis de fibrinogénio e auséncia
de esquistocitos, sem presenca de sangramentos.??

A terapia anticoagulante com heparina de baixo peso
molecular (HBPM) deve ser considerada em todos os ca-
sos de COVID-19, inclusive os nao criticos, apesar das
contraindicagdes devido a possiveis sangramentos asso-
ciados a plaquetopenia. Tém sido descritas propriedades
anti-inflamatérias da heparina, sendo benéfica nas infec-
¢odes pelo SARS-CoV-2, onde as citocinas pré-inflamatoé-
rias estdo significativamente elevadas, além de uma evo-
lugdo com melhor prognéstico e diminuigcdo da mortalida-
de como uso de HBPM.&24

Tang et al. utilizaram o sistema de score proposto
pela ISTH, no qual a coleta dos dados dos exames labora-
toriais, como tempo de protrombina, contagem de plaque-
tas, Dimero-D, além da observacéao clinica de faléncia dos
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o6rgaos, foram utilizados para observar grupos com tera-
pia anticoagulante durante sete dias ou mais e grupos com
menos de sete dias de anticoagulagdo com heparina. Os
resultados mostraram uma significativa redugéo da mor-
talidade no grupo com maior tempo de terapia anticoagu-
lante.®

A tromboprofilaxia padréao utiliza HBPM ou heparina
nao fracionada (HNF). Porém, na COVID-19, a prevaléncia
de eventos trombéticos é extraordinariamente alta, neces-
sitando de uma tromboprofilaxia mais agressiva usando
HBPM ou HNF de forma mais prolongada e doses indivi-
dualizadas, principalmente em pacientes com multiplos fa-
tores de risco como obesidade, diabetes e cancer.('®

Panigada et al. concluem que o estado de hiper-
coagulabilidade associado ao achado clinico de embolia
pulmonar e trombose venosa profunda, observados em
alguns pacientes com COVID-19, necessitam profilaxia
antitrombética com HBPM ou HNF. A escalada das doses
da profilaxia até o tratamento necessita considerar a rela-
cao risco/beneficio até que os ensaios clinicos informem
aos médicos para a tomada de decis&o.®

Estudos propéem a HBPM como a melhor alternati-
va para pacientes graves com COVID-19 que apresen-
tam o Dimero-D elevado. Nas coagulopatias induzidas por
sepse, foi observado um melhor prognéstico e menor
mortalidade nestes casos.® 24

CONCLUSAO

Conclui-se que, embora os mecanismos especificos
ainda nao estejam claros, a infeccéo pelo SARS-CoV-2
obviamente envolve processos potencialmente deletérios
na coagulagéo e inflamacg&o.?” Pacientes com COVID-
19 apresentam um quadro de hipercoagulabilidade, as-
sociada a infecgao severa, evoluindo para EP e/ou TVP,
e alguns casos mais graves de CIVD. Os exames que ava-
liaram a hemostasia e se apresentaram elevados foram
principalmente Dimero-D, TP e fibrinogénio, e alguns ca-
sos mais graves tiveram a contagem de plaquetas dimi-
nuida como consequéncia da CIVD. A terapia anticoa-
gulante com HBPM foi a melhor alternativa terapéutica em
todos os grupos e em fases iniciais como profilaxia, devi-
do as suas propriedades anti-inflamatérias, e, nas fases
mais criticas, determinando um melhor prognéstico e me-
nor letalidade.

E fundamental ressaltar que o Dimero-D foi o resul-
tado que apresentou melhor concordancia com o prog-
nostico dos pacientes infectados, revelando-se como um
marcador de valor preditivo positivo para prescri¢cdo de
profilaxia com altas dosagens de heparina. Ha, portanto,
uma quebra de paradigma, pois o Dimero-D é utilizado
como marcador de valor preditivo negativo na exclusao
de eventos trombéticos.
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Abstract

COVID-19 pandemic is an emergency in current society, affecting the
countries and their populations at different levels, as well as a threat to
health systems around the world. Understanding the relationship
between the pathophysiological mechanisms in SARS-CoV-2 infection
and the coagulation system has become an important tool for
researchers and healthcare workers worldwide so that effective
strategies can be designed and followed for the recovery of patients
affected by the disease. This article is characterized as a review on
homeostasis in COVID-19 through research and analysis in electronic
databases. It was observed that the occurrence of thrombotic events
and changes in coagulation parameters in patients with COVID-19 has
been described in several studies, and the use of anticoagulant drugs
is already an alternative to reduce the lethality of the virus in certain
cases. Also, D-Dimer appears as a marker of disease prognosis,
suggesting the link between the hypercoagulable state of the disease,
resulting from acute inflammation, and its lethality rate.

Keywords
COVID-19; disseminated intravascular coagulation; anticoagulant,
D-Dimer
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A relacao entre o sistema sanguineo ABO e a COVID-19: uma

revisao sistematica

The relationship between the ABO blood system and COVID-19: a systematic review

Alexandre Geraldo’
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Resumo

A atribuigéo do sistema sanguineo ABO as infecgdes néo é recente e ndo é exclusiva de
infecgdes virais. A relagdo entre a COVID-19 e o grupo sanguineo ABO de pacientes
infectados tem sido investigada. O objetivo desta revisao foi avaliar se a associagéo do
sistema sanguineo ABO com SARS-CoV-2 envolve a isomeria ABO tecidual e subgrupos
sanguineos. Realizou-se uma reviséo sistematica com busca de artigos e publicagdes até
28 de julho de 2020 na base PubMed. Foram obtidos 311 manuscritos dos quais 15
atenderam os critérios de inclus@o e foram incluidos no estudo. Quarenta por cento dos
estudos discutiram a possibilidade dos antigenos teciduais ABO influenciar na transmis-
sdo ou gravidade da COVID-19. Nenhum manuscrito mencionou que a isomeria antigénica
ABO tecidual poderia predispor individuos as infecgdes por SARS-CoV-2 ou agravamento
da COVID-19. Um manuscrito discutiu a possibilidade de o impedimento estérico afetar a
saturagao do receptor de diferentes isétipos de anticorpos anti-A,1gG em pacientes que
desenvolveram COVID-19. Se rejeitdssemos cartas e/ou comentarios, analises profundas
sobre o aspecto do sistema sanguineo ABO e infecgdes por SARS-CoV-2 teriam sido
excluidos e prejudicariam a discusséo cientifica e as conclusdes da reviséo.
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Sistema ABO de Grupos Sanguineos; COVID-19; SARS-CoV-2; infecgdes por Coronavirus

INTRODUCAO

Desde o primeiro surto em Wuhan, na China, em de-
zembro de 2019, a nova doenga por coronavirus (COVID-
19) se espalhou rapidamente tendo como consequéncia a
declaragéo de pandemia no dia 11 de margo de 2020 pela
Organizagédo Mundial de Saude.("

Os fundamentos moleculares da sindrome respiraté-
ria aguda grave pela infec¢do por coronavirus 2 (SARS-
CoV-2) e da doenga que causa, doenga por coronavirus
2019 (COVID-19), sé@o pouco compreendidos. A genética
é uma ferramenta importante para elucidar as causas e
consequéncias e pode gerar insights que orientem inter-
vencgdes terapéuticas para prevenir ou tratar doencgas. Até
o momento, pouco se sabe sobre a suscetibilidade genéti-
ca a infeccdo por SARS-CoV-2 e as formas graves de
COVID-19.@

Inimeras pesquisas que investigam vacinas, testes
moleculares e sorolégicos, bem como estudos clinicos para
a compreensao da fisiopatologia da COVID-19 vém sendo
publicados. A investigacéo da fisiopatologia tem explora-

do a relagdo entre o grupo sanguineo ABO de pacientes
infectados e que desenvolveram a COVID-19. Contudo, a
atribuicdo do sistema sanguineo ABO as infec¢gdes néo é
recente e ndo é exclusiva de infecgées virais.®4

O grupo sanguineo ABO é exemplo de adaptacéao
evolutiva onde, por milhares de anos, microrganismos e
humanos interagiram de forma simbiética ou patolégica,
influenciando na genética das populagdes e na evolucao
do genoma humano pela selecéo natural de alelos especi-
ficos capazes de modificar a patogénese.®

Os antigenos do sistema ABO séo carboidratos pre-
sentes na superficie das células sanguineas, tecidos e nas
secrecdes, os quais sdo adicionados por glicosiltrans-
ferases especificas, codificadas através de informacdes
contidas no locus ABO.® A heterogeneidade fenotipica dos
antigenos do Sistema ABO é demonstrada pelos diferen-
tes genes que expressam as glicosiltransferases. O gene
A codifica a enzima N-acetil-galactosamina transferase,
que adiciona uma N-D-acetilgalactosamina ao antigeno
H, formando o fenétipo A; ja o gene B codifica a enzima
galactosiltransferase, que adiciona uma D-galactose ao
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antigeno H gerando o fenétipo B. Quando ha atividade das
duas enzimas simultaneamente ocorre a formacéo do
fenotipo AB, e quando ndo héa atividade de ambas as
glicosiltransferases temos o fenétipo O, composto ape-
nas pelo antigeno H.?

A acdo das glicosiltransferases pode ser diferente
devido a produtos de genes alelos variantes ou mutantes
do locus ABO. Estes antigenos séo definidos como sub-
grupos ABO, os quais apresentam como caracteristica uma
significativa redugdo no nimero de sitios antigénicos ex-
pressos nas hemacias e nos tecidos. Isto ocorre porque as
mutacbes genéticas desencadeiam uma alteracdo na
especificidade das glicosiltransferases resultando em uma
menor capacidade catalitica da enzima.(®)

Cotidianamente, o sistema sanguineo ABO esta as-
sociado aos eritrocitos. Contudo, a isomeria dos antigenos
eritrocitarios pode ser diferente em relagcédo aos tecidos.
Por exemplo, Schenkel-Brunner observou antigenos enantio-
meros humanos do Grupo A presentes na mucosa gastri-
ca.® Autores sugerem que néo basta realizar a associa-
¢ao do sistema sanguineo ABO com patégenos, mas tam-
bém avaliar as estruturas precursoras dos antigenos ABO
contidas nos tecidos, visto que a densidade antigénica
tecidual pode variar entre pessoas do mesmo grupo san-
guineo. Atualmente séo descritos seis tipos de substanci-
as precursoras para formagao dos antigenos ABO:

Tipo 1: Galp1->3GIcNAcB1-> R;

Tipo 2: Galp1->4GIcNAcB1-> R;

Tipo 3: Galp1->3GalNAca1-> R;

Tipo 4: Galp1->3GalNAcp1-> R;

Tipo 5: Galp1->3Galp1->R e

Tipo 6: Galp1->4Glcp1-> R.®

Embora haja essa diversidade de substancias pre-
cursoras, o radical (R) sera fundamental na determinacgéao
do antigeno final: no caso do sistema ABO, a presenca da
L-Fucose (Grupo O), associada ou ndo a D-galactose (Gru-
po B) ou a N-D-acetilgalactosamina (Grupo A).&')

Nesse contexto, o objetivo desta reviséo sistematica
foi avaliar se a relagéo do sistema sanguineo ABO com o
SARS-CoV-2 envolve a isomeria ABO tecidual e subgrupos
sanguineos.

MATERIAL E METODOS

Pesquisa na literatura

A pesquisa bibliogréafica foi realizada no banco de
dados do US National Library of Medicine National
Institutes of Health (PubMed). Foram pesquisados artigos
cientificos publicados entre janeiro e 28 de julho de 2020.

Primeira etapa

A busca foi realizada com a combinacéo de palavras-
chave sistema sanguineo ABO, sistemas sanguineos e
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COVID-19, utilizando-se duas combinagdes codificadas
conforme descrigao:

T1 = Coronavirus OR 2019-nCoV OR 2019nCoV OR
COVID-19 OR SARS-CoV-2 AND Blood Group.

T2 = Coronavirus OR 2019-nCoV OR 2019nCoV OR
COVID-19 OR SARS-CoV-2 AND Blood Group ABO.

Os titulos e resumos dos artigos encontrados na pla-
taforma foram analisados e selecionados de acordo com
os critérios de incluséo e excluséo.

Para ambas as combinagées de palavras-chave (T1
e T2) foram utilizados os seguintes critérios de inclusédo dos
manuscritos:

« artigos publicados no periodo estipulado;

« estudos de carater clinico, revisées bibliograficas,
comunicacgdes, cartas ao editor e relatos de caso;

- estudos que apresentassem em seu resumo qual-
quer informacao relacionando os grupos sanguineos com
a SARS-CoV-2.

Foram considerados como critérios de excluséo:

« estudos que realizaram analise de outros grupos
sanguineos apenas, ndo ABO;

« artigos sem informacéo clinica ou laboratorial do
grupo sanguineo ABO relacionados ao SARS-CoV-2.

Segunda etapa

Apo6s a primeira etapa para ambas as combinagdes
de palavras-chave foi realizada a codificacdo das publica-
¢des e a leitura completa dos artigos. Os critérios de exclu-
sdo da segunda etapa foram:

« estudos que realizaram analise de outros grupos
sanguineos apenas, ndo ABO;

« artigos sem informacéo clinica ou laboratorial do
grupo sanguineo ABO relacionados ao SARS-CoV-2.

Analise de dados
Os dados coletados foram agrupados e organizados
no programa Excel®, descritos e organizados em forma
de quadros. Os resultados foram expressos em percentuais
e nimeros absolutos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A combinacéo de palavras-chave T1 na plataforma
PubMed buscou 311 manuscritos. Destes, 36 (11,6%) pas-
saram para a segunda etapa, a qual excluiu 21 (86,1%)
manuscritos. A combinacédo de palavras-chave T2 encon-
trou 16 manuscritos, sendo todos também encontrados com
a combinacgdo T1. Os 15 manuscritos incluidos na revisao
estdo apresentados no Quadro 1.

Nenhum dos manuscritos apresentados no Quadro 2
mencionou que a isomeria antigénica ABO tecidual pode-
ria predispor individuos a infecgdes por SARS-CoV-2 ou
agravamento da COVID-19. Embora haja estudos que
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Quadro 1 - Manuscritos apresentados pelo PubMed apds pesquisa com as palavras-chave T1 e T2, e incluidos no estudo

Cddigo Titulo Tipo de Més de
Manuscrito publicagao

00112 ABO blood group predisposes to COVID-19 severity and cardiovascular diseases Comentario Abril

002"  Testing the association between blood type and COVID-19 infection, intubation, and death Artigo original Abril

003  COVID-19 and ABO blood group: another viewpoint Correspondéncia Maio

004¢®  Harnessing the natural anti-glycan immune response to limit the transmission of enveloped viruses Opinido Maio
such as SARS-CoV-2

005"®  The effects of blood group types on the risk of COVID-19 infection and its clinical outcome Artigo original Junho

006"  COVID-19 and the ABO blood group connection Carta ao Editor Junho

007¢%®  Relationship between ABO blood group distribution and clinical characteristics in patients with Artigo original Junho
COVID-19

00819  Genome wide Association Study of Severe Covid-19 with Respiratory Failure Artigo original Junho

009  Anti-A iso haemagglutinin titres and SARS-CoV-2 neutralization: implications for children and Correspondéncia Junho
convalescent plasma selection

010@"  Improved Clinical Symptoms and Mortality on Severe/Critical COVID-19 Patients Utilizing Artigo original Junho
Convalescent Plasma Transfusion

011@  Association between ABO blood groups and risk of SARS-CoV-2 pneumonia Correspondéncia Julho

012@  ABO Phenotype and Death in Critically Ill Patients with COVID-19 Correspondéncia Julho

013  More on 'Association between ABO blood groups and risk of SARS-CoV-2 pneumonia' Correspondéncia Julho

014®  Lower prevalence of antibodies neutralizing SARS-CoV-2 in group O French blood donors Comunicagao Julho

breve

015@  ABO blood groups are not associated with risk of acquiring the SARS-CoV-2 infection in young Artigo original Julho

adults

Quadro 2 - Resumo das informagdes de interesse observadas nos manuscritos incluidos no estudo

O manuscrito relaciona isomeria
ABO tecidual e COVID-19?

O manuscrito discute a possibilidade dos antigenos
ABO teciduais influenciar no progndstico da COVID-19?

O manuscrito relaciona subgrupos
sanguineos ABO e COVID-19?

Cddigo

Sim Nao Sim Nao

Sim

=
Qe
o

00102
00202
00304
00449
005¢®
00617
007¢®
008
009
010
011
012
0132
014
015

X X X X X X X X X

X X X X X X X X X X X X X X

X X X X

X X

X*

X X X X X X X X

X X X X X X

*Discute o impedimento estérico de anticorpos, mas nao isomeria de antigenos ABO
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apontem a ligacao de patégenos aos antigenos ABO.?7-3"
Springer e colaboradores relatam que a ligacéao entre bac-
térias e antigenos ABO ocorre somente com um dos
enantiomeros do monossacarideo ABO.®) A isomeria dos
antigenos ABO parece influenciar nas reac6es antigeno-
anticorpo. A auséncia da analise sob a ética da relagéo de
antigenos histolégicos ABO e a adesé@o do SARS-CoV-2 a
estes pode estar relacionada a complexidade dessa anali-
se. As estruturas de carboidratos séo extremamente com-
plexas devido a existéncia de inimeras formas isoméricas
que resultam de varios isdmeros posicionais, tipos de liga-
¢éo (o ou B) e configuragdes de varios blocos de formacéao
de monossacarideos. Essa complexidade resulta nas limi-
tacoes das ferramentas analiticas disponiveis para esses
estudos, como a espectrometria de massa, espectrometria
de mobilidade idnica, fotodissociagéo ultravioleta a vacuo,
cromatografia liquida de interacéo hidrofilica e a espectro-
metria de mobilidade i6nica-massa.®?

Embora nédo tenha sido mencionada a isomeria ABO
tecidual, 40% dos estudos discutiram a possibilidade de
os antigenos histolégicos ABO influenciar na transmissao
ou gravidade da COVID-19. Dentre os seis manuscritos,
apenas um era artigo original, os demais eram correspon-
déncias ou comunicagéo breve.

O epitélio que reveste o trato gastrointestinal, respi-
ratério, urinario e reprodutivo expressa uma grande quanti-
dade de glicolipidios e glicoproteinas que resulta na forma-
¢do dos antigenos ABH e Lewis.® Destaca-se que o ma-
nuscrito 012 sugere a influéncia do status de secretor ABO
e antigenos de Lewis na criticidade dos pacientes com a
Covid-19.2

Apenas um manuscrito (correspondéncia 009) dis-
cutiu a possibilidade de o impedimento estérico afetar a
saturacdo do receptor de diferentes is6tipos de anticorpos
anti-A,lgG em pacientes que desenvolveram COVID-19.20
Essa hipétese veio a tona na discusséo sobre o tratamento
com plasma convalescente em pacientes com COVID-
19.(339 A discussdo do manuscrito 009?%corroborou a
hipétese de outros autores quanto ao uso do anticorpo
natural anti-Galo1-3Gal presente em plasma de doado-
res de sangue, o qual poderia neutralizar o SARS-CoV-2
por meio da ligacao no escudo glicano.®53®)Porém, a dis-
cussdo aborda o impedimento estérico de anticorpos e
ndo a isomeria de hidratos de carbono ABO teciduais.
Desta forma, esse manuscrito ndo foi contabilizado nes-
se quesito. Contudo, o mesmo manuscrito discutiu a rela-
¢do de subgrupos sanguineos ABO com SARS-CoV-2,
sem detalha-la. Nesse contexto, outros estudos demons-
traram menor expresséo dos antigenos de subgrupo ABO
em plaquetas e no figado.®7:%®)

N&o ha estudos que apontem que subgrupos san-
guineos ABO poderiam ser menos susceptiveis a infec-
¢éo por SARS-CoV-2. As discussdes sobre o assunto sédo
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decorrentes do manuscrito 0112 e o de Zhao e colabora-
dores.®® Este tltimo ndo consta em nossos resultados vis-
to que o periédico ndo esta indexado no PubMed e foi pu-
blicado sem reviséo por pares. Esses autores avaliaram a
associacao dos grupos sanguineos ABO e o risco de pneu-
monia por SARS-CoV-2 em pacientes hospitalizados na
China. Eles observaram que o grupo sanguineo A foi asso-
ciado a um risco maior de adquirir COVID-19 em compa-
racdo com nao-A, enquanto que o grupo sanguineo O foi
associado a um menor risco para a infecgdo em compara-
¢do com grupos sanguineos ndo-A.% O manuscrito 011,
ao utilizar os dados publicados por Zhao e colaboradores
e realizar novas analises estatisticas, demonstraram que
os pacientes do grupo sanguineo A estavam em maior ris-
co de hospitalizagcao ap6s a infeccao por SARS-CoV-2, en-
quanto que os pacientes do grupo sanguineo O tinham me-
nor risco.(?

Ainda que a maior repercussao cientifica tenha ocor-
rido em torno da correspondéncia 011,? o artigo original
008 avaliou em dois meses 1.980 pacientes com COVID-
19 grave em sete hospitais de quatro cidades, bem como
2.381 participantes controles da Italia e Espanha durante o
apice concomitantemente de casos de SARS-CoV-2. Além
da andlise genética do HLA e do Cromossomo 3p21.31,
os autores analisaram o |6cus ABO e evidenciaram um ris-
co maior no grupo sanguineo A do que em outros grupos
sanguineos e efeito protetor no grupo sanguineo O em com-
paragdo com outros grupos sanguineos.('®

O manuscrito 012 apresentou resultados de pacien-
tes dos Estados Unidos da América do grupo sanguineo O
com COVID-19 com quadros clinicos menos graves e me-
nor tempo de hospitalizagdo quando comparados com pa-
cientes do Grupo Acom a doenca.®® O manuscrito 013 dis-
cute os achados do manuscrito 011 e observou o menor
risco de trombose no grupo sanguineo O em comparagao
com individuos ndao-O. Além disso, os autores fazem im-
portantes consideragcdes sobre possiveis mecanismos bi-
olégicos pelos quais o sistema ABO modula o risco trom-
boético, principalmente em pacientes com COVID-19.?Y As
discussdes desses manuscritos também s&o fundamenta-
das em outros estudos que identificaram associacées en-
tre grupos sanguineos ABO e SARS,?" Plasmodium
falciparum ?® Helycobacter pylori?®, virus Norwalk®® e
Neisseria gonorrhoeae®) ou com a gravidade das doen-
¢as causadas por esses patégenos.

Apenas o manuscrito 015 contestou as associagdes
entre o grupo sanguineo ABO e COVID-19. O estudo obser-
vacional de uma grande populacgao de militares, que esta-
vam confinados em um porta-avides francés e que foram
infectados ao mesmo tempo, ndo encontrou associagao
entre o grupo sanguineo e a COVID-19. Os autores acredi-
tam que essa associagé@o possui ressalvas, uma vez que
pacientes hospitalizados com COVID-19 foram infectados
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em tempos e em situagdes epidemioldgicas diferentes,
comprometendo assim a analise de dados.?®

CONSIDERAGOES FINAIS

Um fato importante observado em nosso estudo foi que
os manuscritos ndo categorizados como artigos originais
apresentaram uma andlise mais profunda dos aspectos
imunohematolégicos do sistema sanguineo ABO. Dentre os
sete manuscritos que responderam aos nossos objetivos,
quatro foram classificados como correspondéncias, uma
comunicacao breve e apenas um artigo original. Murugesan
e colaboradores realizaram um estudo classificando os ma-
nuscritos pesquisados e excluiram relatos de caso, resumos,
cartas e comentarios.“? Segundo Greenhalgh, os niveis de
evidéncia cientifica s@o hierarquizados e classificados de
acordo com o grau de confianga dos estudos, que esta rela-
cionado a qualidade metodolégica dos mesmos, sendo que
relato de caso é o que possui menor poder em revisées sis-
tematicas.“" Diferentemente desses autores, acreditamos
que ao excluir cartas e/ou comentarios dessa revisao siste-
matica, andlises profundas sobre o aspecto do sistema san-
guineo ABO e infecgdes por SARS-CoV-2 teriam sido ex-
cluidos e prejudicariam a discussao cientifica e as conclu-
sbes da revisdo.

Devido a pandemia da COVID-19 e a emergéncia do
novo virus, a Organizagéao Mundial da Sadude considera que
reflexdes submetidas aos editoriais dos periédicos cienti-
ficos ndo devem ser excluidos de revisées sistematicas,
uma vez que possiveis questionamentos, hipéteses, dados
ou teorias podem proporcionar solugdes para doencas in-
fecciosas graves, como a SARS-CoV-19.("

Observamos nesta revisdo que ha poucos manuscri-
tos que relacionam o sistema sanguineo ABO com a infec-
¢éo por SARS-CoV-2 ou com a gravidade da COVID-19 e
gue sao necessarios mais estudos originais com observa-
¢bes a isomeria antigénica e de anticorpos anti-ABO.

Entre as limitacdes da nossa revisdo, ndo pesqui-
samos se as comunicagdes, comentarios, cartas, etc. fo-
ram submetidos a revisdo por pares. Além disso, a busca
de estudos foi realizada em apenas um banco de dados e
mais pesquisas para elucidar a relagéo entre o sistema san-
guineo ABO e a COVID-19 devem ainda ser publicados.

Abstract

The assignment of the ABO blood system to infection is not new and
is not exclusive to viral infections. The relationship between COVID-19
and the ABO blood group of infected patients has been investigated.
The purpose of this review was to assess whether the association
between ABO blood system and SARS-CoV-2 involves tissue ABO
isomerism and blood subgroups. A systematic review was carried out
with search until July 28, 2020 in PubMed database. Three hundred
and eleven manuscripts were obtained, of which 15 met the inclusion
criteria and were included in the study. Forty percent of the studies
discussed the possibility of ABO tissue antigens influence the
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transmission or severity of COVID-19. No manuscript mentioned that
ABO tissue antigenic isomerism could predispose individuals to SARS-
CoV-2 infections or severe COVID-19. A manuscript discussed the
possibility of steric impediment affect receptorsaturation of the different
antibodies A,IgG isotypes in COVID-19 patients. If the letters,
correspondences or comments were rejected, deep analyzes of ABO
blood system and SARS-CoV-2 infections relationship would have been
excluded, and would undermine the scientific discussion and
conclusions of the review.

Keywords
ABO Blood-Group System; COVID-19; SARS-CoV-2; Coronavirus
infections
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A corrida pela vacina em tempos de pandemia: a necessidade da
imunizagao contra a COVID-19
The vaccine race in pandemic times: the need for immunization against COVID-19
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Resumo

Em dezembro de 2019, em Wuhan, China, foi detectada uma sindrome respiratéria aguda
epidémica em humanos, causada por um novo coronavirus (SARS-CoV-2) de origem
zoonética. A grande velocidade de sua disseminagéo levou a OMS a declarar a situagéo
pandémica em margo de 2020, sugerindo medidas de distanciamento entre as pessoas e
a utilizagédo de mascaras. A criagdo de uma vacina contra COVID-19 passou entéo a ser
considerada a estratégia profilatica mais eficaz para controle e prevencgéo desta doencga.
Cerca de 170 equipes em todo o mundo ja estéo realizando essa pesquisa e atualmente,
aproximadamente 188 vacinas em diferentes fases do ensaio clinico ja estdo sendo de-
senvolvidas. Sete destas vacinas se destacam no cenario atual com bom potencial para
serem disponibilizadas entre 2021 e 2022. O sucesso desses esforgos dependera de uma
acao conjunta, incluindo o compromisso de todas as pessoas em evitar o contato entre si
e fazerem uso da vacina quando estiver disponivel, além da garantia de financiamento
assegurado entre governos, iniciativa privada e, em Ultima insténcia, do empenho dos
fabricantes de vacinas para participar todos juntos, cada um fazendo sua parte, em uma
escala grande o suficiente que fornega uma solugéo global para o final desta pandemia.

Palavras-chave
Vacina; COVID; Coronavirus

INTRODUCAO

Os Coronavirus fazem parte de um grupo de retrovirus
que causa infecgGes respiratérias. Em dezembro de 2019,
ap6s um surto infeccioso de uma sindrome respiratéria
aguda de origem zoonética, foi identificada em Wuhan, na
China, a presenga em humanos de uma mutagdo em um
coronavirus, originando o SARS-CoV-2. Esse virus tornou-
se o causador da COVID-19 (do inglés, coronavirus
disease - 2019), cuja velocidade da disseminagcdo mos-
trou-se muito mais rapida do que outras viroses, levando a
Organizacdo Mundial da Saude a declarar essa doenca
como pandemia trés meses depois de sua descoberta, em
margo de 2020.(" Os pacientes infectados sdo atualmente
as principais fontes da doenca, que pode ser transmitida
por goticulas respiratérias e contato direto ou indireto.®

Dados publicados mostram que, em cerca de 80%
dos casos, os infectados se apresentaram assintomaticos
ou com sintomas relativamente leves, como febre, fadiga e
alguns sinais respiratorios, incluindo a tosse, dor de gar-
ganta e falta de ar, enquanto que o restante (20%) apre-
sentou quadros mais graves, evoluindo para pneumonias

severas e, em alguns casos, para o 6bito."® O coronavirus
pode se manter incubado por cerca de 2 a 14 dias e, ainda
assim, ser transmitido através de fomites ou da pulveriza-
céo de goticulas por meio de tosse ou espirro, que séo os
sintomas mais comuns nos pacientes acometidos pela
doenga.®

Em meados de agosto de 2020, de acordo com a
Organizagdo Mundial de Saude (OMS), foram contabili-
zados cerca de 21.500.000 casos confirmados de COVID-
19 e 771.500 mortes em todo o mundo. Amortalidade ocor-
re principalmente por pneumonia e faléncia de mdltiplos
6rgaos, especialmente em idosos e pessoas que apresen-
tam condi¢des cronicas, como a hipertensdo, doencas
cardiovasculares e diabetes. No Brasil, a curva ainda se
mostra progressiva (Figura 1), com 3.317.096 casos con-
firmados e 107.232 6bitos em 17 de agosto de 2020.?

Nos ultimos anos, a industria e a comunidade cienti-
fica foram solicitadas para produzir vacinas de forma rapi-
da e eficaz frente as epidemias de H1N1, Ebola, Zika e,
atualmente, contra o virus SARS-CoV-2.*/Bousada e Pe-
reira afirmam que, salvo a utilizacéo de agua potavel, as
vacinas sdao o maior avango da humanidade no combate
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BRASIL

3.317.096
Casos confirmados

Figura 1. Curva de contaminagdo da COVID-19 no Brasil.
Fonte: WHO, 2020

as doencas, tendo como principio basico a exposicdo do
organismo aos antigenos, substancias presentes nos mi-
crorganismos, estimulando, assim, a producdo de anti-
corpos através de uma resposta imunolégica induzida sem
que o individuo contraia a doenga em questdo. Aimuniza-
¢do adquirida s6 se torna possivel através da formacéo de
células de memoéria, que, por sua vez, serdo capazes de
ativar os leucdcitos apds um novo contato com o antigeno.®

As vacinas surgiram ainda no século XVIIl quando
Edward Jenner descobriu a vacina antivariolica, onde com-
provara que, ao inocular uma secre¢@o de um paciente
doente em outra pessoa saudavel, esta Ultima desenvolvia
sintomas muito mais brandos e tornava-se imune. Avacina
da variola humana foi desenvolvida a partir de um tipo de
variola que acometia as vacas, ja que Jenner notara que
ordenhadores de vacas contaminadas acabavam imunes
a variola humana. A partir disso, a palavra vacina (do latim,
Vaccinum, que significa "de vaca"), tornou-se correspon-
dente aos inéculos que apresentam a capacidade de pro-
duzir anticorpos. As vacinas também se mostram extrema-
mente Uteis e mais efetivas no controle de doencgas do que
o uso de medicamentos, ou seja, trata-se de um método
mais barato para a saude coletiva atuar na prevencao de
doencgas.®

Tais vacinas podem ser classificadas de forma cor-
respondente aos componentes utilizados para fabrica-la,
como microrganismos inteiros, macromoléculas especifi-
cas e purificadas, vetores recombinantes, peptideos sinté-
ticos ou, até mesmo, o préprio material genético do pat6-
geno, como o DNA.® As vacinas virais, como as que sdo
tratadas neste artigo, podem ser classificadas em atenua-
das, inativadas ou oriundas de subunidades (Tabela 1).

O desenvolvimento de vacinas é um processo custo-
s0, constituido de diversas etapas e que pode demorar anos
para produzir uma Unica vacina licenciada, com diferentes
analises de dados ou verificagdes do processo de fabrica-
¢do, sendo divididos em trés etapas.*”® A primeira etapa
do processo é correspondente a pesquisa basica, onde
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novas propostas ocorrem. Ja na segunda, séo realizados
os testes pré-clinicos (in vitro e/ou in vivo) no intuito de com-
provar a seguranca e o potencial imunogénico da vacina.
Por ultimo, na terceira etapa, ocorrem os ensaios clinicos,
que sao divididos em quatro fases (Tabela 2), sendo esta a
etapa mais longa e financeiramente mais custosa.®

Tabela 1. Classificagdo de vacinas virais

Classificacao Definicao Exemplo

Virus atenuado O virus se mantém ativo,
porém, incapaz de causar amarela,
doengas. Todavia, pode poliomielite oral,
ocorrer uma reversao do virus rubéola e sarampo

Caxumba, febre

Poliomielite
injetavel, hepatite
A, gripe e raiva

Virus inativado Contém o virus inativado por
agentes quimicos ou fisico

Sub-unidades  Contém fragmentos do virus

(antigenos) purificados
Adaptado de Bousada e Pereira, 2016 e Fiocruz, 2019.9

Hepatite B e HPV

Tabela 2. Fases do ensaio clinico

Fase Descricao

Fase | E o primeiro estudo a ser realizado em seres humanos.
Seu objetivo é demonstrar a seguranca da vacina

Fase Il  Tem por objetivo estabelecer a sua imunogenicidade

Fase lll E a Ultima fase de estudo antes da obtencéo do
registro sanitario. Tem o objetivo de demonstrar a
eficacia da vacina

Fase IV  Avacina disponibilizada para a populagdo. Ainda que

tenha sido aprovada, a vacina continua sendo monitorada
em busca de reacdes adversas inesperadas

Fonte: Instituto Butantan, 2019.®

Em janeiro de 2020, o material genético do novo
coronavirus, o SARS-COV-2, foi sequenciado e publicado
no meio académico, permitindo assim que as buscas para
uma vacina fossem iniciadas. Tendo em vista o impacto
negativo da pandemia, diversas pesquisas foram iniciadas
em todo o mundo e somente em margo desse ano a pri-
meira proposta de vacina entrou na fase de testes em
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humanos.® Mais de 170 equipes de pesquisadores estdo
tentando criar essas vacinas, todavia, mesmo que os tes-
tes em humanos comecem com brevidade e mesmo que
transcorra tudo de forma adequada existem ainda muitas
barreiras antes que a imunizacgao global seja viavel.'” Com
base nesse cenario, o objetivo deste artigo é levantar o
andamento das vacinas que estado sendo produzidas con-
tra o causador da COVID-19.

MATERIAL E METODOS

A partir de uma busca refinada em fontes de dados
como periédicos Capes e PubMed, realizou-se um levan-
tamento de trabalhos relacionados com a produgéo de va-
cinas para a COVID-19, por meio da associagéo das pala-
vras-chave "Vaccine", "COVID" e "Coronavirus". A pesqui-
sa abrangeu trabalhos publicados desde margo de 2020
até atualmente. Aselecéo dos artigos foi baseada na leitu-
ra dos titulos seguida dos resumos, e os trabalhos que apre-
sentavam o enfoque correspondente foram lidos na inte-
gra, dando origem aos resultados deste artigo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Como dito anteriormente, a corrida para o desenvol-
vimento da vacina contra o coronavirus avanca de forma
promissora. Atualmente, cerca de 188 vacinas estdo sen-
do produzidas em todo o0 mundo. Ainda que, normalmente,
sejam necessarios anos de testes e um periodo ainda mai-
or para a producdo das mesmas, os pesquisadores pre-
tendem desenvolver uma vacina eficaz no prazo de 12a 18
meses."%" De acordo com o balango da OMS, apenas seis
das 188 vacinas que estdo sendo pesquisadas estdo na
fase 3. Todavia, recentemente, a Russia declarou publica-
mente que a vacina produzida em Moscou, pelo Instituto
Gamaleya, que consta como fase 1 para a OMS, estava na
reta final para ser liberada a populacéo, totalizando sete
vacinas em potencial (Tabela 3).('"

Vacina de Oxford

Pertencente a industria farmacéutica AstraZeneca, em
parceria com a Universidade de Oxford e a Universidade
Federal de Sao Paulo (Unifesp), a vacina se encontra na
Fase 3 de testagem e esta sendo aplicada em voluntarios
no Reino Unido, Africa do Sul e em cerca de 5 mil volunta-
rios em Sao Paulo, Rio de Janeiro e Salvador. Os pesqui-
sadores de Oxford afirmaram que a vacina é segura e ca-
paz de induzir a resposta imunol6égica em humanos e, em
junho deste ano, a Fundagao Oswaldo Cruz (Fiocruz) divul-
gou uma parceria com a Universidade de Oxford para auxi-
liar no desenvolvimento da vacina. E considerada pela OMS
como um dos projetos mais promissores até o momento,
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Tabela 3 - Vacinas em potencial

Numero de
Fabricante Parceria Tipo de vacina doses
estipulado

AstraZeneca Universidade de Vetor viral sem 1

Oxford replicagao

UNIFESP
Moderna NIAID RNA 2
BioNTech / Fosun Pharma RNA 2
Pfizer
SINOVAC Instituto Butanta Virus inativado 2
SINOPHARM Instituto de Virus inativado 2
(2 vacinas) Produtos

Biolégicos de

Wuhan

Instituto de Virus inativado 2

Produtos

Biolégicos de

Pequim
Instituto Contrato Acellena  Vetor viral 1
Gamaleya Pesquisa e sem replicacao

desenvolvimento

de drogas

Fonte: adaptado de WHO, 2020.("

haja vista que seus estudos preliminares correspondentes
as fases 1 e 2 mostraram que a vacina apresenta boa res-
posta imunolégica. Este estudo estda com sua conclusao
prevista para final de outubro de 2021.(".12)

Vacina Moderna

Avacina Moderna, pertencente ao laboratorio de mes-
mo nome, em parceria com a Autoridade de Pesquisa e
Desenvolvimento Biomédico Avangado e o Instituto Nacio-
nal de Alergia e Doencgas Infecciosas (NIAID), entrou em
fase Ill no final de julho, sendo a primeira pesquisa
implementada no programa americano contra o coronavirus.
O estudo esta sendo desenvolvido para avaliar principal-
mente a eficacia, seguranga e imunogenicidade do mRNA-
1273 para prevenir a COVID-19 por até dois anos apéds a
segunda dose da vacina, sendo controlado por placebo em
adultos acima de 18 anos. A previsédo da conclusdo do es-
tudo é para outubro de 2022.(":13)

Vacina Pfizer & Biontech

A vacina desenvolvida pelas empresas Pfizer e
Biontech (Alemanha e Estados unidos, respectivamente)
também se encontra na fase 3, além de apresentar uma
aprovacao da FDA (Food and Drug Administration), o 6r-
gao regulador dos Estados unidos. Essa vacina esta sen-
do testada em voluntarios brasileiros com idades entre 18
e 85 anos e, em julho, a testagem foi aprovada em Séo
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Paulo e Salvador pela Anvisa. De acordo com os pesqui-
sadores, o produto apresenta uma resposta imune robusta
através da producado de anticorpos, citocinas e células T
induzidas por uma nanoparticula lipidica (LNP) formulada
com RNA mensageiro modificado com nucleosideo do vi-
rus, que codifica o dominio de ligacao ao receptor da pro-
teina correspondente ao SARS-CoV-2. Aprevisao da con-
clusao do estudo é para novembro de 2022.(11.14.15)

Vacina CoronaVac

O Instituto Butantan, junto com a farmacéutica chine-
sa Sinovac, estabeleceram um acordo, em agosto, para
producédo e testes em estagio avancado da vacina
CoronaVac, que contém o virus inativado, permitindo a
testagem em 9 mil voluntarios em Sao Paulo e, caso seja
comprovada sua eficacia e seguranca, fornecimento de
doses até junho de 2021.('® A vacina esta sendo submeti-
da a testes duplo-cego, randomizados e controlados por
placebo de fase lll. Ainda na fase Il, a vacina se mostrou
eficaz, induzindo a resposta imune do paciente de forma
segura e toleravel, sem grandes efeitos adversos. Todavia,
ainda ndo ha uma previsdo para a conclusao do estudo.'”

Vacinas Sinopharm

A Sinopharm, empresa chinesa, realizou uma cola-
boracdo com o Instituto de Produtos Biologicos de Pequim
e o de Wuhan, produzindo duas vacinas de virus inativado,
que estéo sendo testadas nos Emirados Arabes, onde 15
mil pessoas devem participar como voluntarias. Desse to-
tal, 5 mil pessoas receberao a verséao do Instituto Wuhan e
outras 5 mil a do Instituto de Pequim. Os resultados das
fases 1 e 2 sugerem que a vacina pode ser segura, tolera-
vel e capaz de desencadear a producéao de anticorpos de
forma robusta. Todavia, ainda néo se sabe se tal resposta
é suficiente para a prevencgéo da COVID-19, haja vista que
os autores declaram que ndo houve comparacgéo dos re-
sultados obtidos com o soro de pacientes contaminados,
mas sim com a resposta de outros testes de vacinas, afir-
mando que os niveis estavam semelhantes as vacinas em
desenvolvimento pela AstraZeneca, Biontech e Moderna,
ainda que sejam metodologias diferentes. Além disso, o
periodo de recrutamento de voluntarios se estende até ju-
Iho de 2021, portanto, acredita-se que os estudos sejam
concluidos somente apos esta data.('"1819)

Vacina Sputnik V
De acordo com a base de dados da Organizagéo
Mundial da Saude, a vacina produzida pelo Instituto

Gamaleya, de Moscou (Russia), também chamada de
Sputnik V, ndo pode ser considerada em fase lll, pois ndo
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ha dados publicados em revistas cientificas que compro-
vem os métodos utilizados ou o nimero de voluntarios, bem
como a eficacia da mesma. Sendo assim, perante a OMS,
a Sputnik V ainda esta em fase [.{"") Mariangela Siméo, Di-
retora-geral assistente da OMS, em uma entrevista, infor-
mou que a Russia esta repassando maiores informacgdes
sobre a vacina e, ainda que seja uma excelente proposta,
dada a metodologia simplificada que esta sendo utilizada,
somente ap6s os ensaios clinicos correspondentes e a
analise dos dados é que sera possivel comprovar a efica-
cia e seguranga da Sputnik V.29

CONSIDERAGOES FINAIS

Apesar de todos os esforgos globais que estdo sen-
do realizados, e de algumas vacinas candidatas ja esta-
rem na fase 3, ainda ndo ha garantia de que qualquer uma
delas funcionara gerando uma resposta imune eficiente e
com segurancga. As vacinas potenciais que ja estdo em fase
Il devem ainda passar pela ultima fase do ensaio clinico.
Isso é especialmente importante quando se trata de segu-
ranca, mesmo durante a emergéncia de uma pandemia, ja
que, nesse caso, a grande maioria da populacgéo ira se va-
cinar. Muitas pesquisas ainda precisam ser realizadas, pois
ja foi observada a grande capacidade de mutacéo deste
virus e ja ha relatos de possiveis casos de reinfecgéo. Se
ainda nem sabemos se os anticorpos resultantes da infec-
¢ao natural por esse virus fornecem protecao e se esta é
duradoura, imagine os anticorpos gerados pela imuniza-
¢ao ativa. Além disso, a disposi¢cado do publico em apoiar
as medidas de quarentena adotadas pela saude publica,
incluindo o distanciamento social voluntario e a utilizagao
de mascaras para diminuir a disseminagédo da COVID-19,
nem sempre tem sido adequada em todos os paises. Por-
tanto, concluimos que o sucesso do controle desta pandemia
ndo depende de somente um fator, e sim de um conjunto
de agdes combinadas, incluindo um pacto social pela pre-
vencao da disseminacgdo e, também, da garantia de finan-
ciamento suficiente congregando governos, iniciativa pri-
vada, fabricantes de vacinas e o préprio povo, para uma
conscientizacao integrada, buscando um desfecho onde
haja protecao para todos. Somente esse esforgo conjunto
levara a uma solucéo global para o final desta pandemia.

Abstract

In December 2019 in Wuhan, China, an acute epidemic respiratory
syndrome in humans was detected, caused by a new coronavirus
(SARS-CoV-2) of zoonotic origin. The great speed of its dissemination,
led the WHO to declare the pandemic situation in March 2020,
suggesting measures of distance between people and the use of masks.
The creation of a vaccine against COVID-19, then came to be considered
the most effective prophylactic strategy for the control and prevention
of this disease. About 170 teams worldwide are already carrying out
this research and currently, approximately 188 vaccines in different
phases of the clinical trial are already being developed. Seven of these
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vaccines stand out in the current scenario with good potential to be
made available between 2021 and 2022. The success of these efforts
will depend on joint action, including the commitment of all people to
avoid contact with each other and to use the vaccine when itis available,
as well asthe secured financing between governmentsand private sector
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Vaccine; COVID; Coronavirus
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INTRODUGAO

Resumo

O mundo enfrenta duas pandemias distintas, mas que guardam alguma relagéo entre si.
O Diabetes mellitus (DM) promove um estado crénico inflamatério que torna os afetados
mais propensos a infec¢des em geral. A doenga aguda causada pelo novo coronavirus,
COVID-19, assim como o DM, altera o sistema imunolégico, podendo ativar uma tempes-
tade de citocinas deletéria ao hospedeiro. O DM tem sido considerado como um fator de
risco independente da idade para a gravidade da COVID-19. De fato, pessoas com DM sé&o
propensas a um curso clinico de maior severidade da COVID-19 com maior taxa de
morbimortalidade. Uma forte relagé@o entre a COVID-19 e o DM reside no fato de que o
SARS-CoV-2 utiliza a proteina ACE-2 como receptor para entrar na célula humana, a qual
é superexpressa pelas células das ilhotas pancreaticas e ainda mais em pessoas com
DM. Depois de invadir a célula do hospedeiro, o virus degrada a ACE-2, reduzindo sua
atividade anti-inflamatéria. Somado a isso, acredita-se que o SARS-CoV-2 afete direta-
mente a parte endécrina do pancreas, com consequente hiperglicemia. Entretanto, ainda
nao esta claro de que forma as alteragdes glicémicas podem estar relacionadas com a
severidade da COVID-19; e se 0 SARS-CoV-2 tem potencial diabetogénico. Todavia, os
mecanismos propostos para explicar a associagéo observada entre DM e a COVID-19
incluem inflamacéo, alteragdes na resposta imune, na coagulagéo e a agresséo direta do
virus as células B pancreaticas. Como o diabetes esta associado as manifestagdes graves
da COVID-19, o primeiro passo é evitar a contaminagéo de pessoas com DM pelo SARS-
CoV-2. Depois, todo paciente com COVID-19 que tenha DM deve ser considerado grave.
E, por fim, a monitoragcéo glicémica frequente em pacientes com COVID-19 deve ser
considerada, uma vez que o controle da hiperglicemia tem se mostrado eficaz na promo-
¢éao de melhores desfechos clinicos.

Palavras-chave
COVID-19; Diabetes; pandemia

novo coronavirus — SARS-CoV-2, passa a circular no mun-
do, causando a COVID-19.G#4

O mundo enfrenta uma nova pandemia viral, respon-
savel pela doenga coronavirus-19 — COVID-19, e perma-
nece lutando contra outra, bem mais antiga, o Diabetes
mellitus (DM). Estima-se que mais de 460 milhdes de pes-
soas no mundo apresentem DM e que o niumero de afeta-
dos deve aumentar 50% em vinte anos.(” Concomitante-
mente, no presente, temos registrados quase 9 milhdes de
casos confirmados da COVID-19 no mundo e este nimero
permanece crescendo.? Sao duas pandemias em curso,
as quais guardam relagées entre si.

As infecgdes humanas por coronavirus séo conheci-
das ha décadas, em especial a sindrome respiratéria agu-
da grave (SARS) e a sindrome respiratéria do Oriente Mé-
dio (MERS). No entanto, a partir de dezembro de 2019, um

O espectro clinico da COVID-19 tem se mostrado
bastante variado e abrangente, desde uma infecgéo assin-
tomatica até manifestagdes severas que podem culminar
em sindrome do desconforto respiratério agudo grave e
morte. Sugere-se que os casos graves tenham relagdo com
fatores de risco como hipertenséo, diabetes e doencas
cardiovasculares, embora diversos aspectos sobre a fisio-
patologia da doenca, a evolugéo clinica e o padréo de res-
posta imunolégica ainda ndo tenham sido totalmente eluci-
dados.59

A infeccdo por SARS-CoV-2 pode ativar respostas
imunes inatas e adaptativas. Contudo, resposta inflamato-
ria inata descontrolada e resposta imune adaptativa preju-
dicada podem resultar em danos teciduais, tanto em sitio
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especifico quanto de forma sistémica. Muitos pacientes
com infecgdo severa por COVID-19 exibem concentracées
séricas expressivamente elevadas de citocinas pro-infla-
matorias, incluindo IL-6 (interleucina-6) e IL-13, bem como
IL-2,IL-8, IL-17, G-CSF, GM-CSF, IP10, MCP1, MIP1c (tam-
bém conhecido como CCL3) e TNF. A ativacdo conjunta
destas multiplas citocinas tem sido descrita como a “tem-
pestade perfeita” para o processo inflamatério.(°

A hiperglicemia crénica, caracteristica do diabetes,
em conjunto com outras alteragcdes metabdlicas nesta pa-
tologia, concorre para alteragdes imunolégicas e um ambi-
ente inflamatério que favorece infecgdes severas e de difi-
cil tratamento."" Evidéncias cientificas t¢m mostrado que,
de fato, pacientes com DM internados com COVID-19 apre-
sentam longo periodo de internagao hospitalar, complica-
¢bes graves da doenga e maior mortalidade quando com-
parados a pacientes nao diabéticos com COVID-19.("2

Este estudo destaca aspectos da relagéo entre
COVID-19 e o diabetes.

Entrada do SARS-CoV-2 na célula humana

O genoma do SARS-CoV-2 apresenta 79% de simi-
laridade com o genoma do SARS-CoV, causador da
SARS; entretanto, eles sao suficientemente divergentes
para que o primeiro tenha sido caracterizado como um
novo beta coronavirus. Ao verificar a semelhanca estrutu-
ral dos dominios de ligacao ao receptor do SARS-CoV e
do SARS-CoV-2, pesquisadores sugeriram que o novo
coronavirus, assim como o SARS-CoV, pudesse usar a
proteina transmembrana ACE-2 (do inglés, angiotensin-
converting enzyme 2, ou enzima conversora de angio-
tensina 2) como receptor para a entrada na célula.">""

Aentrada do SARS-CoV-2 nas células humanas que
expressam a ACE-2 é mediada pela glicoproteina spike
(S) do envelope viral. Em todos os betacoronavirus, uma
Unica regido da proteina S, denominada dominio de liga-
céo aoreceptor (RBD), medeia ainteragdo com o receptor
da célula hospedeira. A afinidade entre ACE-2 e 0 RBD do
SARS-CoV-2 é dez a vinte vezes maior quando compara-
da com o RBD do SARS-CoV.!"® Esta expressiva afinida-
de é um dos fatores responsaveis pela rapida expansao
do virus.

A proteina S é dividida em dois dominios, subunidades
ouregides: S1, que é responsavel pela ligacéo do virus ao
receptor celular, e S2, responsavel pela fusdo das mem-
branas viral e celular.'™ Depois de ligar o receptor, uma
protease da célula hospedeira cliva a proteina S, que libe-
ra peptideos de fuséo, facilitando a entrada de virus.(" Esse
mecanismo requer a ativacdo da proteina S pelas proteases
das células hospedeiras, o que implica a clivagem da pro-
teina S no limite dos dominios S1 e S2 ou no dominio S2. O
processo de clivagem ocorre em duas etapas; a primeira

RBAC. 2020;52(2):154-9

clivagem é feita pela protease furina para que os virus re-
cém-formados possam usar a serina protease transmem-
branar 2 (TMPRSS2) para a clivagem adicional da protei-
na S e internalizag&o do virion.?®

Como as células epiteliais alveolares apresentam
elevada expressdao de ACE-2 e TMPRSS2, elas foram
apontadas como a principal porta de entrada do SARS-
CoV-2 no pulméao, 6rgao preferencialmente agredido na
COVID-19.? No entanto, os receptores ACE-2 também
sdo expressos em outras células, como as intestinais,
hepaticas, renais,?" e superexpressos nas células 3 pan-
creaticas, que produzem insulina.® Logo, é plausivel que
ainfeccao pelo novo coronavirus afete o metabolismo da
glicose e possa complicar quadros de DM ou mesmo
desencadea-lo.

Diabetes mellitus e COVID-19

O Diabetes mellitus (DM) é uma sindrome de etiologia
multipla decorrente da falta e/ou incapacidade da insulina
em exercer adequadamente seus efeitos, resultando em
hiperglicemia cronica.® O quadro hiperglicémico favore-
ce vias metabdlicas responsaveis pela formacao de pro-
dutos finais de glicacdo avancada, AGEs (do inglés,
Advanced Glycation End-Products), liberacédo de citocinas
pro-inflamatérias e estresse oxidativo.?* Este ambiente in-
flamatério torna pacientes com DM mais propensos a in-
feccdes, com piores desfechos." Enquanto que a taxa de
mortalidade por doengas cardiovasculares em pessoas com
DM tem reduzido, a pneumonia tem se destacado como
causa de morte, com diferentes agentes etiolégicos envol-
vidos.®)

Os casos de maior gravidade e os casos fatais de
COVID-19 ocorrem em pessoas mais velhas e com
comorbidades como diabetes, doengas cardiovasculares,
hipertensdo, cancer, doengas pulmonares cronicas.?®

Uma metanalise envolvendo 33 estudos e 16.003
participantes mostrou que pacientes com DM e COVID-19
tém maior risco de severidade, com razdo de chance de
2,75 (IC 95%: 2,09 e 3,62; p <0,01) quando comparados
aqueles com COVID-19 e sem DM; e t¢m maior risco de
mortalidade, com uma razéo de chance de 1,90 (IC 95%:
1,37 e 2,64; p <0,01). A prevaléncia de DM em pacientes
com COVID-19 foi de 9,8% (IC 95%: 8,7% e 10,9%), ap6s
ajuste de heterogeneidade.?”

Durante os surtos de SARS em 2003 (SARS-CoV), a
hiperglicemia foi um preditor independente de mortalidade
e morbidade. Mesmo pacientes sem DM e com quadros
leves de SARS, sem uso de corticosteroides durante o
percurso dainfecgdo, apresentaram concentracdes eleva-
das de glicemia em jejum no primeiro dia de internamento
quando comparados aos pacientes internados com sus-
peita de SARS, mas que depois tiveram diagnéstico de
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pneumonia causada por outros agentes.?® Na atual
pandemia de COVID-19 existem estudos apontando o DM
como preditor independente de mortalidade entre os paci-
entes com COVID-19.(2%%0) Esta associagdo, entretanto, ndo
foi corroborada em outras publicacdes, o que torna este
tema ainda em disputa por novas evidéncias.®'*?

Durante a lesdo pulmonar aguda, a ACE-2 alveolar
parece estar sub-regulada (menor atividade). Isso diminui-
ria o metabolismo da angiotensina Il, resultando em con-
centracdes locais mais elevadas dessa proteina, o que
aumenta a permeabilidade alveolar e promove a leséo pul-
monar.®®Apesar de nédo ser totalmente conhecida a razao
pela qual pessoas com DM desenvolvem formas mais se-
veras de COVID-19, além da participagéo do sistema imu-
ne, fica a esclarecer se a participacao da ACE-2 é relevan-
te para o processo.?

ACE-2 e ACE, embora homoélogas, exercem fungdes
distintas no sistema renina-angiotensina-aldosterona. En-
quanto que a ACE converte a angiotensina | em angioten-
sina Il, promovendo vasoconstricdo e aumento da pres-
sdo arterial, a acdo da ACE-2, por sua vez, reduz a quan-
tidade de angiotensina |, que é transformada no vaso-
constritor angiotensina Il pela ACE, resultando em vaso-
dilatacé@o e reducdo da presséo arterial. Isto €, a ACE-2
compete com ACE na transformacgéo da angiotensina | ao
transforma-la em angiotensina 1-9. ACE-2 ainda tem a
funcdo de degradar a angiotensina Il em angiotensina 1-
7, que age na via do receptor Mas, ocasionando respos-
tas anti-inflamatérias.®%

O SARS-CoV afeta a parte endécrina do pancreas
com consequente hiperglicemia, possivelmente pela super-
expressao de ACE-2 pelas células das ilhotas pancreati-
cas, estas responsaveis por horménios como a insulina,
que controla a glicemia.?® O mesmo ocorre nas infecgoes
pelo SARS-CoV-2, que entra na célula humana utilizando o
mesmo receptor ACE-2. Pacientes com DM tém aumento
na expressao de ACE-2, o que pode ser um fator predis-
ponente a infecgdo pelo SARS-CoV-2.69

Multiplos efeitos, ainda pendentes de estudos mais
robustos, como a glicacdo da ACE-2 ampliada pela hiper-
glicemia crénica, ou mesmo uma acao direta do SARS-
CoV-2 modificando a atividade desta enzima, podem ser
as causas do gatilho final para o estado de hiperinfla-
macédo e hipercoagulabilidade em pacientes com DM e
COVID-19.6313637)

Bode e colaboradores (2020) avaliaram 1.122 paci-
entes internados com COVID-19 em 88 hospitais ameri-
canos, sendo 451 pacientes com DM (hemoglobina glica-
da > 6,5%) ou hiperglicemia transitéria (duas ou mais
glicemias > 180 mg/dL em um periodo de 24 horas e com
hemoglobina glicada < 6,5%) e 671 pacientes sem alte-
racdes glicémicas. Interessante foi o fato de que os paci-
entes com hiperglicemia transitéria tiveram taxas maio-
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res de mortalidade e ficaram hospitalizados por um perio-
do mais longo entre a admisséo e a morte do que os paci-
entes com DM, sugerindo que a hiperglicemia aguda, per
se, seja um fator de risco independente para mortalidade
por COVID-19, por afetar de forma mais agressiva o siste-
ma imune.('?

De fato, o estado hiperglicémico é responsavel pela
ativacao anormal do sistema imunolégico, com: a) imuni-
dade mediada por células inatas prejudicada; b) compro-
metimento da fagocitose pelos neutréfilos, mondcitos e
macro6fagos; c) comprometimento da quimiotaxia dos neu-
tréfilos e sua atividade bactericida; e d) liberagcado exacer-
bada de citocinas pré-inflamatérias, incluindo a interleucina-
6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral alfa (TNFa). Estas al-
teragcdes naimunidade inata favorecem as infecgdes seve-
ras em pessoas com DM.('22% De maneira similar, os ca-
sos graves de COVID-19 sdo caracterizados por uma “tem-
pestade de citocinas” deletéria ao hospedeiro, com supera-
tivacdo da via fator nuclear kappa B(NF-kB).®

Estudos in vitro mostraram que a exposi¢do das cé-
lulas epiteliais pulmonares a altas concentracdes de glicose
aumenta significativamente o risco de infecgéo pelo virus
Influenza, indicando que a hiperglicemia pode aumentar a
replicagao viral in vivo.*® Contudo, embora o DM tenha sido
associado a piores desfechos em pacientes com COVID-
19, a suscetibilidade aumentada a infec¢do por SARS-CoV-
2 em pessoas com diabetes ainda é discutida.®%40

As caracteristicas inflamatérias do DM e da COVID-
19 desencadeiam também o desequilibrio entre o proces-
so de coagulacgéao e a fibrindlise, com concentragcdes au-
mentadas dos fatores de coagulacéo (prolongamento do
tempo de protrombina) e inibigéo relativa do sistema
fibrinolitico. A resisténcia a insulina, caracteristica do dia-
betes tipo 2 (DM2), esta associada a disfungdo endotelial
e aumento da agregacdo e ativacao plaquetéaria. Essas
anormalidades favorecem o desenvolvimento de um esta-
do pré-trombético hipercoagulavel.“"

Outro fator pode contribuir para o aumento do risco e
da gravidade da infecgcéo pelo SARS-CoV-2 no diabetes. O
DM estéa associado a um aumento da protease furina, envol-
vida na entrada do SARS-CoV-2 na célula humana.“? A
endoprotease furina esta associada a clivagem da proteina
S (S1/S2) do SARS-CoV-2, e esta clivagem é requerida para
a eficiente fusdo do virus com a célula hospedeira.??

A base fisiopatol6gica de ambas as pandemias, DM
e COVID-19, justifica a dosagem de marcadores labora-
toriais de inflamagéo em pacientes com esta doenca. Na
hiperinflamacéo e nos casos severos da COVID-19 é es-
perado um aumento de IL-6, proteina C reativa, dimero-
D, ferritina sérica e VHS, prolongamento do tempo de
protrombina — TP, e redugdo na contagem de plaquetas,
entre outras alteragdes. As concentragdes de IL-6, fibrino-
génio, proteina C reativa e dimero D s&o significativamen-
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te superiores em pacientes com COVID-19 na presenca
do DM, quando comparados aqueles sem DM.(?543:44)

As atividades plasmaticas das enzimas lactato desi-
drogenase (LD), alanina aminotransferase (ALT ou TGP) e
gama-glutamiltransferase (GGT) tém se apresentado ele-
vadas em pacientes com pneumonia por SARS-CoV-2, e
tém sido reportadas atividades ainda mais elevadas quan-
do os infectados apresentam DM ao serem comparados
aos pacientes com COVID-19 sem diabetes. Pacientes com
DM e COVID-19 apresentam concentragdes reduzidas de
proteina total, albumina, pré-albumina e hemoglobina, indi-
cando uma maior probabilidade de desnutricdo destes pa-
cientes durante o curso do processo viral.©®

SARS-CoV-2: gatilho para o DM?

E conhecido que alguns virus tém relagédo com o de-
senvolvimento e complicagcées do DM, como o virus da
Hepatite C,“® virus da encefalomiocardite, o Coxsackie B
virus“¢40 e 0 SARS-CoV.?

O novo coronavirus, SARS-CoV-2, causa agressao
direta as células das ilhotas pancreaticas.“® E plausivel,
portanto, que este virus promova alteragdes no metabo-
lismo e na homeostasia da glicose e favorecga o inicio do
DM em individuos susceptiveis, ou amplie a severidade
das complicacdes associadas ao diabetes ja manifesto.
Entretanto, ainda ndo ha evidéncias robustas para sus-
tentar a hipétese de um potencial efeito diabetogénico da
COVID-19.

CONSIDERAGOES FINAIS

ACOVID-19 e o DM s&o duas pandemias distintas. A
primeira é nova, pouco conhecida, aguda e com elevado
grau de transmissibilidade. O diabetes é uma das mais
antigas patologias conhecidas, uma sindrome crénica, nao
transmissivel, com predisposicdo genética, que em tem-
pos atuais se converteu em pandemia global. Ambas, con-
tudo, exigem cuidados especificos.

Pessoas com diabetes tém risco aumentado para in-
feccdes severas produzidas por diferentes agentes, inclu-
indo o0 SARS-CoV-2. Os mecanismos propostos para ex-
plicar a associacao entre DM e COVID-19 incluem um pro-
cesso inflamatério exacerbado, alteragées na coagulacao
e na resposta imune, e agressao direta do SARS-CoV-2
as células das ilhotas pancreaticas, responsaveis pela
regulagao glicémica.“®

Importante destacar que o tipo do diabetes pode ser
relevante no estudo desta patologia com a COVID-19.
Embora tanto o diabetes tipo 1 (DM1) quanto o DM2 sejam
caracterizados por hiperglicemia cronica, séo duas entida-
des patolégicas distintas, de etiologia multipla e poligé-
nica.®® O DM1 é uma doenca autoimune caracterizada pela
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destruicdo das células beta pancreaticas mediada por
anticorpos. No DM2, caracterizado por resisténcia a insuli-
na e forte associacéo a obesidade, ocorre aumento da
secrecdo de fatores pré-inflamatérios e citocinas por ativa-
¢éo cronica da resposta inata. Ambas as condi¢gdes, DM1
e DM2, podem estar associadas a resposta imune exacer-
bada identificada em pacientes com DM e COVID-19.(5152)

Os dados disponiveis até o momento néo diferenci-
am os tipos de DM em suas relagdes com a COVID-19,
dificultando as contribuicées e comparagdes da sindrome
metabolica preexistente no DM2 contra quadros de hiper-
glicemia sem outros disturbios metabélicos concomitantes,
como acontece no DM1. Dados retrospectivos sobre a
prevaléncia de infecgao em diabetes sugerem que as pes-
soas com DM1 apresentam maior risco de infecgdes em
geral quando comparados a DM2, embora a taxa de mor-
talidade seja semelhante.®)

Na presenca do diabetes e COVID-19, a hidratagéo
adequada também deve ser garantida e cuidadosamente
monitorada, e, em especial para pacientes com DM1 com
picos hiperglicémicos e febre; a presenca de cetonuria tam-
bém deve ser avaliada com frequéncia.®®

Pacientes com DM hospitalizados com a forma grave
de COVID-19 precisam de monitoracao glicémica frequente
e perene durante todo o tempo de internamento. O controle
glicémico rigido pode ser um aliado importante na limita-
céo da replicagao viral e duragdo da COVID-19 em paci-
entes com diabetes.®) Estudos recomendam que o con-
trole da hiperglicemia seja realizado, preferencialmente,
com insulina, evitando o uso de metformina e dos inibidores
do cotransportador sédio-glicose 2 (SGLT2), como a
canagliflozina, dapagliflozina e empagliflozina.®®

N&o ha dados disponiveis sobre o manejo mais apro-
priado de pacientes com diabetes infectados por SARS-
CoV-2, bem como pacientes com COVID-19 que desen-
volvem descompensacdo da glicemia. Monitoramento ri-
goroso da glicose e avaliagdo cuidadosa das interacdes
medicamentosas podem atenuar o agravamento de sinto-
mas e efeitos adversos. Embora a hiperglicemia geralmente
constitua a principal preocupacéao neste contexto, ndo se
deve descartar a possibilidade de epis6dios hipoglicémicos
como resultado da interacédo entre tratamento medica-
mentoso, patogénese viral e distarbios metabolicos tipicos
do DM. As estratégias terapéuticas e as metas ideais de
controle da glicemia devem ser formuladas com base na
gravidade da doenca, idade, presenca de comorbidades
e complicacdes relacionadas ao diabetes e outros fatores.
Uma abordagem de equipe multidisciplinar, incluindo infec-
tologistas, endocrinologistas, pneumologistas, psicélogos,
farmacéuticos, nutricionistas e fisioterapeutas pode ser
necessaria durante os periodos prolongados de hospita-
lizacdo e recuperacdo. Atencéo especial deve ser dada
aqueles com nefropatia diabética ou complicagdes cardia-
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cas relacionadas ao DM, pois eles também correm um ris-
co maior de desenvolver a forma grave de COVID-19 e
morte.?¢32 Finalmente, maior vigilancia dos pacientes
ambulatoriais com DM, bem como redugédo do tempo de
hospitalizacdo de pacientes com DM, podem ter impacto
positivo em seus resultados.

A COVID-19 é um elemento novo ao diagnéstico.
Embora o conhecimento das caracteristicas do virus e da
sua viruléncia esteja avancando rapidamente, muito neces-
sita ainda a ser descoberto. Ainteragéo entre a COVID-19
e o diabetes seguramente amplia o campo da pesquisa,
onde novas descobertas serdo necessarias para respon-
der as perguntas que se avolumam sem respostas.

Abstract

The world faces two distinct pandemics, which have some relationship
with each other. Diabetes mellitus (DM) promotes a chronic
inflammatory state that makes the affected more prone to general
infections. The acute disease caused by the new coronavirus, COVID-
19, as well as DM, alters the immune system, which can activate a
harmful cytokine storm in the host. DM has been considered as an
age-independent risk factor for the severity of COVID-19. In fact,
people with DM are prone to a more severe clinical course of COVID-
19 with a higher rate of morbidity and mortality. A strong relationship
between COVID-19 and DM lies in the fact that SARS-CoV-2 uses
the ACE-2 protein as a receptor to enter the human cell, which is
overexpressed by pancreatic islet cells, especially in people with DM.
Afterinvading the host cell, the virus degrades ACE-2, reducing its
anti-inflammatory activity. In addition, SARS-CoV-2 is believed to
directly affect the endocrine part of the pancreas, with consequent
hyperglycemia. However, it is not clear how glycemic changes may
be related to the severity of COVID-19; and, whether SARS-CoV-2
has diabetogenic potential. However, the mechanisms proposed to
explain the observed association between DM and COVID-19 include
inflammation, changes in the immune response, coagulation and direct
aggression of the virus to pancreatic beta cells. As diabetes is
associated with severe manifestations of COVID-19, the first step is
to avoid contamination of people with DM by SARS-CoV-2. Then,
every patient with COVID-19 who has DM should be considered severe.
Finally, frequent glycemic monitoring in patients with COVID-19 should
be considered, since the control of hyperglycemia has been shown
to be effective in promoting better clinical outcomes.
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COVID-19; Diabetes; Pandemic.
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Insuficiéncia renal aguda em pacientes com COVID-19
Acute kidney injury in patients with COVID-19
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INTRODUGAO

Resumo

Apesar de inicialmente terem surgido como agentes etiolégicos de resfriados comuns,
os coronavirus se tornaram uma ameaca global no século XXI, provocando sindromes
respiratérias com alto poder de transmisséo e contribuindo para quadros graves que
podem levar a morte. Além dos coronavirus que emergiram no século XXI, quatro outros
coronavirus humanos sdo mundialmente endémicos e atualmente representam até 30%
das infecgdes do trato respiratério superior em adultos. A pandemia atual de Sindrome
Respiratéria Aguda Grave causada por SARS-CoV-2, denominada COVID-19, vem au-
mentando sua casuistica de forma importante, causando o colapso dos sistemas de
saude. Além dos danos ao sistema respiratério, a insuficiéncia renal aguda (IRA) é uma
importante complicagdo da COVID-19, ocorrendo em 0,5%-7% dos casos e em 2,9%-
23% dos pacientes em Unidade de Terapia Intensiva (UTI). Até o momento néo se conhe-
cem os mecanismos relacionados a etiologia da IRA associada a COVID-19. Nesta
revisdo sao apresentadas algumas informagdes associadas a COVID-19 como histéri-
co, manifestagdes clinicas e laboratoriais, a IRA (especialmente em pacientes interna-
dos em UTI) e enfatizando as alteragdes evidenciadas no exame de urina em pacientes
com COVID-19.

Palavras-chave
COVID-19; SARS-CoV-2; insuficiéncia renal aguda; uroanalise

foram consideradas de origem zoonética, atribuidas a um
mercado atacadista de frutos do mar e animais selvagens

SARS-CoV-2 e a COVID-19

Os coronavirus (CoV) sao patdégenos importantes
para humanos, animais, passaros, morcegos, camundon-
gos e outros animais selvagens, podendo infectar o siste-
ma respiratorio, gastrointestinal, hepatico e nervoso cen-
tral desses animais. Essas infecgcdes podem ser agudas
ou persistentes, sendo transmitidas principalmente pelas
vias respiratérias e fecal-oral.("

Em dezembro de 2019, um coronavirus humano
(HCoV) patogénico, denominado coronavirus da sindrome
respiratéria aguda grave 2 (SARS-CoV-2), foi identificado
em Wuhan (China) como agente etiolégico de uma pande-
mia global (COVID-19), causando o colapso dos sistemas
de saude em virtude da falta de leitos em Unidades de Tra-
tamento Intensivo (UTI) e de exames diagnésticos rapidos
e eficientes.® Nesta época, um grupo de pacientes foi in-
ternado em hospitais chineses com diagnéstico inicial de
pneumonia com etiologia desconhecida e essas infeccoes

emWuhan, cidade que possui cerca de 11 milhdes de habi-
tantes.® O isolamento do virus e a andlise molecular mos-
traram que o patégeno era um novo CoV, o SARS-CoV-2.%

Na primeira fase, de dezembro de 2019 a meados
de janeiro de 2020, 41 casos foram confirmados. A se-
gunda fase comecgou em 13 de janeiro, marcada pela ra-
pida disseminagéo do virus nos hospitais (infec¢do hos-
pitalar) e pela transmisséo familiar por contato préximo,
de modo que, em 23 de janeiro, 29 provincias da China e
seis outros paises ja registravam 846 casos.“® Apesar
de o decreto de isolamento social, 5 milhées de pessoas
ja haviam deixado Wuhan em virtude do término das co-
memoracgdes do ano novo chinés.” Aterceira fase come-
¢ou em 26 de janeiro, marcada pelo rapido aumento de
casos agrupados, resultantes da transmissao comunita-
ria. Em 30 de janeiro de 2020 atingiram-se 7.834 casos
confirmados, incluindo 7.736 na China. Nesse surto, 170
pessoas perderam a vida, todas na China, havendo ain-
da 98 casos em 18 paises fora da China, sendo oito de
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transmissao de humano para humano em quatro paises:
Alemanha, Japao, Vietna e Estados Unidos da América do
Norte, com a Organiza¢cédo Mundial de Saude (OMS) decla-
rando esta epidemia uma Emergéncia de Saude Publica
de Ambito Internacional.® A partir de entdo, a doenca atin-
giu todos os continentes do mundo, sendo considerada uma
pandemia pela OMS. Essa pandemia perdura até a pre-
sente data, provocando inimeros casos e mortes em to-
dos os continentes.®

No momento de redacgéo deste artigo, o SARS-CoV-
2 jainfectou cerca 12.552.765 pessoas em 216 paises di-
ferentes, causando 561.617 mortes.® O primeiro caso de
infeccdo por SARS-CoV-2 no Brasil foi confirmado no dia
26 de fevereiro de 2020 e, atualmente (julho/2020), o Brasil
consta com um numero de 1.839.850 casos confirmados e
71.469 6bitos.? Declarada pandemia em 11 de margo de
2020 pela OMS,® em 20 de margo de 2020 a COVID-19
passou a ser considerada doencga de transmissao comuni-
taria em todo o territério brasileiro.®

O sequenciamento do genoma do agente etiolégico
da SARS (SARS-CoV) foi fundamental para permitir a
inferéncia das relagdes evolutivas existentes entre diferen-
tes isolados de pacientes por meio de andlises filoge-
néticas."® Uma combinacdo de informagdes gendmicas e
epidemiologicas permitiu as autoridades chinesas rastrear
as variagdes genotipicas determinantes para dissemina-
¢ao viral.("

Manifestagdes clinicas e laboratoriais da
COVID-19

Os achados clinicos, laboratoriais e de imagem, bem
como os fatores associados a evolugdo do quadro clinico,
sé@o fundamentais para compreender o curso da doenca e
auxiliar na escolha da conduta clinica mais adequada ao
caso. Os sintomas da infec¢do por SARS-CoV-2 apare-
cem ap6s um periodo de incubagéo de aproximadamente
5,2 dias.® Em observagdes iniciais na China, 52" os pa-
cientes com COVID-19 apresentaram, como manifestacdes
clinicas mais frequentes, febre (88,7%, IC 95% 84,5%-
92,9%), tosse (57,6%, IC 95% 40,8%-74,4%) e dispneia
(45,6%, IC 95% 10,9%-80,4%). A frequéncia da febre foi
significativamente maior em adultos em comparagéo com
criancas (92,8%, IC 95% 89,4%-96,2%, versus 43,9%, IC
95% 28,2%-59,6%).('%)

As anormalidades laboratoriais encontradas inclui-
ram, predominantemente, hipoalbuminemia (75,8%, IC 95%
30,5%-100,0%), marcadores inflamatérios elevados como
a proteina C reativa (58,3%, IC 95% 21,8%-94,7%), lactato
desidrogenase — LDH (57,0%, 95% IC 38,0%-76,0%) e
eritrossedimentacao (41,8%, IC 95% 0,0%-92,8%) entre ou-
tros. Além disso, a linfopenia (43,1%, IC 95% 18,9%-67,3%)
esta presente de forma consistente em mais de 40% dos
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pacientes." Dados do surto de 2002-2003 indicam que a
SARS pode estar associada a linfopenia, leucopenia e
trombocitopenia, niveis elevados de LDH, alanina amino-
transferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e
creatina quinase (CK),("*") mas também, em casos da
COVID-19, com hiponatremia leve e hipocalemia. A frequén-
cia de linfopenia sugere que o SARS-CoV-2 pode atuar
nos linfocitos, especialmente nos linfocitos T, e, assim como
0 SARS-CoV, pode estar incluindo a deplegéo de células
CD4 e CD8."® As particulas virais se espalham pela mucosa
respiratéria, usando inicialmente o receptor ACE2 (enzima
conversora de angiotensina 2) nas células epiteliais bron-
quicas ciliadas e, em seguida, infectam outras células. Isso
induz a uma "tempestade" de citocinas e gera uma série
de respostas imunes que causam alteragdes nos leucécitos
periféricos e células do sistema imune.(1920)

Aproximadamente 20% dos hospitalizados precisam
ser internados na UTI para tratamento critico. Ao contrario
da Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SARS), com o seu
curso clinico em duas etapas bem caracterizadas da doen-
¢a, a COVID-19 ainda precisa de mais definigées.?" A pri-
meira semana da doenca é semelhante, coincidindo com
dados recentes da carga viral durante esse estagio. No
entanto, estudos de caso controle e estudos de coorte séo
necessarios para definir melhor a evolugéo clinica da do-
enca. Um segundo estagio, como ocorre na SARS, tam-
bém pode ser observado na COVID-19: comprometimento
bilateral do trato respiratério inferior, em mais de 72% dos
pacientes, tosse seca e dispneia,'*?" com imagens radio-
l6gicas do térax de opacidade em "vidro fosco" ocorrendo
em 2/3 dos pacientes.('%16)

Dados sugerem que a idade avancada e as comor-
bidades desempenham um papel vital na influéncia de do-
encas graves e resultados clinicos negativos. Dados clini-
cos s@o Uteis para a identificacdo dos fatores de risco
para doengas graves e morte, bem como para auxiliar o
gerenciamento de pacientes nos grupos de risco. Com
relacdo as complicagcdes e morte, 1/3 dos pacientes apre-
sentou SARS, mas, também, insuficiéncia renal aguda
(IRA), lesao cardiaca aguda e choque, eventualmente se-
guidos por faléncia de multiplos 6rgaos. AIRArepresenta
uma complicagao importante, a qual estdo associados al-
tos indices de mortalidade. Portanto, a identificacao pre-
coce e o tratamento oportuno de casos criticos sdo de
importancia crucial.!"®

Na revisdo a seguir é destacada a insuficiéncia renal
aguda na COVID-9.

Insuficiéncia renal aguda
Insuficiéncia renal aguda (IRA) é uma condicdo ca-

racterizada por um declinio na taxa de filtragéo glomerular
(TFG) durante um periodo temporal curto (horas a dias).
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A apresentacédo geralmente consiste em um aumento da
concentragao de creatinina sérica e, em alguns casos,
oliguria ou anuria.???® Utilizando a definicdo da KDIGO
(Kidney Disease: Improving Global Outcomes), a IRA pode
se manifestar como alteracdes apenas na creatinina sérica
(12% dos pacientes), apenas na producgéao de urina (38%)
ou em ambas (50%).?% A excregé@o de creatinina diminui
durante uma diminuigéo sustentada da taxa de filtragao
glomerular (TFG), que faz com que a concentragéo sérica
de creatinina aumente ao longo do tempo, até que a
excrecao de creatinina novamente seja igual a producéo.
Da mesma forma, um periodo sustentado de oliguria pode
ser causado por um mecanismo intacto de concentragéo
urinaria que funciona com capacidade aumentada ou por
um sistema que falhou devido a lesédo, no qual a TFG é tao
baixa que a produgéao de urina ndo pode ser mantida. Sob
esse prisma, a oliguria mais grave pode ser vista como um
marcador adicional da gravidade da IRA através da indica-
¢éo de um declinio substancial na TFG (que pode ser dificil
de observar pelas mudancas precoces na creatinina sérica),
no cenario dinamico da doenga aguda.®)

As taxas e causas de IRA sdo altamente variaveis em
diferentes paises, com referéncia especifica aos recursos
locais e sistemas de salde. A incidéncia de IRA varia de
acordo com a populagdo estudada. Nos EUA é responsa-
vel por 1% das internagdes, enquanto que a IRA adquirida
no hospital tem uma incidéncia de 5% a 7%.(%®

As causas de IRA séao frequentemente divididas em
pré-renais, que podem ser resultado de hipoperfuséo ou
hipovolemia, incluindo diminuicdo da ingestédo, vomito,
diarreia, perda de sangue, insuficiéncia cardiaca, sindrome
hepatorrenal, sepse e, menos comumente, estenose e
trombose na artéria renal,(®?") e pos-renais, que sdo
obstrutivas, como nefrolitiase, malignidade e hiperplasia
prostatica benigna. A causa mais comum da IRA é a
necrose tubular aguda.®

A IRA pode levar a complicagdes causadas por uremia
(encefalopatia, neuropatia, pericardite), sobrecarga de vo-
lume (dispneia, edema pulmonar) e distarbios eletroliticos
(especialmente hipercalemia),?® as quais estdo associa-
das ao aumento da mortalidade em pacientes que desen-
volvem IRA. Além disso, alguns pacientes nunca recupe-
ram completamente sua linha de base da fungéo renal e
podem precisar de didlise em longo prazo.®)

Como a IRA geralmente surge como consequéncia
de outras sindromes (insuficiéncia cardiaca, insuficiéncia
hepatica e sepse) que causam morbidade e mortalidade
substanciais, muitas vezes é ignorado o significado da
IRA como marcador da gravidade da doenga. O diagnés-
tico e o tratamento precoce e rapido da IRA séo parte
importante do manejo geral do paciente. Adicionalmente,
o manejo do distirbio original geralmente ajuda a resol-
ver a IRA.(26.28-31)
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COVID-19 e danos renais

Embora o dano alveolar difuso e a insuficiéncia res-
piratéria aguda sejam as principais caracteristicas da
COVID-19, héa envolvimento de outros 6rgaos, incluindo
os rins.®? AIRA é uma importante complicagdo da COVID-
19 e os potenciais mecanismos de envolvimento renal nes-
ses pacientes podem ser divididos didaticamente em trés
aspectos: (i) dano estimulado por citocinas, (ii) crosstalk
de 6rgaos e (iii) efeitos sistémicos. Esses mecanismos
estdo profundamente interconectados e tém implicagdes
importantes para a terapia.(3203334)

Até o momento nédo esta esclarecido se a IRA na
COVID-19 é causada por efeitos citopaticos induzidos
pelo SARS-CoV-2 ou por uma resposta inflamatéria sisté-
mica decorrente de uma "tempestade” de citocinas."¥ Em
pacientes com tempestade de citocinas, a IRA pode ocor-
rer como resultado de inflamacao intra-renal, aumento da
permeabilidade vascular, deple¢éo de volume e cardio-
miopatia, que podem levar a sindrome cardiorrenal tipo 1.
A sindrome de liberacéo de citocinas inclui les@o endotelial
sistémica, que se manifesta clinicamente como derrames
pleurais, edema, hipertensdo abdominal, deplecéo de li-
quido intravascular e hipotenséo. Achados recentes con-
firmaram a estreita relagcéo entre dano alveolar e tubular —
o eixo pulmao-rim na sindrome respiratéria aguda.®®

Foi demonstrada a presenca do novo coronavirus tan-
to em podécitos como em células dos tubulos proximais
renais.® 0O virus pode acessar a corrente sanguinea a par-
tir da circulagdo pulmonar, acumular-se nos rins e causar
danos as células renais.®® Estudos relataram que o SARS-
CoV-2 explora a mesma enzima conversora de angiotensina
2 (ACE2, uma carboxipeptidase) ligada a membrana das
células.®"*) Nos rins, a ACE2 é altamente expressa na bor-
da das células tubulares proximais e, em menor grau, nos
podécitos, mas ndo nas células endoteliais e mesangiais
glomerulares,® sugerindo, portanto, que esses 6rgaos
possam estar em risco de dano.

Notavelmente, podécitos sdo particularmente vulne-
raveis a ataques bacterianos e virais, e lesdo nos podo-
citos induz facilmente a proteinuria intensa.®®'® Dados re-
centes demonstraram que 43,9% dos pacientes infectados
com o SARS-CoV-2, especialmente aqueles com IRA, tém
proteindria.®' Além disso, o SARS-CoV-2 foi detectado
nas amostras de urina de pacientes com COVID-19 seve-
ra.®'2 Ainda néo esta claramente esclarecido se a entra-
da viral no tecido renal desempenha um papel fundamen-
tal no desenvolvimento da IRA, porém a autopsia de 26
pacientes que morreram com COVID-19, sendo nove de-
les portadores de IRA, revelou evidéncia histopatolégica
de lesdo tubular aguda em todos os casos.(“?

Hirsch et al.“" sugerem fortemente que a IRA grave é
uma condig¢é@o que ocorre em pacientes com COVID-19 que
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também tém insuficiéncia respiratéria, e que 36,6% desen-
volveram IRA durante a internacéao. A estreita relagdo tem-
poral entre IRA e a ocorréncia de insuficiéncia respiratéria
€ um pouco sugestiva de necrose tubular aguda isquémica,
que geralmente ocorre em concordancia com o colapso
sistémico. No entanto, outras etiologias devem continuar a
ser consideradas. (242

De acordo com a literatura, o tempo decorrido entre
a deteccdo da SARS-CoV-2 no sangue e a ocorréncia de
IRA foi de aproximadamente sete dias.®® Os efeitos cito-
paticos do SARS-CoV-2 nos podécitos e nas células dos
tabulos proximais podem causar IRA nos pacientes com
COVID-19, especialmente em pacientes com presenca do
SARS-CoV-2 nas amostras de sangue. E necessario estar
atento e monitorar precocemente a fungéo renal e também
0 manuseio das amostras de urina dos pacientes com
COVID-19 e que estejam com IRA para prevenir infeccdes
acidentais.®¥

Insuficiéncia renal aguda em pacientes com
COVID-19 internados em UTI

Entre 8% e 15% (dependendo da configuragéo geo-
grafica e das caracteristicas individuais) de todos os ca-
sos positivos para SARS-CoV-2 podem ser classificados
como graves ou que necessitam de internacdo em unida-
de de terapia intensiva (UTI). Em pacientes com COVID-
19, 7,58% (95% IC 3,30%-13,54%) desenvolveram IRA,
com um indice de mortalidade de 93,27% (95% IC 81,46%-
100%). Em 5,74% (95% ICI 2,88%-9,44%) de pacientes
com COVID-19 foi detectado o RNA viral na amostra de
urina.®®

Embora a taxa de mortalidade da COVID-19 pareca
menor do que a da SARS ou MERS (Middle East
Respiratory Syndrome), o namero de pacientes que ne-
cessitam de cuidados criticos urgentes é notavelmente
maior do que aquele observado nos dois surtos virais ante-
riores e pode promover o colapso dos cuidados de salde
locais.*¥

A IRA é uma complicagéo importante em pacientes
hospitalizados (10% a 15% de todas as internagdes) e
apresenta morbidade significativa em pacientes criticos,
tanto em UTI médica quanto cirtrgica.“® No entanto, os
dados permanecem escassos sobre caracteristicas es-
pecificas de IRA associada a COVID-19. Existem varias
causas de IRA no ambiente de cuidados intensivos, sen-
do que necrose tubular aguda permanece a mais comum.
O processo geralmente é multifatorial, incluindo sepse,
drogas nefrotéxicas, agentes de contraste e causas p6s-
cirargicas, dentre outras.“¢4") Aproximadamente 5% a 20%
dos pacientes na UTI vao desenvolver IRA por alguma das
causas descritas acima, dos quais aproximadamente 6%
exigirdo alguma forma de terapia de substituicdo renal
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durante a internagao na UTI.(?>4849) Esses pacientes cos-
tumam ter um curso hospitalar prolongado, com maior tem-
po de permanéncia em UTI, podendo exigir didlise apo6s
a alta. Aincidéncia de IRA relacionada a UTI aumentou
nas Ultimas décadas e isso provavelmente é devido a cres-
cente incidéncia de sepse relacionada as internacdes
hospitalares.“®

Um estudo observacional prospectivo multicéntrico
investigou todos os pacientes com COVID-19 recebidos
em 19 UTI de 16 hospitais em Wuhan, China, durante 24
horas, em fevereiro de 2020. Foram incluidos 226 pacien-
tes. Entre todos os pacientes, 155 (68,6%) tinham pelo
menos uma doencga coexistente e o escore sequencial de
avaliacao de insuficiéncia organica foi de valor 4. Foram
encontrados danos na fungdo dos 6rgaos na maioria dos
pacientes: sindrome respiratéria aguda em 161 (71,2%),
choque séptico em 34 (15,0%), doenca renal aguda em 57
(25,2%) e les@o cardiaca em 61 (27,0%).4®

Achados da uroanalise nos pacientes com IRA
secundaria a COVID-19

Esta estabelecido que o envolvimento do trato urinario
é comum em pacientes com COVID-19, e que a deteriora-
céo progressiva da funcao renal deve ser considerada um
fator prognoéstico desfavoravel.“*-5" A IRA foi observada em
pacientes com COVID-19, no entanto, dados permanecem
escassos sobre caracteristicas especificas de IRA associ-
ada a COVID-19.

Neste contexto, a uroanalise se faz presente como
uma area com informacgdes Uteis especialmente para aiden-
tificacdo de IRA, bem como na identificagdo de quais lo-
cais dos rins estado sendo agredidos e gerando a IRA. Ha
apenas trés estudos disponiveis até o momento, com infor-
macdes sobre os achados do exame de urina (tira reativa
e sedimento urinario) em pacientes com COVID-19, no en-
tanto, os resultados ja demonstram um panorama de infor-
macdes interessantes.(4°%25)

No estudo de Liu et al.,5? as taxas de resultados po-
sitivos de hemoglobina e proteinas urinarias em pacien-
tes com COVID-19 foram superiores as dos controles sau-
daveis, e os valores de densidade e pH também foram
diferentes entre os pacientes com COVID-19 e controles
saudaveis. No entanto, a taxa de resultados positivos para
esterase leucocitaria urinaria nao foi significativamente di-
ferente. Os resultados indicam que as diferengas na hemo-
globina, proteinas, densidade e pH sé@o causadas pela in-
fecgcédo por SARS-CoV-2, e ndo por infecgéo bacteriana.
Devido ao grande niumero de pacientes sintomaticos com
COVID-19, os pacientes com diagnoéstico, mas assinto-
maticos, raramente séo tratados em hospitais e, em vez dis-
s0, séo designados principalmente para pontos de isolamento
temporario para tratamento. Portanto, é dificil obterem-se
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informacdes detalhadas sobre a fungéo renal dos pacien-
tes assintomaticos. De qualquer forma, os resultados
bioquimicos da urina ainda se mostraram interessantes,
e glicosuria e proteindria estavam associados a gravida-
de do COVID-19. Comparados com pacientes com
COVID-19 moderada, as taxas de positividade de glico-
sUria e proteindria aumentaram significativamente nos gru-
pos grave e critico. Entretanto, hemoglobina, esterase leu-
cocitaria, hemacias e leucoécitos urinarios ndo foram dife-
rentes entre os grupos moderado, severo e critico, impli-
cando que a proteinuria elevada nao foi causada por in-
feccao bacteriana no sistema urinario, mas por infecgéo
por SARS-CoV-2.(525459)

Além disso, a cetonuria positiva nao foi significati-
vamente diferente entre as diferentes gravidades da
COVID-19, e a hiperglicemia temporaria ndo causou a
tendéncia do paciente para cetoacidose, que indiretamen-
te indicou que o choque no paciente era principalmente
devido a fungcdo pulmonar prejudicada. Nessas circuns-
tancias, os parametros bioquimicos da urina séo Uteis tam-
bém na avaliacdo das alteragdes dindmicas em pacien-
tes com COVID-19.652

No estudo de Bonetti et al.,“® proteinuria e hematuria
estavam presentes na maioria dos pacientes ja na admis-
sdo hospitalar. A analise do sedimento urinario revelou a
presenca de eritrocitos e cilindros em cerca de 50% dos
pacientes. A comparagcdo do exame dos pacientes que
morreram com aqueles que receberam alta demonstrou
que a maioria dos parametros do exame de urina néo foi
diferente, embora alguns aspectos interessantes possam
ser destacados. Uma caracteristica paradigmatica foi a
presenca mais frequente de cilindros granulosos e célu-
las epiteliais tubulares renais na urina dos pacientes que
morreram. O comprometimento renal também foi encon-
trado com maior frequéncia nos pacientes que morreram,
observado pela maior taxa de ureia e creatinina anormais
na admissao destes pacientes (entre 75% e 80%) em com-
paracdo com aqueles que puderam receber alta (entre
20% e 24%).149)

Tomados em conjunto, esses achados da uroanalise
em pacientes italianos com COVID-19 parecem estar de
acordo com dados publicados anteriormente em uma coorte
chinesa confirmando a presenca frequente de proteindria e
hematuria nessa doencga infecciosa.“%525) No entanto, os
valores desses parametros urinarios foram consistentemen-
te mais altos do que em estudos anteriores, sugerindo que
no estudo italiano a populagdo com COVID-19 talvez esti-
vesse nas piores condi¢gdes clinicas no momento da ad-
misséo hospitalar, como refletido na mortalidade conside-
ravelmente alta naquele ambiente, isto é, 26%. Outro as-
pecto importante é que o envolvimento renal pode ser um
preditor significativo de progressédo desfavoravel da do-
enca, confirmando assim as premissas anteriores“®50 e,
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finalmente, reafirmando a importancia dos exames labora-
toriais na estratificagéo de risco do COVID-19.4°%" 0 exa-
me de urina deve ser realizado regularmente em todos os
pacientes com COVID-19, pelo que pode fornecer de in-
formagdes importantes para o manejo clinico e a previ-
séo de riscos.

No estudo de Hernandez-Arroyo et al.,5® a maioria
dos achados no sedimento urinéario foi consistente com
dano tubular agudo. Como a instabilidade hemodinamica
relacionada ao choque e a deplec¢éo prolongada do volu-
me devido a mal-estar e ingestédo oral reduzida sdo com-
ponentes comuns do curso clinico da COVID-19, néo sur-
preende que as caracteristicas de dano tubular agudo se-
jam dominantes.

Uma abundancia razoavel de cilindros granulosos
grosseiros foi observada em 75% dos casos, enquanto que
metade das amostras revelou presenca de cilindros céreos,
e uma fragdo menor continha cilindros epiteliais. Todos os
tipos de cilindros associados a dano tubular agudo foram
identificados nesta coorte americana. Em muitos casos, as
caracteristicas observadas nos sedimentos urinarios e com-
pativeis com danos tubulares agudos estavam alinhadas
com um evento clinico suspeito de dano tubular agudo
isquémico ou téxico ou foram corroboradas pelo dano
tubular agudo comprovado por bioépsia. Este ultimo foi en-
contrado em todos os pacientes que foram submetidos a
biépsia renal devido a proteinuria de faixa nefrotica e fo-
ram encontrados com glomerulopatia em colapso junto com
dano tubular agudo. Curiosamente, em todos os casos em
que nenhuma causa clara de IRA pdde ser identificada por
motivos clinicos, foram encontradas caracteristicas de dano
tubular agudo, sugerindo que uma forma de dano tubular
agudo também pode ser a etiologia da IRA mesmo nos
casos marcados como de IRAinexplicavel. As observacgées
do estudo estavam de acordo com outro estudo de acha-
dos post-mortem em rins de pacientes falecidos com
COVID-19, que revelaram o dano tubular agudo como ca-
racteristica histopatolégica dominante em 100% dos ca-
s0s.51%) Além disso, o termo "nefrite" tem sido proposto
para descrever casos de IRA na COVID-19 que apresen-
tam essas caracteristicas urinarias.®®>%) Na perspectiva do
sedimento urinario, os achados que validariam uma sus-
peita de nefrite intersticial ou glomerular incluem a presen-
¢a de cilindros leucocitarios, cilindros eritrocitarios ou
acantocitos, que nao foram observados nas amostras ana-
lisadas no estudo de Hernandez-Arroyo et al. Por fim, no
sedimento urinario nao foram encontradas evidéncias defi-
nitivas para apoiar a suposi¢cédo de que existe uma forma
de nefrite que contribui como causa de IRA em pacientes
com COVID-19.3)

Sumarizando as informagdes dos trés estudos,
proteindria e achados de dano tubular, cilindros granu-
losos, cilindros epiteliais e células epiteliais tubulares
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renais parecem ser as informacgdes presentes mais fre-
quentemente nos pacientes com COVID-19 e se relacio-
nam com a IRA. Isto demonstra o efetivo papel do exa-
me de urina na detec¢do da IRA nos pacientes com
COVID-19, contribuindo para o diagnéstico precoce des-
ta importante condigéo associada com alta taxa de mor-
talidade da doenca.

CONSIDERAGOES FINAIS

A COVID-19 esta associada a infec¢do pelo SARS-
CoV-2 e representa uma condigéo clinica emergencial que
acomete milhdes de pessoas no mundo, atualmente. Pa-
cientes portadores apresentam alta mortalidade especi-
almente quando apresentam IRA, situacdo que se desta-
ca em pacientes internados em UTI. Neste contexto, a uro-
analise aparece como um exame que pode ser util no diag-
néstico e monitoramento da IRA associada a COVID-19.
O padréo clinico-laboratorial dos achados fisico-quimicos
e sedimentoscopicos evidencia elementos e caracteristi-
cas associados a dano tubular. O laboratério clinico tem
papel fundamental no diagnéstico da IRA nos pacientes
com COVID-19, o analista clinico deve estar atento para
conseguir extrair as informacgdes que as amostras tém a
oferecer.

Abstract

Although they initially emerged as etiologic agents of common colds,
coronaviruses became a global threat in the 21st century, causing
respiratory syndromes with high transmission power and contributing
to serious conditions that can lead to death. In addition to the
coronaviruses that emerged in the 21st century, four other human
coronaviruses are globally endemic and currently account for up to
30% of upper respiratory tract infections in adults. The current pandemic
of Severe Acute Respiratory Syndrome caused by SARS-CoV-2, called
COVID-19, has been increasing its casuistry significantly, and causing
the collapse of health systems. In addition to damage to the respiratory
system, acute kidney injury (AKI) is an important complication of
COVID-19, occurring in 0.5-7% of cases and in 2.9-23% of patients in
the Intensive Care Unit (ICU). So far, the mechanisms related to the
etiology of AKl associated with COVID-19 are not known. In this review,
some information associated with COVID-19 is presented, such as
history, clinical and laboratory manifestations, AKI (especially in ICU
patients), and emphasizing the changes evidenced in the urine testin
patients with COVID-19.
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COVID-19

Presence of SARS-CoV-2 RNA in faeces of COVID-19 patients
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A COVID-19, doenga causada pelo novo Coronavirus, alastrou-se rapidamente por todos os

continentes promovendo uma pandemia. Estudos relacionados a fisiopatologia da COVID-
19 demonstraram que o virus SARS-CoV-2 invade células da mucosa intestinal, sendo elimi-
nado nas fezes, alertando para possibilidade da transmisséo da doenca por via fecal-oral. A
presenca do virus nas fezes aventou também a expectativa de utilizar essa amostra biolégi-
ca para fins diagnésticos. Nesta revisdo, resumimos os estudos recentes relacionados a
investigacédo da presenga do RNA do SARS-CoV-2 nas fezes de pacientes com COVID-19.

Palavras-chave

Infecgdes por Coronavirus; RNA; fezes; SARS-CoV-2; COVID-19

INTRODUCAO

Os numeros relacionados com a pandemia pelo novo
Coronavirus (nCoV ou SARS-CoV-2) continuam crescen-
do. Segundo dados da Universidade Johns Hopkins, o nu-
mero de casos de COVID-19 no mundo ja ultrapassa os 12
milhdes.!” Desde o surgimento dos primeiros casos na
China, pesquisadores de diferentes paises se esforcam
para compreensao da fisiopatologia da doencga e na bus-
ca de métodos diagnoésticos sensiveis e rapidos, interven-
¢Oes terapéuticas e métodos preventivos eficazes.

A doenca causada pelo SARS-CoV-2 se manifesta
classicamente através de febre, tosse e dispneia ao esfor-
¢o. Contudo, sintomas gastrintestinais como nauseas, vomi-
to, diarreia e desconforto abdominal tém sido identificados
em pacientes com COVID-19.>% Segundo revisao realiza-
da por Tian et al., o sintoma gastrintestinal mais comum em
adultos e criancgas é a diarreia, relatado antes ou apo6s diag-
néstico da COVID-19.®

Estudos prévios evidenciaram o tropismo do SARS-
CoV pelo trato gastrintestinal, verificado pela deteccéo do
virus em amostras de bidpsia intestinal e fezes.®O SARS-
CoV-2 apresenta uma glicoproteina de superficie (proteina
S) responsavel pela ligagédo do virus a célula hospedeira,
permitindo sua entrada.” A fisiopatologia da COVID-19 nao
esta completamente esclarecida, entretanto esta confirma-
do que o virus invade as células humanas através da liga-

¢do da proteina S ao receptor da enzima conversora de
angiotensina-2 (ECA2).® Avaliando-se os niveis de ex-
pressédo de ECA2, os 6rgaos considerados mais vulnera-
veis a infec¢do pelo SARS-CoV-2 incluem pulmao, cora-
¢do, esodfago, rins, bexiga e intestino,” sugerindo que
outras vias de transmisséo, além da respiratéria, podem
ser possiveis.®?"

A presenca do RNA viral nas fezes alerta para a pos-
sibilidade de transmissdo do SARS-CoV-2 pela via fecal-
oral e aventa também a expectativa de se utilizar essa
amostra biolégica para fins diagnésticos. Esta possibili-
dade se baseia no fato de pesquisadores terem identifica-
do que a positividade em amostras de fezes pode prece-
der a detecgdo em amostras respiratérias® e manter-se
positiva ap6s decaimento dos sintomas.("%'") Esta revisdo
buscou rastrear as publicagcdes mais recentes em que hou-
ve investigacéo da presenca do RNA do SARS-CoV-2 em
amostras de fezes, com o objetivo de identificar a média
de positividade e verificar a viabilidade dessa amostra bi-
olégica para diagnéstico da COVID-19.

MATERIAL E METODOS
Pesquisa na literatura

Os dados foram coletados por meio de busca de arti-
gos publicados no site da PubMed pela combinagéo dos
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termos "COVID-19", "SARS-CoV-2" e "faeces" ou "stool".
Apés a busca inicial foram excluidas as duplicidades e tam-
bém os estudos que nao atenderam aos critérios de incluséo.

Critérios de inclusiao e exclusao

Foram incluidos artigos publicados a partir do més
de maio de 2020. Devido a baixa familiaridade com ou-
tros idiomas, foram incluidos somente artigos em Inglés.
Artigos de pacientes diagnosticados com COVID-19 cujas
amostras de fezes tenham sido testadas para presenca
do virus SAR-CoV-2 foram incluidos. Artigos de reviséo,
relatos de casos e estudos com animais ou amostras
ambientais foram excluidos.

Extracao de dados

Os artigos selecionados foram revisados e os da-
dos extraidos foram: local da investigacao; nimero, sexo
e faixa etaria dos participantes; nimero de pacientes tes-
tados e nUmero com amostra de fezes positiva para RNA
do SARS-CoV-2; pacientes com amostra de fezes positi-
va e amostra de nasofaringe negativa para RNA do SARS-
CoV-2; persisténcia da positividade na amostra de fezes
ap6s swab de nasofaringe negativo.

RESULTADOS

A pesquisa na base PubMed resultou em 515 titu-
los. Retiradas as duplicidades restaram 202 publicacgdes.
Aplicando-se os critérios de exclusao, 12 artigos foram
elegiveis (Quadro 1).

Os estudos elencados foram realizados em quatro
paises diferentes, sendo a maioria na China e tiveram a
participacao de 3.189 individuos. Do total de participan-
tes, foram testados nos diferentes protocolos de estudo
amostras de fezes de 369 individuos, incluindo adultos e
criancas de ambos os sexos. As amostras de fezes avali-
adas foram coletadas em diferentes fases e graus de se-
veridade da doenca, em populacées heterogéneas, inclu-
indo individuos com fatores de risco e comorbidades, que
apresentavam ou nao sintomas gastrintestinais. Essas di-
ferencas na maioria dos estudos ndo estavam especifi-
cadas nos resultados, dificultando a extracdo de dados
estratificados.

A presenca do RNA do SARS-CoV-2 nos estudos
avaliados foi realizada através de abordagem molecular
utilizando a técnica de Transcrigdo Reversa seguida de
Reacdo em Cadeia da Polimerase (do Inglés reverse-
transcriptase polymerase chain reaction - RT-PCR), con-
siderada padréo ouro para o diagnéstico da COVID-19.

Quadro 1 - Caracteristicas demograficas e dados extraidos dos estudos incluidos na revisao
Referéncia Local Numero Sexo Faixa Pacientes com Pacientes com Pacientes com Persisténcia da Observagdes
total de etéria RT-PCR (+) RT-PCR (-) RT-PCR fecal (+) positividade
pacientes (fezes) (fezes) e RT-PCR NF (-)  fezes apds
PCR-NF (-)
(média/dias)
Chen, et al.(™® China 133 M/F  Adultos/ 12/19 07/19 09 Média 13 dias
Criangas
Chen, et al.(® China 42 M/F  Adultos 28/42 14/42 18 Média 7 dias
(18 pacientes)
Kujawski, et al.(™®  EUA 12 M/F  Adultos 07/10 03/10 Média 14 dias
Han, et al.(® China 206 M/F  Adultos 12/22 10/22 NA
Han, et al.("? Coreia 12 M/F  Criangas 1112 01/12 0 NA
do Sul
Kim, et al.("® Coréia 74 M/F  Adultos/ 08/38 30/38 03 NA
Criangas
Lescure, et al."® Franca 05 M/F  Adultos 02/05 03/05 NA NA
Ling, et al.*(10 China 66 M/F  Adultos 66/66 00/66 54 Média: Pacientes em
20 dias - GC fase
11 dias - NT convalescente
Park, et al.® Coreia 46 MF Adultos 02/46 44/46 NA NA Assintomaticos/
COVID leve
Tan, et al.® China 10 M/F  Criangas 03/04 01/04 01 NA
Xiao, et al.® China 73 M/F  Adultos/ 39/73 34/73 17 1-12 dias
Criangas
Yun, et al.) China 2.510 M/F  Adultos/ 08/32 24/32 0 NA
Criangas
RT-PCR: Transcrigao reversa - Reagdo em cadeia da polimerase; (+): Positiva; (-): Negativa; NF: Nasofaringe; NA: Nao avaliado; M: masculino; F: feminino
* GC - pacientes tratados com glicocorticoide; NT - pacientes ndo tratados com glicocorticoide.
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O teste de RT-PCR para COVID19 geralmente avalia se-
crecdes respiratorias, coletadas por meio de swabs de
orofaringe (garganta) ou nasofaringe (nariz). Entretanto,
outros materiais biol6gicos podem ser analisados, inclu-
indo amostras de fezes e swabs retais.(?

Dos 369 pacientes que tiveram suas amostras de fe-
zes avaliadas, 198 pacientes (53,6%) foram positivos para
a presenca do RNA do SARS-CoV-2 em pelo menos uma
amostra. Em 104 (52,5%) destes pacientes, as amostras
de fezes foram positivas para presenca do RNA viral, en-
quanto que as amostras de nasofaringe, consideradas pa-
dréo para o diagnéstico da COVID-19, estavam negativas.
Considerando a populacéo total (369) que foi testada para
presenca de RNA do virus nas fezes, os individuos positi-
Vvos com pesquisa negativa em nasofaringe (104) repre-
sentaram 28,2%.

A persisténcia da positividade para presengca de RNA
do SARS-CoV-2 em amostras de fezes, ap6s negatividade
do teste em amostras de nasofaringe, foi verificada em al-
guns estudos e variou de um a vinte dias. A maior parte dos
estudos avaliados foi retrospectiva, fornecendo apenas
dados de avaliagdes pontuais realizadas conforme os di-
ferentes protocolos hospitalares de manejo dos pacientes
com COVID-19.

DISCUSSAO

Esta revisdo demonstrou que o RNA do SARS-CoV-
2 pode ser detectado em amostras de fezes de pacientes
com COVID-19 em alguns casos antes da detecgdo nas
amostras de trato respiratério, podendo ainda persistir apés
negativacdo das mesmas. A presenca do RNA viral em
amostras de fezes pode ter implicagdes importantes tanto
na propagacao da doencga quanto em seu diagnéstico, de-
vendo ser considerada na elaboracéo de medidas preven-
tivas e na elaboracédo de protocolos diagnosticos e de
manejo dos pacientes com COVID-19.

Segundo os estudos avaliados nesta reviséo, a
positividade para RNA do SARS-CoV-2 em amostras de
fezes foi de 53,6%. Em revisdes realizadas por Gupta et
al. e Tian et al., que também avaliaram esse mesmo para-
metro, o percentual de positividade das amostras para
RNA viral foi semelhante.®?? Pequenas diferencas podem
estar relacionadas as particularidades dos artigos avali-
ados (niumero de participantes e de amostras avaliadas,
fase da doencga, etc.) e ao fato de a inclusédo, pelos auto-
res, de publicagdes como estudos de caso, em que 100%
dos participantes apresentavam positividade para o RNA
viral em amostras de fezes.

Varios autores tém sugerido a possibilidade de trans-
missdo da COVID-19 por via fecal-oral.'423) Essa hip6-
tese necessita ser considerada, uma vez que, além da pre-
senca do RNA viral nas fezes de um namero significativo
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de pacientes, a persisténcia da positividade chama aten-
¢do. Estudos demonstraram que o RNA viral pode estar
presente nas fezes de pacientes COVID-19, sintomaticos
e assintomaticos, por longo periodo de tempo.(7.1420.24.25)
Revisao publicada por Santos et al. sugeriu que, em cri-
ancas, o material genético viral pode ser detectado por
maior tempo em amostra de fezes do que nas amostras
de trato respiratorio.?® Liu et al. identificaram a presenca
de material genético do virus em fezes de um paciente
por 46 dias ap6s alta hospitalar.?®®Wang et al. relataram
trés casos em que a persisténcia de infeccéao intestinal
por SARS-CoV-2 apés resolugdo da pneumonia levou a
reinternagcdo dos pacientes.') Na presente revisdo, a
maior persisténcia de RNA viral em amostra de fezes foi
observada em estudo realizado por Ling et al., que avalia-
ram pacientes em fase de convalescéncia, ou seja, paci-
entes recuperados, nédo febris, sem sintomas respiratori-
os e que tiveram dois resultados de RT-PCR negativos
em swabs orofaringeos. Nesse estudo, o grupo de paci-
entes que recebeu tratamento com glicocorticoides apre-
sentou tempo médio de depuracdo do RNA do SARS-CoV-
2 de 20 dias e 11 dias no grupo néo tratado com glico-
corticoides.™® Segundo os autores, o tratamento com
glicocorticoides deveria ser evitado no periodo de repli-
cacao viral, especialmente em pacientes com doenca leve,
uma vez que atrasa a eliminagéo do virus.(' Ling et al.
observaram ainda correlacdo entre a contagem de linfo-
citos T CD4+ e a depuracdao do RNA do SARS-CoV-2,
destacando que quanto menor o valor absoluto dos
linfécitos T CD4+ maior a duragéo da excrecdo do virus
nas fezes do paciente, sugerindo papel importante da imu-
nidade celular na COVID-19."9

Apesar da confirmacéao da presenca do RNA do vi-
rus em amostras de fezes, muitas vezes por tempo su-
perior a deteccdo em amostras de trato respiratorio, a
escassez de estudos relacionados a viabilidade do virus
SARS-CoV-2 nessas amostras, comprovando sua infecti-
vidade, precisa ser enfatizada. |dentificou-se somente um
estudo publicado em que SARS-CoV-2 viavel foi isola-
do de dois pacientes® e duas divulgagées por laboraté-
rios chineses, que afirmaram ter isolado com sucesso o
SARS-CoV-2 de fezes de pacientes COVID-19 (n&o pu-
blicado).?"

Resultados publicados por alguns autores tornam
possivel inferir que ndo existe correlacao entre a presenca
de sintomas gastrintestinais e a presenca de RNA do
SARS-CoV-2 nas fezes, uma vez que o RNA viral foi identi-
ficado em amostras de fezes de individuos assintoma-
ticos,?*2® com sintomas respiratérios leves® e com pneu-
monia,® sem referéncia a manifestagées gastrintestinais.
Nesta revisdo, néo foi possivel identificar a presencga ou
auséncia de sintomas gastrintestinais nos pacientes posi-
tivos para presenca de RNA viral nas fezes, pois nos arti-
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gos avaliados as populagées eram heterogéneas e os re-
sultados néo traziam essa discriminagéo.

A presenca do RNA do SARS-CoV-2 em amostras
de fezes despertou para a possibilidade de utilizacao des-
sa amostra para o diagnéstico da COVID-19. Um estudo
multicéntrico realizado na Alemanha comparou 11 diferen-
tes sistemas de RT-PCR utilizados no diagnéstico da
COVID-19. Diferentes diluicdes de RNA viral extraido de
amostra de fezes de uma crianga positiva para COVID-
19 foram testadas e a maioria dos protocolos detectou o
virus com seguranga na amostra com diluicdo equivalente
a cinco copias de RNA, mostrando bom desempenho e
alta sensibilidade.?

Devido ao alto indice de positividade de RNA viral em
pacientes apds alta hospitalar, varios autores sugeriram a
inclusdo da avaliagédo de fezes nos protocolos clinicos da
COVID-19.(10.1621.31) Ayaliando-se os dados sobre percentual
de positividade das amostras de fezes extraidos das publi-
cacdes exploradas nesta revisdo, observou-se que a positi-
vidade foi inferior em comparacdo as amostras de naso-
faringe. No entanto, o fato de alguns pacientes testarem
positivo em amostras de fezes sem apresentarem resulta-
dos positivos em avaliagdes de amostras de trato respira-
tério, em diferentes fases da doenca, apontam para a im-
portancia dessa andlise em pacientes COVID-19.

CONSIDERAGOES FINAIS

O RNA do SARS-CoV-2 pode ser detectado em amos-
tras de fezes de um percentual significativo de pacientes
com COVID-19. A positividade das amostras de fezes de
forma isolada pode ocorrer antes da deteccéao do RNA viral
em amostras nasofaringeas ou ap6s negativacéo das mes-
mas ou resolugcéo dos sintomas do paciente. Em muitos
individuos, a presenca de RNA viral nas fezes persiste por
semanas apos alta hospitalar alertando para um possivel
risco de transmissao. Nesse contexto, considera-se que a
inclusé@o da pesquisa de RNA viral em amostra de fezes,
na triagem e alta do paciente, seria uma boa estratégia
para melhorar os indices de diagnéstico da COVID-19 e
reduzir a propagacéao do virus.

Limitagdes do estudo

Aspectos como numero e caracteristicas dos pacien-
tes, momento da coleta de materiais biolégicos, carga viral,
dentre outros podem influenciar os resultados e precisam
ser considerados na sua interpretagéo. Portanto, apesar
da presente revisdo ter identificado 53,6% de positividade
para RNA de SARS-CoV-2 em amostras de fezes, nao
podemos confirmar esta prevaléncia populacional como
verdadeira devido a grande variabilidade no desenho dos
estudos incluidos na revisao.
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Abstract

COVID-19, the disease caused by the new Coronavirus, has spread
rapidly across all continents promoting a pandemic. Related studies to
the pathophysiology of COVID-19 have shown that the cells of intestinal
mucosa are invaded by SARS-CoV-2, being in faeces excreted,
suggesting a potential faecal-oral transmission route. The presence of
the virus in faeces also raised the expectation of using this biological
sample for diagnostic purposes. In this mini review, we summatrize recent
studies related to research of the presence of the SARS-CoV-2 RNA in
the faeces of COVID-19 patients.

Keywords
Coronavirus infections; RNA; Faeces, SARS-CoV-2, COVID-19
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Artigo de revisao/Review

A COVID-19 e o diagnéstico da aspergilose pulmonar invasiva
COVID-19 and the invasive pulmonary aspergillosis diagnosis

Paulo Murillo Neufeld

Resumo

O diagnéstico da aspergilose pulmonar associada a Covid-19 tem se mostrado um dile-
ma na clinica médico-cirurgica e na medicina laboratorial. O correto diagnédstico é critico
porque a coinfecgao por Aspergillus spp. em pacientes com grave pneumonia por COVID-
19 leva a uma Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo (SDRA). Como paraa COVID-
19 protocolos especificos ainda ndo foram produzidos, tém sido utilizados aqueles em-
pregados para o diagnéstico da aspergilose pulmonar associada a influenza com adap-
tagdes dos critérios do consodrcio formado pela Organizagdo Europeia para a Investiga-
¢éo e Tratamento do Cancer (EORTC) e pelo Grupo de Estudos de Micoses do Instituto
Nacional de Alergia e Doengas Infecciosas dos Estados Unidos (MSG) e dos critérios
para pacientes hospitalizados em UTI (AspICU). O estabelecimento de defini¢cdes para a
classificagé@o de pacientes com aspergilose pulmonar associada a COVID-19, com vis-
tas ao manejo e tratamento, representa um importante desafio.

Palavras-chave

COVID-19; Influenza; Aspergilose invasiva; Diagnéstico

DOENGA PELO CORONAVIRUS-19 (COVID-19)

No final do més de dezembro de 2019, uma série de
casos de pneumonia de origem desconhecida foi identi-
ficada na provincia de Hubei, em Wuhan, na China conti-
nental.(” Um grande nimero de pacientes se dirigiu, de for-
ma simultéanea, a diversos hospitais da localidade, exibin-
do importante sintomatologia respiratéria, que era seme-
Ilhante a um quadro viral, com febre e tosse seca e imagens
radiol6gicas incompativeis com aquelas de uma pneumo-
nia viral comum ou mesmo de uma pneumonia de origem
bacteriana. Estudos epidemiol6gicos, que foram imedia-
tamente levados a curso, vincularam esses casos a um
mercado popular de alimentos e viveres de Hubei.? Tipi-
camente, esse mercado comercializava produtos de ori-
gem animal, ndo s6 de animais de produgdo, como bovi-
nos, ovinos, caprinos, suinos, aves e ovos e pescados, mas
também de animais exéticos e selvagens. Muitos desses
animais, inclusive, eram comercializados vivos ou néao pro-
cessados.®

As primeiras investigagdes incriminaram alguns ani-
mais como possiveis portadores do virus SARS-CoV-2 (fa-
milia Coronaviridae), agente da COVID-19 (Coronavirus
Disease 2019) que teria sido transmitido as pessoas que
frequentavam o mercado, em decorréncia das baixas con-

digées higiénico-sanitarias do estabelecimento.® Inicial-
mente considerou-se a possibilidade de alguns tipos de
serpentes serem o reservatorio do virus. No entanto, essa
hipotese foi depois abandonada pela maioria dos autores
porque ndo ha comprovacao cientifica de que répteis pos-
sam ser infectados ou servir de hospedeiro para o virus,
bem como, ao mesmo tempo, ndo ha evidéncias de que
esse virus tenha hospedeiros que néo sejam aves ou ma-
miferos.4

Atualmente considera-se que os morcegos sejam os
hospedeiros primarios do SARS-CoV-2 e que o virus, antes
de chegar aos seres humanos, passa por hospedeiros inter-
mediarios como o pangolim. Araz&o para que esses ani-
mais sejam considerados os reservatérios do virus encontra
fundamento nas andlises e comparag¢des moleculares feitas
com os Coronavirus isolados desses animais e o SARS-
CoV-2. O resultado dessas investigacdes demonstraram uma
identidade genémica elevada entre os virus.®

Estudos moleculares tém indicado também que os
morcegos sdo, da mesma forma, os hospedeiros primarios
dos Coronavirus agentes da Sindrome Respiratéria Aguda
Grave (SARS-CoV), que ocorreu em 2003, e da Sindrome
Respiratéria do Oriente Médio (MERS-CoV), que ocorreu
em 2012.% Nessas duas sindromes, tanto o SARS-CoV
quanto o MERS-CoV passaram, igualmente, por hospedei-
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ros intermediarios, como a civeta (SARS-CoV) e o drome-
dario (MERS-CoV), antes de infectarem os seres humanos.
De acordo com os relatos iniciais dos pesquisado-
res chineses, nem todos os individuos identificados com
sintomatologia de COVID-19 tinham relagdo com o merca-
do em Wuhan, ja que dos 59 pacientes reportados apenas
27 tinham efetivamente contato direto com esse estabele-
cimento. Os outros pacientes eram, na sua maioria, famili-
ares que tinham entrado em contato com pessoas enfer-
mas no convivio doméstico. Esse fato pds em perspectiva
duas rotas de transmisséao viral, uma animal-humano e ou-
tra humano-humano.® No mercado foi favorecida a interagéo
animal-humano, onde o virus pode saltar a barreira da es-
pécie e contaminar o homem pelo contato com sangue,
excrecgdes, secregdes e fluidos contaminados de animais
vivos ou sem processamento. O mecanismo de transmis-
sd@o humano-humano, por sua vez, segue um padrao se-
melhante, ocorrendo pelo contato com maos, aerossois e
secrecdes de pessoas infectadas, bem como fomites con-
taminados. Em ambas as rotas de transmissao, a via
aerdgena é de extrema importancia para a propagacao do
virus. Uma via oral-fecal tem sido também observada.®
Em conformidade com o Comité Internacional de
Taxonomia de Virus (ICTV), esse virus se encontra classi-
ficado no super-reino Riboviria, ordem Nidovirales, fami-
lia Coronaviridae, subfamilia Orthocoronavirinae e géne-
ro Betacoronavirus, que contém, entéo, a espécie SARS-
CoV-2. Importa mencionar que a familia Coronaviridae é
composta ainda pelos géneros Alphacoronavirus,
Gammacoronavirus e Deltacoronavirus. Dentre esses gé-
neros, os Unicos que sao capazes de produzir infeccao
em homens e animais, ocasionando sintomas respirato-
rios, gastrointestinais, hepaticos e neurolégicos, sédo os
Betacoronavirus e os Alphacoronavirus.*¥ Em decorrén-
cia das endemias e pandemias causadas por membros
da familia Coronaviridae, essa tem adquirido grande re-
levancia em saude publica.®
O SARS-CoV-2 é um virus de RNA de cadeia sim-
ples (27 a 32 kilobases), ndo segmentado e com polari-
dade positiva, envolvido por um envelope bilipidico. Esse
virus exibe uma morfologia pleomoérfica, habitualmente ar-
redondada ou esférica, e dimensées de cerca de 50 nm a
200 nm. O envelope viral apresenta trés proteinas estrutu-
rais em sua superficie, a proteina espicular S, a proteina da
matriz‘’membrana M e a proteina de envelope E, que de-
sempenham diferentes fungées no processo de montagem
viral e de infecgéo celular.” No envelope esta presente ain-
da a enzima hemaglutinina-esterase que, igualmente, con-
tribui com o processo infeccioso. No interior do virus en-
contra-se a proteina nucleocapsidica N, que também é uma
proteina estrutural e estd associada a protegdo do RNA.®
Uma vez que tenha ocorrido a inalagao, ingestao,
inoculacéo ou autoinoculacéao das particulas virais, o pro-
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cesso de infeccdo pode ter inicio. A incorporagcao do
SARS-CoV-2 as células respiratérias do hospedeiro
(pneumocitos tipo 2) ocorre quando o complexo proteina
espicular S do envelope viral (dominios S1 e S2) entraem
contato com seu receptor, a Enzima Convertedora de
Angiotensina Il (ECA2), presente na membrana celular.4
Ao mesmo tempo, o complexo proteina S interage com a
Proteinase Transmembranar Serina 2 (TMPRSS2), que
também colabora decisivamente para a infecgédo. Resu-
midamente, a ECA 2 promove a fusdo entre a superficie
do virus e a membrana plasmatica e a TMPRSS2 facilita,
na sequéncia, a entrada do RNA na célula alvo.®*% A pe-
netracéo do virus ocorre por endocitose ou formacéao de
vesicula intracelular. Dentro da célula inicia-se a etapa de
biossintese com a transcrigcdo, a traducéo e a replicacao
do RNA viral, utilizando o maquinario enzimatico do hos-
pedeiro. Uma vez terminado o processo de sintese
proteica e multiplicagdo gendmica, as copias virais pas-
sam a ser montadas no Reticulo Endoplasmatico e no
Complexo de Golgi. Por fim, os virus sédo liberados atra-
vés de exocitose ou por ruptura da célula, iniciando,
massivamente, novos ciclos infecciosos.®

Do ponto de vista fisiopatolégico, a origem dos sin-
tomas mais graves apresentados pelos pacientes com
COVID-19 é explicada pela ativacao do sistema imunolo6-
gico conato. O SARS-CoV-2 pode desencadear uma res-
posta imunolégica excessiva e desregulada com massivo
recrutamento de macréfagos e polimorfonucleares e
hiperativacao e liberacao de citocinas, quimiocinas e ou-
tros mediadores proé-inflamatérios (Tempestade de
Citocina), que é ineficaz para a contencéao do virus, mas
sendo, ao contrario, produtora de enorme dano tissular.®
Esse processo inflamatério agressivo e aberrante pode
causar a sindrome da angustia respiratéria grave (SARG)
[sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA) ou
sindrome do desconforto respiratério grave (SDRG) ou
sindrome da angustia respiratéria aguda (SARA) ou ain-
da sindrome respiratéria aguda grave (SARS)], que pode
levar a um desfecho fatal.®®

O curso clinico da COVID-19 pode ser distribuido em
trés fases. Na fase |, o virus se replica na mucosa respiraté-
ria e ocorre viremia, os sintomas sdo aqueles de infecgéao
respiratéria, como tosse seca e febre, podendo ocorrer
gastroenterite com vomito e diarreia. Uma linfopenia costu-
ma aparecer. Na fase Il, a infecgdo chega aos pulmdes e
continuam a tosse e a febre. A pneumonia pode ser leve ou
se mostrar com sintomas mais graves (taquipneia, hipdxia).
A linfopenia se acentua e pode haver uma elevagéao nos ni-
veis de Dimero D.G4 A partir desse momento, a evolugao
pode ser favoravel, com eliminacdo do virus e progressivo
desaparecimento dos sintomas, ou o doente pode entrar num
estado critico, que caracteriza a fase lll. Nessa ultima fase
ocorre extrema dificuldade respiratéria (necessidade de ven-
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tilacdo assistida) e um quadro de resposta inflamatoéria
sistémica (SIRS) com hipotermia, taquipneia, taquicardia,
hipotensdo, podendo chegar a um choque séptico (hipo-
tensao refrataria, coagulacdo intravascular, isquemia de
extremidades, faléncia miltipla dos 6rgéaos). Marcadores de
inflamacao (proteinas de fase aguda, ferritina) podem estar
também elevados nesse estagio da doenca.®

COINFECGOES VIRAIS, BACTERIANAS E
FUNGICAS

A pandemia da COVID-19 é uma emergéncia global
em saude publica que tem sido aprendida em tempo real.®
Na medida da passagem dos acontecimentos, vai se
construindo um melhor entendimento acerca da histéria
natural da doencga.®”Com isso, o controle e a prevengao
da enfermidade, bem como o manejo dos pacientes aco-
metidos véo se tornando mais efetivos. ACOVID-19 é uma
sindrome e diversas intercorréncias surgem ao longo da
evolucdo da doenga, solicitando da comunidade cientifi-
ca, de forma urgente, posicdes resolutivas. Nesse con-
texto, uma das intercorréncias que comegam a ter maior
destaque na literatura médica é aquela associada as
coinfecgdes.*89)

Apesar da limitada experiéncia clinica com respeito
as complicagdes decorrentes de infecgdes concomitantes
por diferentes patégenos na COVID-19 pode-se esperar
certa correlagcdo com o que ja foi descrito para outras
pandemias como, por exemplo, aquela causada pelo virus
dainfluenza.(" Na pandemia por influenza, Streptococcus
pneumoniae e Staphylococcus aureus foram as bactérias
copatogénicas mais prevalentes, contudo, Pseudomonas
aeruginosa, Streptococcus pyogenes, Haemophilus
infuenzae, Klebsiella pneumoniae e Mycoplasma
pneumoniae foram também relatadas. Agentes virais como
o Rinovirus (hRV), Metapneumovirus Humano (hMPV),
Adenovirus (AdV), Virus Sincicial Respiratorio (RSV) e
Coronavirus Humano (HCoV) ja foram, igualmente, repor-
tados em coinfec¢cdes. Relativamente aos fungos,
Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Candida
albicans, Cryptococcus neoformans foram os mais isola-
dos entre os casos de comorbidade infecciosa. Ainda com
referéncia as doencas fungicas secundarias, no surto cau-
sado pelo SARS-CoV-1, em 2003, foram também informa-
dos quadros de infecgédo invasiva determinados pelo
Aspergillus spp., inclusive, com desfecho fatal.("")

Na COVID-19, como era esperado, o relato de coin-
feccBdes tem se tornado cada vez mais recorrente. A pre-
senca de outros microrganismos como virus, bactérias e
fungos é sempre um fator critico que pode aumentar as di-
ficuldades para o diagnoéstico, prognoéstico e tratamento da
doenca pelo SARS-CoV-2, bem como agravar os sintomas
e elevar as taxas de mortalidade.'? Os estudos atuais in-
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formam coinfecgdes com o virus da influenza A e B (FIUA,
FluB), hRV, AdV, Parainfluenza tipos1, 2, 3, 4 (PIV1, PIV2,
PIV3, PIV4), Coronavirus HKU1 (HKU1), Coronavirus néo-
COVID-19, hMPV, RSV, M. pneumoniae e Chlamydia
pneumoniae. Outros virus como HIV, Hepatite e Citomega-
lovirus (CMV) tém sido observados. Acinetobacter
baumannii, Actinomyces spp., K. pneumoniae, Legionella
pneumophila, Rothia spp., Streptococcus spp. e Veillonella
spp. sao algumas das bactérias que aparecem em associ-
acdo com a COVID-19.(2"3 Os patégenos fungicos mais
reportados sdo aqueles comumente encontrados em infec-
¢bes oportunistas que acometem os pacientes imunocom-
prometidos como o Aspergillus spp., C. albicans, Candida
glabrata, Candida dubliniensis, Candida parapsilosis
sensu stricto, Candida tropicalis e Candida krusei.(!?'4

A taxa de coinfecgéo viral ndo é alta na COVID-19 e
isso parece estar relacionada a uma certa vantagem com-
petitiva que o SARS-CoV-2 exibe em relagédo aos outros
virus respiratorios." As coinfec¢des por virus estao geral-
mente associadas a necessidade de abordagens clinico-
laboratoriais mais complexas, maior tempo de internacao
e elevado risco de desenvolvimento de SDRA. Nao ha du-
vidas de que as coinfec¢des virais causam sérios danos
ao sistema imunolégico, levando a uma COVID-19 mais
grave e destrutiva. Além de causar disturbios na imunida-
de, outros mecanismos deletérios importantes sobre o sis-
tema de defesa incluem lesdes no epitélio das vias aéreas
e reducdo da depuragédo mucociliar, o que favorece a im-
plantagdo de novos virus.('45)

Em relacdo a ocorréncia de coinfecgdes bacterianas
e fungicas, essas tém sido observadas tanto em pneumoni-
as virais, uma situacgao recorrente, como na COVID-19, quan-
do os pacientes se encontram gravemente enfermos."? Da-
dos clinicos, contudo, mostram uma baixa taxa de coinfecgéo
por bactérias e fungos nas infecgées pelo SARS-CoV-2, e
isso pode ser devido a antibioticoterapia extensiva empre-
gada na fase inicial da doenca. As coinfecgdes bacterianas
e fungicas influenciam também no grau de inflamacéao
sistémica e, em consequéncia, na progressao e prognosti-
co da COVID-19, o que pode levar a um aumento dos cuida-
dos intensivos do uso de antibiéticos e das mortes ou, pelo
menos, produzir um atraso no tempo de cura.('*'

Em pacientes graves com COVID-19, as citocinas
pré-inflamatoérias, especialmente IL-6, associadas a lesédo
pulmonar, tém sido bastante reportadas em diferentes es-
tudos. Ainfeccéo por SARS-CoV-2 pode causar danos aos
linfécitos, especialmente células B, células T e células NK,
0 que pode levar ao comprometimento do sistema imuno-
I6gico durante o periodo da doencga. A diminuigéo dos linf6-
citos e da fungdo imunolégica do hospedeiro pode ser uma
das principais razdes para as coinfec¢gées por ambos os
grupos de microrganismos, notadamente para fungos como
o Aspergillus spp. e a Candida spp.® De fato, parece ha-
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ver certa interacao inflamatoéria entre as bactérias ou os
fungos e o SARS-CoV-2. Além do status imunolégico alte-
rado e da antibioticoterapia prolongada, pacientes grave-
mente enfermos tém maior probabilidade de receber trata-
mentos com cateteres invasivos e serem submetidos a ven-
tilagdo mecanica, resultando também em maior sensibili-
dade a infecgdes secundarias, principalmente por pato-
genos multirresistentes. (1214

A infeccdo do SARS-CoV-2 nas células intestinais
pode levar a alteragdes da microbiota intestinal e a sinto-
mas gastrointestinais. Coinfec¢cdes também podem alterar
a homeostase intestinal, aumentando a intensidade da in-
feccdo e estimulando as células imunolégicas a produzi-
rem uma resposta inflamatéria mais aguda.(" A diversida-
de da microbiota intestinal de pacientes com COVID-19 se
altera significativamente. O namero relativo de agentes
bacterianos e flngicos oportunistas e patogénicos tende a
ser maior, enquanto que a quantidade daqueles microrga-
nismos benéficos claramente diminui. O desequilibrio da
microbiota pode ser de curso longo, e, no caso dos fungos,
alteracdes intestinais podem ser observadas por até 12
dias apés nao se identificar mais o SARS-CoV-2 em amos-
tras de nasofaringe. Na realidade, o que parece ocorrer é
que a microbiota intestinal pode tanto regular quanto ser
regulada por microrganismos invasores, induzindo, com
isso, a efeitos estimuladores ou supressores, durante o cur-
so da virose.("*1

DIAGNOSTICO CLINICO-LABORATORIAL DA
ASPERGILOSE PULMONAR INVASIVA ASSOCIADA
A cCovID-19

Nas ultimas décadas, as infec¢des fungicas tém sido
associadas a importantes quadros de morbimortalidade,
especialmente em individuos que apresentam grave com-
prometimento de seu sistema imunolégico.('™® De acordo
com a literatura, em torno de 1 bilhdo de pessoas apresen-
tam manifestacdes clinicas primarias e/ou secundarias re-
lacionadas a infec¢des superficiais, subcutaneas e inva-
sivas e cerca de 1,6 milhdo morrem todos os anos, princi-
palmente em decorréncia de complicagdes determinadas
por micoses sistémicas.®41920 Apesar das infecgbes inva-
sivas por esses organismos apresentarem taxas de inci-
déncia mais baixas do que aquelas tegumentares, exibem
percentuais de mortalidade extremamente elevados. Os
principais agentes envolvidos em casos clinicos com des-
fecho fatal sédo o Aspergillus spp. (30%-95%), a Candida
spp. (46%-75%), o Cryptococcus spp. (20%-70%), os mem-
bros da ordem Mucorales (30%-90%) e o Pneumocystis
sp. (20%-80%).(1®

Desde que os hospedeiros se encontrem higidos, os
mecanismos de defesa compostos pela barreira cutaneo-
mucosa, processo inflamatoério e sistema imune sao efeti-
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vos na protecao frente as infecgdes fungicas. No entanto,
essas infecgdes podem se estabelecer quando ocorrem
rupturas das defesas dos pacientes por processos patolo-
gicos e/ ou iatrogénicos.?"” Doencas de base de origem
microbiana, neopléasica, metabdlica e degenerativa, além
de intervengdes e procedimentos médicos (cateterizacao,
ventilagdo mecanica, cirurgias) e farmacologicos (antibio-
ticoterapia, corticoterapia, cistostaticos) para suporte e tra-
tamento podem tornar os individuos extremamente suscep-
tiveis.?? Dentre os agentes flingicos secundarios, o géne-
ro Aspergillus spp. tem sido preponderante, cursando de
forma grave, especialmente em casos de infecgédo pulmo-
nar. Tomando-se em perspectiva a aspergilose pulmonar
cronica, para uma rapida abordagem epidemiol6gica, tem
sido relatada, para essa condicdo, uma frequéncia de 200
mil casos por ano e um total de 3 milhdes de pessoas aco-
metidas em todo o mundo. Apés seu diagnéstico, pode-se
ainda contabilizar mais de 15% de mortes nos primeiros
seis meses de doencga, o que representa, aproximadamen-
te, cerca de 450 mil 6bitos somente na fase inicial dessa
enfermidade.® Importa mencionar também que, quando
equivocos de diagnéstico ou demoras na definicdo da
etiologia ocorrem, a aspergilose pulmonar invasiva pode
atingir taxas de até 100% de mortalidade. Todavia, quando
diagnosticada e tratada em tempo habil pode exibir taxas
de mortalidade mais favoraveis e inferiores a 50%.2%

Em decorréncia da criticidade das doencas pulmo-
nares por Aspergillus spp., faz-se necessaria uma aproxi-
macédo conceitual com seus quadros mérbidos mais co-
muns. Do ponto de vista clinico, a aspergilose pulmonar e
das vias aéreas pode ser dividida em formas distintas como
a aspergilose broncopulmonar alérgica, o aspergiloma, a
aspergilose pulmonar cronica, que é composta pela asper-
gilose cavitaria cronica, aspergilose fibrosante cronica e
aspergilose necrosante crénica (semi-invasiva ou invasiva
subaguda), a aspergilose invasiva aguda e a traqueobron-
quite (colonizante ou obstrutiva, invasiva, ulcerativa e
pseudomembranosa) e a rinossinusite alérgica e invasiva
(crdnica ou aguda). Dependendo da via de infecgéo, a
aspergilose pode ser ainda classificada em nao angio-
invasiva, angioinvasiva ou broncoinvasiva (vias aéreas).
Todas essas formas sao produzidas, majoritariamente, pelo
Aspergillus fumigatus, A. flavus, A. terreus, e A. niger, que
sd@o cosmopolitas e ubiquitarios e tém na inalacéo de seus
esporos (conidios) a principal via de acesso pulmonar.?42®
Nos processos irritativos, observa-se uma reagéo de
hipersensibilidade complexa, que é produzida pela coloni-
zacao fungica das vias aéreas, levando a obstrucéao bron-
quial, inflamacéo e impactacdo mucosa que determinam
bronquiectasias, fibrose e comprometimento respiratério.
O incremento da resposta Th2 dos linfocitos e a producgéao
de interleucinas 4, 5 e 13 conduzem a uma eosinofilia e ao
aumento de IgE sérica. Nos tecidos, os conidios sdo eli-
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minados por macréfagos alveolares que, além da fagocitose
ap6s o reconhecimento dos antigenos da parede celular
dos elementos do Aspergillus spp., secretam mediadores
inflamatérios que favorecem o recrutamento de neutréfilos
e a ativacdo da imunidade celular, que é determinante para
a eliminagéo de hifas.®

Como mencionado anteriormente, a aspergilose
broncopulmonar alérgica é uma resposta imunolégica exa-
gerada do hospedeiro a colonizagéo das vias aéreas me-
diada por reacéo de hipersensibilidade tipo | e Il, que leva
a danos as areas acometidas. A maioria dos casos ocorre
em pessoas com asma de longa duracéo ou fibrose cistica.
Clinicamente, evolui com tosse, febre, mal-estar, dor tora-
xica, expectoragcdo com tampdes mucosos escuros, hemop-
tise ocasional e sinais de obstrugdo. Os achados radio-
graficos exibem infiltrados parenquimatosos nos l6bulos
superiores, atelectasias e bronquiectasias.®)

O aspergiloma representa a colonizagédo de uma ca-
vidade pulmonar preexistente que esteja conectada a um
bronquiolo. Nao ha invasao tecidual produzindo uma rea-
céo tissular leve. Do ponto de vista anatomopatolégico, o
aspergiloma é um agregado de hifas, mucina, fibrina e cé-
lulas inflamatoérias. Normalmente s&o lesdes Unicas e ob-
servadas com maior frequéncia nos lobos superiores.® Em
geral, os pacientes sdo imunocompetentes e as cavidades
originadas previamente por tuberculose, sarcoidose e do-
enca obstrutiva crénica entre outras etiologias. Essa con-
dicdo pode ser assintomatica ou apresentar hemoptise e,
eventualmente, tosse e dispneia. As imagens radiolégicas
mostram uma massa sélida arredondada, ocupando parci-
almente o interior de uma cavidade e separada de suas
paredes por um anel de ar (sinal do crescente aéreo).? O
aspergiloma pode ser mével e a tomada de imagens em
posicdes diferentes pode demonstrar a mobilidade da es-
trutura. Nédulos aspergilares néao cavitarios (<3 cm) podem
ser incidentalmente observados também em achados
radiograficos e sua importancia reside no fato de poderem
mimetizar les6es malignas até que bidpsias revelem areal
etiologia desses achados.?

A aspergilose pulmonar crénica inclui distintos qua-
dros clinicos e sua diferenca para a aspergilose pulmonar
aguda é a duracdo dos sintomas normalmente superior a
trés meses. Adoencga costuma afetar tanto pacientes imuno-
competentes quanto aqueles com um imunocomprome-
timento mais brando.?2) Uma de suas condi¢des é a
aspergilose cavitaria crénica (aspergiloma complexo), que
produz uma ou mais cavidades no parénquima pulmonar
durante varios meses nas areas superiores dos pulmdes.
Com a evolugédo dessas les6es podem ser desencadea-
dos processos fibréticos que caracterizam a aspergilose
fibrosante cronica. Comumente, essas formas acometem
pacientes imunocompetentes, mas também individuos com
tuberculose, tumores pulmonares, pneumotérax, doenca
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obstrutiva cronica e aspergilose broncopulmonar.®® A asper-
gilose necrosante crdnica (semi-invasiva ou subaguda)
corresponde a uma infecgéo invasiva local que cursa de
maneira indolente, evoluindo ao longo de semanas ou me-
ses. Adoenca é um processo invasivo e cavitario do parén-
quima pulmonar. Invasao vascular e disseminagdes para
outros érgaos s@o pouco frequentes. Ocorrem tipicamente
em individuos com baixo grau de imunocomprometimento
ou com uma enfermidade crénica, ou certos fatores predis-
ponentes (diabetes mellitus, alcoolismo, ma nutrigéo,
pneumoconiose, doenga pulmonar obstrutiva crénica,
enfarte do miocardio, corticoterapia). Os pacientes quase
sempre apresentam sintomas constitucionais (febre, mal-
estar, fatiga, perda de peso) acompanhados de tosse pro-
dutiva crénica ou hemoptise. As imagens radiograficas
mostram consolidagéo crénica ou multiplos n6dulos em um
ou ambos os lobos superiores que tendem progressivamen-
te a produzir cavitagdes. Classicamente, os achado radio-
I6gicos tendem a evoluir com o tempo.?®

A aspergilose pulmonar invasiva é a manifestacao cli-
nica mais frequente da doenca sistémica causada por
membros do género Aspergillus. Ataxa de mortalidade em
individuos imunocomprometidos pode variar entre 38% a
75%, alcangando percentuais de até 90% em pacientes
submetidos a transplantes de medula éssea. Entre os fato-
res de risco para a aquisicdo dessa condigdo, a neutro-
penia é preponderante, sendo especialmente critica em
contagens de neutréfilos menores do que 500 células/mm?
por mais de dez dias. Uma forte correlagéo é observada
entre a duracéo e o grau de neutropenia e o risco de de-
senvolvimento de infecgéo invasiva. O risco de infecgédo tem
sido estimado em cerca de 1% ao dia nas trés primeiras
semanas e em torno de 4,3% nos dias subsequentes (24 a
36 dias).**? Uma forma angioinvasiva pode estar ainda
presente, principalmente nos pacientes neutropénicos, que
exibem rapido curso com deterioragao clinica, ocorrendo
em algumas horas ou alguns dias. A invaséo de hifas no
endotélio dos vasos produz trombose com isquemia,
necrose tissular e disseminagcdo hematogénica. Outros
processos associados a aspergilose pulmonar invasiva in-
cluem transplantes de medula éssea e 6rgaos soélidos, te-
rapias prolongadas e com altas doses de corticoides e citos-
taticos, tumores hematolégicos e doenga granulomatosa
cronica. Pacientes imunocompetentes (ou ndo neutro-
pénicos), mas gravemente enfermos, tais como aqueles
com aguda influenza A e B, doenca hepatica ou doenca
pulmonar obstrutiva cronica tém se mostrado também sus-
ceptiveis. Aaspergilose pulmonar invasiva pode cursar com
uma sintomatologia inespecifica, mas, em geral, estao pre-
sentes febre resistente a antibioticoterapia, dor pleural e
tosse. Dispneia, producgéo de escarro e hemoptise também
sdo observadas.® As imagens de térax costumam apre-
sentar um ou multiplos nédulos com ou sem cavitagéo,
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consolidagédo segmentar, infiltrado peribronquial ou derra-
me pleural. Em pacientes neutropénicos, os achados radi-
olégicos iniciais podem revelar n6dulos com um contorno
atenuado ao seu redor com aspecto de "vidro fosco" e que
representa hemorragia, necrose e edema alveolar
circundante a lesdo (sinal do halo). Apesar do sinal do halo
ser um achado altamente sugestivo de aspergilose angio-
invasiva, esse ndao é patognomdnico de aspergilose
invasiva, ja que esta presente em amplo espectro de ou-
tras doengas pulmonares.®

A traqueobronquite aspergilar € uma patologia quase
que exclusiva de pacientes imunocomprometidos (transplan-
tados de pulméo e HIV+), apesar de haver relatos da doen-
¢a em individuos imunocompetentes. Esse processo é uma
condicao especial de aspergilose invasiva das vias aére-
as (aspergilose broncoinvasiva) que inclui bronquite,
bronquiolite broncopneumonia e pneumonia lobular e que
nédo apresenta invasao vascular.?*? Em geral, com sinto-
mas leves e inespecificos, observam-se dispneia, tosse,
dor toraxica, hemoptise e expectoracéo de moldes mucosos.
Casos de pacientes assintomaticos, contudo, podem ocor-
rer. Diferentes padrées tém sido descritos: a traqueo-
bronquite/bronquite obstrutiva esta associada a formacao
de tampdes mucosos decorrentes do crescimento de hifas
nas vias aéreas, tem pouca producdo de muco e nenhuma
ou minima invasao; a traqueobronquite pseudomembranosa
se caracteriza por extensa inflamacéao e invaséo da arvore
brénquica e presengca de membranas e detritos necréticos
sobre a mucosa branquial; a traqueobronquite ulcerativa
representa uma invaséo focal da mucosa traqueobranquial
por hifas do Aspergillus spp., geralmente nos pontos de
sutura do transplante pulmonar. Os achados radiograficos
ndo sao especificos, mas podem mostrar colapso lobular
ou segmentar e consolidagées peribronquiais.(?:2"

Outros processos clinicos associados ao Aspergillus
spp. sao a bola fungica sinusal, a sinusite alérgica e a sinu-
site invasiva. Abola fungica do seios nasais representa uma
colonizagéo fungica sem invaséao do espaco sinusal. A cli-
nica mais frequente é a obstrugéo nasal, rinorreia e algia
craneofacial. Achados radiograficos inespecificos podem
exibir microcalcificagdes intrassinusais. A doenca alérgi-
ca, por sua vez, caracteriza-se por uma reacao de hipersen-
sibilidade crénica dos seios paranasais, com formacéo de
polipos, mas sem invasédo 6ssea, asma, eczema ou rinite.
Sintomas de cefaleia e obstrugdo podem estar presentes.
Altos niveis de IgE podem ser detectados.®® Uma doenca
invasiva dos seios paranasais também pode ser observa-
da. Como na forma invasiva pulmonar, sinusites invasivas
agudas e cronicas tém sido reportadas. A sinusite aguda é
mais comum em pacientes neutropénicos graves e trans-
plantados de medula 6ssea. A forma cronica ocorre em
pacientes com graus leves de imunocomprometimentos ou
imunocompetentes. Clinicamente, a doenga aguda tem sin-
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tomas pouco especificos que incluem febre, tosse, epistaxe,
descarga e obstrucédo nasal, tumefacao orbital e dor facial.
Essa condigdo pode ocorrer concomitantemente com a
aspergilose pulmonar invasiva.®® As imagens radio-
graficas, em geral, sdo pouco sensiveis ou especificas,
contudo, mostram opacidade e destruicéo 6ssea. A sinu-
site cronica, igualmente, tem sintomas pouco especificos,
porém, caracterizam-se por uma evolugao lenta, durante
meses, e que podem levar a transtornos visuais, cefaleia
e sintomas neurol6gicos. As imagens radiograficas se as-
semelham aquelas da forma invasiva aguda.(°30

Importa mencionar que o diagnéstico de todos esses
quadros clinicos associados aos fungos do género
Aspergillus spp. se constitui em um enorme desafio médi-
co e laboratorial, tendo em vista a condicdo de base dos
pacientes ser geralmente critica em decorréncia da exis-
téncia de diferentes comorbidades e fatores de risco
consumptivos.®'*2 Nesse sentido, critérios apropriados de
diagnostico sdo fundamentais para o manejo e o tratamen-
to de pacientes com infec¢des fungicas sistémicas, em
particular para aqueles com aspergilose pulmonar de ori-
gem viral, eventualmente causada pelo virus da influenza
ou pelo SARS-CoV-2.4% Atualmente, os critérios estabele-
cidos e recomendados pelo consércio formado pela Orga-
nizacao Europeia para a Investigacdo e Tratamento do
Cancer (EORTC) e pelo Grupo de Estudos de Micoses do
Instituto Nacional de Alergia e Doencas Infecciosas dos Es-
tados Unidos (MSG) s&o os mais aceitos e utilizados. Es-
sas recomendacdes diagnosticas foram recentemente re-
visadas para incluir novos testes de diagnéstico, grupos
particulares de agentes flngicos e populagbes especiais
de pacientes.®

De acordo com o grupo EORTC/ MSG, a doenca
fungica pode ser classificada em doenga provada (paci-
entes imunocomprometidos e imunocompetentes), doen-
¢a provavel (pacientes imunocomprometidos) e doenca
possivel (pacientes imunocomprometidos). A definicao
dessas categorias é procedida ap6s a analise de uma
combinacé@o de fatores relacionados ao paciente, tais
como fatores do hospedeiro (doenca de base e fatores
predisponentes iatrogénicos), fatores clinicos (apresen-
tacédo clinica e radiografica) e fatores micolégicos (deter-
minacgdes diretas e/ ou indiretas do elemento flngico)??3*
(Tabela 1).

O diagnéstico provado requer um alto grau de certe-
za, ou seja, uma evidéncia tecidual (exame direto, histopa-
tologia, citopatologia e/ou biologia molecular) e cultural (in-
cluindo hemocultura) incontestavel de infecgéo por fungo
filamentoso em amostras estéreis.®4 Ja o diagnédstico pro-
vavel baseia-se numa associagéo entre os fatores do hos-
pedeiro, fatores clinicos e fatores micolégicos. Nesse gru-
po, hd um menor grau de certeza micolégica, pois a
visualizagédo microscépica dos elementos fungicos, o iso-
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Tabela 1. Critérios da Organizagéo Europeia para Investigagao e Tratamento do Cancer/ Grupo de Estudos de Micoses do Instituto Nacional de
Alergia e Doengas Infecciosas dos Estados Unidos (EORTC/ MSG) para a Aspergilose Pulmonar Invasiva Provada, Provavel e Possivel

ASPERGILOSE PULMONAR INVASIVA PROVADA

Amostras de sitlos estéreis:

+ Microscopia: Exame direto, histopatologia, citopatologia de espécimens obtidos por pungéo ou biopsia com visualizagdo de hifas
septadas, hialinas e ramificadas em angulo agudo associadas a sitio com evidéncia de destruigéo tecidual

« Cultura: Recuperagao de Aspergillus spp. associada a sitio com evidéncia clinica e radiolégica de doenga infecciosa (exceto LBA,

« urina e seios paranasais e cavidade mastoidea)

+ Biologia Molecular: Amplificagéo por PCR e sequenciamento de DNA fingico, quando esses agentes forem observados em espécimens

fixados em formol e parafinados

ASPERGILOSE PULMONAR INVASIVA PROVAVEL (Todos os 3 critérios devem estar presentes)

Amostras de sitios ndo estéreis:

Critérios do Hospedeiro (Um dos fatores deve estar presente):

« Recente histéria de neutropenia (<500 neutréfilos/mm® por > 10 dias)

+ Transplante alogénico de células tronco
+ Doenga hematolégica maligna
« Transplante de 6rgéos sdlidos

+ Corticoterapia prolongada com dose >0,3mg/Kg/d por > 3 semanas nos ultimos 60 dias
« Tratamento com outros imunossupressores de células T nos ultimos 90 dias

» Tratamento com imunossupressores de células B
* Imunocomprometimento grave
« Doenga enxerto-contra-hospedeiro grau lll ou IV

Critérios Clinicos (Um dos sinais deve estar presente):

+ Lesbes bem circunscritas, densas com ou sem Sinal do Halo
+ Sinal do Crescente Aéreo

+ Cavitagoes

+ Consolidagao lobular ou segmental em forma de cunha

Critérios Micologicos:

+ Microscopia: Exame direto, histopatologia, citopatologia com visualizagao de elementos fungicos de espécimens de escarro, LBA,

escovamento brénquico, aspirado traqueal

« Cultura: recuperacéo de Aspergillus spp. de espécimens de escarro, LBA, escovamento brénquico, aspirado traqueal

- Na&o Cultural: detecgdo de antigenos ou constituintes de parede: galactomanana em soro, plasma, LBA:
= Antigeno de galactomanana detectada no soro ou LBA (Um dos critérios deve estar presente):

¥ Soro ou plasma: = 1,0
v LBA:=1,0
¥" Soro ou plasma: 20,7 e LBA: 20,8
= PCR (Um dos critérios deve estar presente):

¥ Soro, plasma ou sangue total: 2 ou mais testes positivos consecutivos

¥ LBA: 2 ou mais PCR positivos em duplicata

v Pelo menos 1 PCR positivo no soro, plasma ou sangue total e 1 PCR positivo em LBA

ASPERGILOSE PULMONAR INVASIVA POSSIVEL

+ Presenca de critérios do hospedeiro e critérios clinicos e auséncia de evidéncia micologica

COLONIZAGAO POR Aspergillus spp.

+ Nenhum dos critérios de provada e provavel infec¢ao atendidos

Legenda: LBA, lavado broncoalveolar. Fonte: Blot et al., 2012; Donnelly et al., 2020.

lamento em cultura, a sorologia para antigenos e a biologia
molecular sdo procedidos a partir de amostras ndo esté-
reis (escarro, lavado broncoalveolar, aspirado e escova-
mento brénquico).?? O diagnédstico possivel, por sua vez, é
realizado apenas com base nos fatores do hospedeiro e
nos fatores clinicos, tendo em vista a auséncia dos fatores
micologicos.®)

De acordo com esses critérios, especialmente para
uma aspergilose provada, hifas septadas hialinas e ramifi-
cadas em angulo agudo e destruigcéo tecidual associada
deverao ser observadas, por exame micolégico direto e/
ou histopatologia, realizados em amostras obtidas de for-
ma asséptica de sitios estéreis clinica e radiologicamen-
te anormais.®® Além disso, devera ser recuperado o
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Aspergillus spp. a partir da cultura dessas amostras clini-
cas. Provas moleculares (PCR e sequenciamento), se va-
lidadas e disponiveis, poderdo ser ainda realizadas a
partir de tecido formolizado e fixado em parafina.(?3")

A aspergilose provavel podera ser considerada quan-
do uma dessas condigdes relacionadas aos fatores do hos-
pedeiro estiver presente: histéria recente de neutropenia pro-
funda e por longo tempo (<500 células/mm? por >10 dias),
doenca hematologica maligna, transplante alogénico de
medula 6ssea, transplante de 6rgéo soélido, corticoterapia
prolongada (> 3 mg/kg de corticoides por > 3 semanas em
um periodo de sessenta dias), tratamento com outros
imunossupressores de células T (em um periodo de noventa
dias), tratamento com imunossupressores de células B,
imunodeficiéncia aguda e doenga aguda enxerto-contra-hos-
pedeiro grau lll e IV refratarias a corticoterapia.?>*® Os as-
pectos clinicos para aspergilose pulmonar deverao incluir um
dos quatro achados em tomografia computadorizada: lesdes
bem circunscritas e densas com ou sem sinal do halo, sinal
do crescente aéreo, cavidades e consolidagdes lobulares
ou segmentares em forma de cunha.??>3* As evidéncias
micolégicas de aspergilose pulmonar deverédo apresentar:
deteccao microscopica de elementos fungicos em escarro,
lavado broncoalveolar, aspirado ou escovamento brénquico,
teste de galactomanana positivo: (soro/ plasma: > 1.0; ou
lavado broncoalveolar: > 1.0; ou soro/ plasma: > 0,7; e lava-
do broncoalveolar: > 0,8; ou liquido cefalorraquidiano: > 1.0)
PCR positivo (soro, plasma ou sangue total: 2 ou mais tes-
tes consecutivos; ou lavado broncoalveolar: 2 ou mais dupli-
catas; ou soro, plasma ou sangue total: 1; e lavado
broncoalveolar: 1) e isolamento de Aspergillus spp. das
amostras pulmonares néo estéreis.?2%)

Apesar dos critérios do Consoércio EORTC/ MSG se
mostrarem adequados para a aspergilose provada em
pacientes imunocomprometidos, tem havido controvérsias
quanto a sua aplicagdo em pacientes imunocompetentes
gravemente enfermos, mas ndo imunocomprometidos, e
hospitalizados em UTI, bem como em casos de asper-
giloses provavel e possivel.**3% Dentre alguns motivos, ha
pacientes que nao exibem os fatores do hospedeiro como
os recomendados, os achados radiograficos em pacien-
tes com ventilagdo mecanica podem ser poucos especifi-
cos, o que entra em conflito com os critérios da EORTC/
MSG, a detecgéo de galactomanana no soro de pacientes
nao neutropénicos exibe pouco valor diagnéstico, e as
amostras de biopsia de pulméo a céu aberto podem ser
contraindicadas em pacientes com insuficiéncia pulmonar
aguda ou com alteragdes da coagulacdo. Na realidade, fal-
tam estudos epidemiolégicos na populagéo de pacientes
imunocompetentes para a definicao de fatores de risco para
a aquisicdo de infeccéo fungica nesse grupo.®

Em consequéncia disso, tém sido propostas diver-
sas adaptacgdes conceitualmente convergentes com o in-
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tuito de abranger outras situagdes clinicas ndo contempla-
das. Para pacientes de UTI (Critérios AsplCU) com asper-
gilose pulmonar invasiva, um protocolo derivado do EORTC/
MSG, que considera a utilizacao da cultura positiva de as-
pirado endotraquial para Aspergillus spp. como critério de
entrada, além dos fatores do hospedeiro, clinicos e micol6-
gicos, para a doenca provavel (ou putativa), foi validado e
considerado adequado. A deteccao de Aspergillus spp. em
culturas de aspirado endotraquial em pacientes em terapia
intensiva com ventilagdo mecanica é da ordem de 2%.C7
Tomando-se como referéncia esse alto percentual, é ne-
cessaria a diferenciagéo entre infecgao e colonizagdo. Um
resultado falso-negativo pode colocar em risco a sobrevi-
véncia dos pacientes porque uma aspergilose pulmonar
invasiva pode ser letal na auséncia de terapia antifungica.
Nesse sentido, é prudente considerar a cultura positiva para
Aspergillus spp., na auséncia de exame direto ou
histopatologia, ndo como colonizagdo, mas sim como fal-
so-positivo, para que um tratamento seja estabelecido. A
desvantagem desse algoritmo é requerer uma cultura posi-
tiva como critério de entrada, no entanto, ndo é incomum
uma aspergilose pulmonar invasiva cursar na auséncia des-
se achado laboratorial.®37)

Outra proposta trouxe, igualmente, mudancgas no cri-
tério de aspergilose pulmonar invasiva provavel do EORTC/
MSG, bem como daqueles Critérios AsplCU.(?23") Nessa pro-
posta, conhecida como Critérios de Bulpa, hd uma deter-
minagc@o menos estrita na dose/curso da corticoterapia e
uma definicdo menos circunscrita das alteragdes radiolo-
gicas quando comparados com os outros dois critérios, per-
mitindo a inclusdo de um maior nimero de pacientes imuno-
competentes na categoria de aspergilose provavel. Esse
fato é importante porque cerca de 30% a 70% dos pacien-
tes internados em UTI ou sob cuidados intensivos ndo séo
gravemente imunocomprometidos, ndo apresentando, por
isso, as condi¢des requeridas para a determinacéo de
doenca provavel, segundo os critérios do EORTC/ MSG.G"
Os Critérios de Bulpa sofreram também uma modificagcédo
nos fatores micol6gicos com a introdugéo da pesquisa de
galactomanana em lavado broncoalveolar. Essa alteracao
foi procedida, pois um resultado positivo no teste de
galactomanana surge, em geral, mais precocemente do que
a cultura de aspirados endotraqueais (1 dia X 3,8 dias),
além de permitir, do mesmo modo, a diferenciacdo entre
colonizagéao e infeccéo por Aspergillus spp.(?239

N&o ha duvidas de que a aspergilose pulmonar e das
vias aéreas é classicamente uma condicao intercorrente
a doencas pulmonares de base. Em termos de doenca
viral, a aspergilose invasiva € uma coinfeccdo emergente
em pacientes com influenza grave que sao admitidos em
UTI. Aproximadamente 0,1% dos pacientes com influenza
requer hospitalizagcéo, sendo que, desses, 5%-10% ne-
cessitam de cuidados intensivos. Dos pacientes interna-
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dos em UTI, cerca de 4% a 20%-25% podem vir a 6bito. A
aspergilose pulmonar secundaria é efetivamente uma das
causas de morte, apresentando taxas de mortalidade em
noventa dias de até 51%. Esses nimeros revelam o risco a
que estédo expostos os pacientes com influenza dentro de
uma UTlI e o potencial de letalidade da doenca flingica.*” A
aspergilose pulmonar invasiva é uma condi¢do que esta
estreitamente associada com os virus da influenza (influenza
A/H1N1 e influenza B) e que, eventualmente, pode apre-
sentar quadros compativeis com os critérios do Consércio
do EORTC/MSG, AsplCU e Bulpa. Recentemente, inclusi-
ve, um estudo propds a determinacéao de critérios basea-
dos nas recomendacdes do EORTC/MSG e do AsplCU para
o diagnéstico de aspergilose pulmonar invasiva associada
a influenza com extensdes a COVID-19. Como a compre-
ensdo acerca da patogénese para essa virose causada
pelo SARS-CoV-2 ainda é limitada, parece aceitavel a apro-
ximacgao de conceitos clinicos e diagnésticos da asper-
gilose pulmonar invasiva associada a influenza com aque-
la decorrente de COVID-19¢%%) (Tabela 2).

No referido estudo, para a definicdo dos casos de
aspergilose pulmonar invasiva associada a influenza fo-
ram avaliadas quatro areas ja bem consolidadas, quais
sejam, o critério de entrada, os fatores do hospedeiro, os
aspectos clinicos e a evidéncia micolégica de infecgéo.
Em relagéo ao critério de entrada, foi estabelecido como
sendo "um paciente que requer admissao em UTI por apre-
sentar distirbios respiratérios com uma PCR ou uma pro-
va para antigeno positivas para influenza entre o periodo

Tabela 2 - Caracteristicas clinico-laboratoriais entre IAPA e CAPA
Fatores IAPA

de uma semana antes da admisséao e/ou 72-96 horas ap6s
seuingresso".(®)

Os fatores do hospedeiro foram aqueles considera-
dos pelo grupo do EORTC/MSG e do AsplCU. No entanto,
para evitar a ocorréncia de falso-positivos em pacientes
com baixo risco de infec¢do fungica, o que se propugna é
o questionamento sobre se a doenca esta ou néo presen-
te, mais do que se o paciente tem ou ndo uma maior ou
menor probabilidade de desenvolvé-la. Porisso, apesar da
aspergilose pulmonar associada a influenza apresentar
normalmente, pelo menos, uma das condi¢des de base ou
terapia com corticoesteroides, os fatores do hospedeiro
sdo, em geral, relativizados nessa proposta.®37

Além do atendimento aos critérios de entrada para a
caracterizacdo de doenca provada, ha a necessidade de
evidéncias micolégicas da presenca do Aspergillus nos te-
cidos, como observado nas recomendagées do EORTC/
MSG. Para tanto, biopsias de pulméo podem ser requeridas.
Nos casos de traqueobronquites invasivas, uma clinica re-
lacionada a aspergilose pulmonar invasiva associada a
influenza, a visualizagé@o broncoscoépica de elementos hifa-
licos tipicos (hifas septadas hialinas e ramificadas em an-
gulo de 45 graus) nas pseudomembranas e a identificacao
morfol6égica e/ou molecular dos Aspergillus spp. isolados
em cultura sdo consideradas critérios de provada asper-
gilose.(?2%)

Para a determinacéo de infecg¢éo provavel existe tam-
bém a necessidade de se atender aos critérios de entra-
da, porém, as evidéncias de infeccdo consideradas sao

CAPA

Hospedeiro/ Risco  Fatores do hospedeiro negativos pelos

critérios do EORTIC/MSG [57%]
|APA associada a corticoterapia

Virus Entrada na célula através do acido salicilico-

2,6Gal da camada epitelial do pulmao

Imunomodulagao por supressao do
complexo NADPH oxidase

Infecgao flngica Tragueobronguite invasiva em mais da

metade dos pacientes (55%)

Média de tempo entre admissdo na UTl e o
diagnostico: 2-3 dias

Diagnéstico Galactomanana em lavado broncoalveolar

positiva (88%)
Galactomanana em soro positiva (65%)

Mortalidade em UTl |nfluenza com aspergilose (45%)

Influenza sem aspergilose (20%)

Fatores do hospedeiro negativos pelos critérios EORTIC/ MSG
[85%)]

Aspergilose pulmonar associada a corticorterapia
Linfopenia e producgdo de citocinas derivadas de mondcitos
Ficolina 1 [FCN1] e macrogafos determinando hiperinflamacao

Entrada na célula através de pneumdécitos ACE do Tipo Il e
células ciliadas

Imunomodulagao por supressao do complexo NADPH oxidase

Média de tempo entre admissao na UTI e o diagnéstico: 2-3 dias
Média de tempo entre admissao na UTI e o diagndstico: 6 dias
Galactomanana em lavado broncoalveolar comumente positiva

Galactomanana em soro positiva (21%)

COVID-19 com aspergilose (17%)

COVID-19 sem aspergilose (33%)

Legenda: IAPA, aspergilose pulmonar associada & influenza; CAPA, aspergilose pulmonar associada 8 COVID-19; EORTC/MSG, Organizagao Europeia para
Investigagdo e Tratamento do Cancer/ Grupo de Estudos de Micoses do Instituto Nacional de Alergia e Doengas Infecciosas dos Estados Unidos

Fonte: Werweij et al., 2020.
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outras. Uma galactomana sérica positiva (indice > 0,5) é
uma indicacao aceitavel de aspergilose associada a
influenza quando ha imagens radiol6gicas de infiltrados
pulmonares ou sinais broncoscoépicos de traqueobronquite.
E importante ponderar, contudo, que infiltrados pulmona-
res nao sao requeridos para o diagnostico de traqueo-
bronquite. Resultados positivos para galactomana em la-
vados broncoalveolares ou para culturas de aspirado
traqueal na presenca de infiltrados pulmonares ou placas
endobronquiais sdo consideradas evidéncias micolégicas
que suportam também um diagnéstico provavel de infec-
¢ao pulmonar associada a influenza.®%3

Na pratica clinica, deve-se levar em conta que cultu-
ras de escarro positivas para Aspergillus spp. pode indi-
car doencga pulmonar associada a influenza, todavia, de-
vem-se realizar provas da galactomanana sérica ou em la-
vados broncoalveolares (indice > 0,1) ou ainda culturas de
aspirados endotraqueais para a confirmacgao desse acha-
do. E relevante reiterar que resultados discrepantes entre
cultura positiva de escarro e teste de galactomanana ne-
gativo em lavados broncoalveolares tém baixa probabili-
dade de ser uma infecgao pulmonar associada a influenza.
Isolamentos sucessivos de Aspergillus spp. de amostras
respiratérias podem ser evidéncias suficientes de doenca
pulmonar provavel quando o paciente se encontrar dentro
dos critérios de entrada e houver imagens de infiltrados
cavitarios. Outra questao refere-se ao ndo uso da PCR
como primeira linha de ferramentas diagnoésticas para a
categorizacdo em doenca provavel, devido a sua pouca
disponibilidade e ao seu valor preditivo positivo. No entan-
to, esté indicada para a doenga provada por favorecer a
identificagdo fingica em amostras teciduais.®43%

N&o obstante suas caracteristicas particulares, com-
paragées entre influenza e COVID-19 podem contribuir para
um melhor entendimento sobre essa coronavirose, principal-
mente no que tange aos riscos associados.*> Numa primei-
ra andlise, apesar de parecer haver uma elevada tendéncia
na COVID-19 para o desenvolvimento de uma doenca pul-
monar invasiva por Aspergillus spp., existem diferencas im-
portantes na patogenicidade, na clinica e no tratamento das
doencas causadas pelo SARS-CoV-2 e pelo virus da
influenza. Na doenga associada a influenza, ha uma grande
destruicéo tecidual, uma imunomodulacéo pela supressao
do complexo enzimatico NADPH oxidase e o uso de inibi-
dores da neuraminidase (Oseltamivir) em seu tratamento .33
O SARS-CoV-2 utiliza um receptor celular diferente daquele
que utiliza o virus da influenza para entrar na célula, normal-
mente menos encontrado nas vias aéreas. O risco de de-
senvolvimento de traqueobronquites também é menor na
COVID-19. Uma outra questdo é o fato de ainda nao se
conhecer bem a agéo direta do SARS-CoV-2 sobre o sis-
tema imunolégico, mas, pelo que se observa, ndo é similar
ao virus da influenza, sugerindo um menor risco de desen-

182

volvimento de aspergilose invasiva. No caso da influenza,
a infecdo é aguda e rapidamente fatal, com alta carga
fungica.®) A aspergilose invasiva na COVID-19 néo tem
mostrado esse padréo. Ao contrario, casos de COVID-19
com e sem infecgdo fungica secundaria tém apresentado
a mesma taxa de mortalidade. Diferentemente dos casos
de aspergilose invasiva na influenza, muitos casos de
COVID-19 tém sido negativos para galactomanana sérica,
levando ao questionamento se ha, de fato, uma infecgao
invasiva ou se ocorre apenas uma colonizagédo com
Aspergillus na COVID-19.2235:36) A partir desses dados, pa-
rece que a COVID-19 ndo é um risco para o desenvolvi-
mento de infecgdo invasiva em si mesma e que diferentes
fatores relacionados a condicées de base especificos e a
administracdo de corticoesteroides podem estar envolvi-
dOS.(35'37)

Outro estudo comparativo objetivou confrontar os mé-
todos de diagnéstico para a infecgao por Aspergillus spp.
associada a influenza com a COVID-19.839 Por esse es-
tudo, a evidéncia micolégica de Aspergillus spp. é dada
pela cultura positiva de lavado broncoalveolar ou pelo re-
sultado positivo para galactomanana sérica na auséncia
de histopatologia. De forma ideal, esses critérios devem
combinar imagens de tomografia computadorizada do t6-
rax (nodulos, sinal do halo, cavitagdes), bem como, eventu-
almente, outros testes para antigenos aspergilares ou PCR,
permitindo a triagem de influenza e COVID-19.6%® Em ter-
mos praticos, é importante considerar que a auséncia de
achados classicos na tomografia computadorizada nao
deve ser empregada para excluir a aspergilose pulmonar
associada a COVID-19, tendo em vista que, analogamente,
imagens tipicas de aspergilose invasiva na tomografia po-
dem nao existir na doenca flingica associada a influenza.
Uma outra questéao a considerar é que apesar do teste para
galactomanana no lavado broncoalveolar ter uma sensibili-
dade aceitavel tanto na aspergilose pulmonar associada a
influenza quanto naquela associada a COVID-19, a utiliza-
¢ao de broncoscopia de rotina para a coleta de amostras
broncoalveolares em pacientes com COVID-19 tem sido
desencorajada pelo risco de producé@o de aerossois du-
rante arealizagcéo desse procedimento ja que pode levar a
contaminacao dos profissionais de saude e dos préprios
pacientes.“ Com o uso da broncoscopia restrito aos indi-
viduos que tenham cultura nasofaringeal negativa ou limita-
do a coletas de lavado broncoalveolar que, efetivamente,
possam determinar mudancas na estratégia clinica, o teste
de galactomanana sérica é tomado em perspectiva. No en-
tanto, a performance desse teste parece ser inferior quan-
do empregado para o diagnéstico de COVID-19.¢8De ma-
neira semelhante aos achados tomograficos, resultados po-
sitivos no teste de galactomanana sérica contribuem para
o diagnostico de COVID-19, mas resultados negativos nao
podem ser critério de exclusdo. O teste de PCR pode ser
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util, entre outras coisas, para a determinacao de marcadores
clinicos e ambientais de resisténcia antifungica. O teste para
glucana sérica tem sido considerado também como ferra-
menta diagnoéstica nas infecgdes fungicas. O aumento dos
niveis de glucana, contudo, pode estar relacionado a dife-
rentes causas nao relacionadas a aspergilose. Para au-
mentar a especificidade e a utilidade desse teste no diag-
nostico de COVID-19, uma sequéncia de provas positivas
é requerida. )

A complexidade e especificidade do diagnéstico de
aspergilose pulmonar associada a COVID-19 tem sido bem
relatada.“? Esta claro que isso decorre do comportamento
singular do préprio virus SARS-CoV-2, que determina im-

portantes diferencas clinico-laboratoriais em relacéao as in-
fecgdes pelos virus da influenza, SARS-CoV e MERS-
CoV.G' Dentre essas diferengas, o emprego de broncos-
copia na COVID-19 é critico. Como discutido anteriormen-
te, em face da recomendacéo da nao utilizagdo dessa téc-
nica narotina clinica, os pacientes suspeitos de aspergilose
pulmonar devem ser, entdo, submetidos a coleta endo-
traquial e/ou a coletas indiretas de lavados broncoalveolares.
Para otimizar os procedimentos laboratoriais nessa situa-
¢do, um algoritmo para triagem e diagnoéstico foi desenvol-
vido, tendo como critérios de entrada a deterioracao respi-
ratoria e/ou presenca de Aspergillus spp. no escaro e/ou
cultura de aspirado traqueal®® (Figura 1).

CRITERIOS DE ENTRADA:

» Microbiologia: cultura de escarro/ aspirado traqueal
positivo para Aspergillus spp.

» Clinica: deterioragdo ou persistente insuficiéncia
respiratoria com ou sem determinagdo ou achados
radiogréficos progressivos

CONSIDERACOES:

= Se LBA indisponivel, considerar o uso da lavagem
broncoalveolar indireta

« BDG pode ser mais sensivel do que GM sérica

» BDG pode ndo ser especifico para aspergilose invasiva,
considerar Candida spp. e Pneumocystis jorivecii

»+  GM em LBA muito alta (>3) é sugestivo de CAPA

» Biomarcadores usados em combinagdo podem ser
superiores ao seu uso isolado

* Biomarcadores séricos negativos na auséncia de LBA,
ndo excluir CAPA

v

v

LBA para Aspergillus
[Antigeno, cultura, PCR]
>1 positivo

LBA para Aspergillus
indisponivel

LBA para Aspergillus
[Antigeno, cultura, PCR]
negativo

' v !

v v v

Biomarcador Sérico Biomarcador Sérico Biomarcador Sérico Biomarcador Sérico Biomarcador Sérico Biomarcador Sérico
[AspAg, PCR, BDG] [AspAg, PCR, BDG] [AspAg, PCR, BDG] [AspAg, PCR, BDG] [Asphg, PCR, BDG] [AspAg, PCR, BDG]
>1 positivo negativo >1 positivo >1 negativo >1 positivo =1 negativo
CAPA CAPA CAPA CAPA CAPA CAPA
altamente provavel provavel nao excluida provavel improvavel

provavel
Terapia CONSIDERAR A TERAPIA ANTIFU NGICA, LEVANDO EM CONTA: N3o entrar com
Antifdngica «  Fatores do hospedeiro pelos critérios de EORTC/ MSG Terapla
Antiftingica
« Fatoresderisco: coinfecgdo com influenza, corticoesteroides e imunossupressores

« Deterioragdo clinica determinada ou indeterminada
+ Noduloscom cavitagdo ousinal do halo ou consolidagdo

* Acompanhamento dos resultados dos biomarcadores séricos

Figura 1. Proposta de algoritimo para triagem e diagnéstico para a COVID-19 associada a aspergilose pulmonar.

Legenda: LBA, lavado broncoalveolar; GM. galactomanana; BDG; 1-3-beta-glucana; AspAg; antigeno aspergilar; IAPA, aspergilose pulmonar associada
a Influenza; CAPA, aspergilose pulmonar associada a COVID-19; EORTC/MSG, Organizagédo Europeia para Investigagao e Tratamento do Cancer/
Grupo de Estudos de Micoses do Instituto Nacional de Alergia e Doencas Infecciosas dos Estados Unidos. Fonte: Armstrong-James et al. 2020.
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Mesmo que fatores de risco para o hospedeiro e as
caracteristicas clinicas de aspergilose pulmonar aplicadas
a COVID-19 nao sejam bem compreendidos, aqueles pa-
cientes que preencham os critérios de provada e provavel
infeccdo devem ser tratados empregando-se os protoco-
los classicos de manejo e tratamento.“'*? Importa reiterar
que, em relacéo ao tratamento da COVID-19, uma forte
correlagéo entre o uso de imunoduladores para o controle
da doenca viral aguda e o desenvolvimento de aspergilose
invasiva tem sido observada.®®

Abstract

The diagnosis of COVID-19-associated pulmonary aspergillosis has
proved to be a dilemma in surgical and medical clinic and laboratory
medicine. The correct diagnosis is critical because co-infection with
Aspergillus in patients with severe COVID-19 pneumonia leads to Acute
Respiratory Discomfort Syndrome (SDRA). As specific protocols have
not yet been produced for COVID-19, those used for the diagnosis of
influenza-associated pulmonary aspergillosis have been adapted with
the criteria of the Consortium formed by European Organization for
Research and Treatment of Cancer (EORTC) and Mycoses Study Group
of the National Institute of Allergy and Infectious Diseases of the United
States (MSG) and the criteria for patients hospitalized in the ICU
(AspICU). The establishment of definitions for the classification of
patients with COVID-19-associated pulmonary aspergillosis to
management and treatment represents an important challenge.
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COVID-19; Influenza; Invasive Aspergillosis; Diagnosis
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A arquitetura laboratorial e a protecao dos profissionais de
saude em tempos de COVID-19

Laboratory architecture and protection of health professionals in COVID-19 times

Sandra Novellino Sancanari’
Joseli Maria da Rocha Nogueira?

Resumo

O novo Coronavirus, causador da COVID-19, que vem atingindo o planeta desde dezembro
de 2019, tem colocado todo o meio cientifico preocupado com a seguranga da populagéo
e dos profissionais da salde. Essa preocupacéo deflagrou a busca acelerada para criar
formas de diagnosticar, tratar e prevenir esta doencga, controlando de alguma forma o virus
SARS-CoV-2. Vérias industrias particulares e 6rgaos governamentais estédo investigando
as tecnologias adequadas para minimizar e se possivel acabar com essa pandemia. Tes-
tes e medicamentos variados estéo sendo pesquisados e produzidos em varias partes do
mundo, e ha um forte estimulo mundial para que a primeira vacina possa ser produzida de
forma o mais segura possivel e dentro dos parametros indicados pela OMS (Organizagéo
Mundial de Satde). Todavia, esses proprios profissionais devem estar seguros em seus
ambientes de trabalho para poderem realizar suas pesquisas. Neste contexto, estudos
associados a biosseguranca e a arquitetura nos auxiliam fornecendo as diretrizes das
condigdes ideais para definicdo do espago fisico e equipamentos adequados para a mani-
pulacéo deste virus dentro do grupo de risco em que o mesmo se insere. Para os diversos
modelos de trabalho, desde a coleta as diferentes formas de diagnéstico, e mesmo nas
pesquisas com 0 SARS-CoV-2, a manipulagéo s6 devera acontecer em laboratérios cuja
arquitetura e os equipamentos disponiveis possibilitem a protegéo biolégica adequada, e o
nivel de contencaéo ird variar de acordo com a finalidade da atividade. Este artigo objetiva
auxiliar na definicdo das caracteristicas necessarias aos laboratérios indicados para es-
ses diferentes tipos de trabalho, em atendimento as normas de biosseguranga/ arquitetu-
ra, ndo s6 quanto a manipulagéo do virus, mas do cuidado em relagéo aos profissionais e
a populagéo exposta a essa pandemia bem como os principais itens no ambiente fisico
dos laboratérios. A metodologia utilizada para esse artigo foi uma busca em diferentes
fontes nacionais e internacionais, ja que se trata de uma revisdo narrativa para responder
uma pergunta especifica associada ao tipo de laboratério e seus equipamentos de prote-
¢éo para cada uma das atividades de trabalho com o SARS-CoV-2. Considerando as
contengdes necessarias e as recomendacdes dos 6rgdos competentes, a arquitetura é
um assunto que nédo deve ser negligenciado quando pensamos em instalagdes adequa-
das para trabalhos diversos com esse tipo de agente. Seguindo as normas de biossegurancga
e 0 bom senso, é possivel minimizar o risco do profissional de saude que trabalha dentro
e fora do laboratério de microbiologia evitando comprometer a sua saude e prevenindo a
contaminacgao ambiental.

Palavras-chave
Coronavirus; SARS-CoV-2; arquitetura laboratorial; biosseguranga

INTRODUCAO te ja se sabe que a transmisséo deste virus ocorre de pes-
soa para pessoa ou, em menor grau, por contato direto ou
Como tem sido amplamente divulgado, a origem da indireto como fomites.?

pandemia atual ocorreu na provincia de Hubei, capital
Wuhan, na China, em um grande mercado de frutos do mar
e animais vivos, no final do ano de 2019. Evidéncias cienti-
ficas indicaram que um novo Coronavirus (SARS-COVID-
19) de possivel origem zoonética foi detectado, infectando
diretamente as pessoas trabalhadoras do local." Atualmen-

A velocidade com que esse virus se propagou e sua
transmissao aérea fez com que sua classificacao de risco
aumentasse sobremaneira, pois, apesar de néo ter alto grau
de mortalidade, sua taxa de disperséo tem sido alarmante,
tornando a COVID-19 uma pandemia global em poucos me-
ses e um risco para a vida de muitas pessoas. O significa-

'Servigo Nacional de Aprendizagem Industrial (SENAI). Rio de Janeiro-RJ, Brasil.
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do etimolégico da palavra biosseguranca, refere-se a raiz
grega "bio", significando vida, e seguranga que propicia
ao ser humano estar seguro, livre de perigos. Para a Agén-
cia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), representa
um "conjunto de medidas e procedimentos técnicos ne-
cessarios para a manipulacédo de agentes e materiais bi-
olégicos, capaz de prevenir, reduzir, controlar ou eliminar
riscos inerentes as atividades que possam comprometer
a saude humana, animal e vegetal, bem como o meio am-
biente".® Em contexto mais amplo, representa um conjun-
to de medidas que visam ndo s6 a segurancga dos profis-
sionais e dos demais grupos envolvidos, evitando aciden-
tes microbiologicos, fisicos, quimicos e para o meio am-
biente, mas também a reducéo e o controle de riscos nos
processos biotecnoldgicos, nas areas da biologia e da
saude.®

A Lei de Biosseguranga n°® 11.105, criada em 24 de
Margo de 2005, teve como prioridade regulamentar os cri-
térios e estabelecer normas de seguranca e mecanismos
de fiscalizacdo associados as atividades que envolvem
organismos geneticamente modificados (OGM), criar o
Conselho Nacional de Biosseguranca, reestruturar a Co-
missao Técnica Nacional de Biosseguranca e dispor so-
bre a Politica Nacional de Biossegurancga.® Surgem en-
tdo varias Instrucées Normativas, e entre elas a de n° 7,
de 06 junho de 1997,® que apresenta em seu anexo a
classificacao de agentes etiol6gicos humanos e animais,
agrupando os microrganismos em classes de 1 a 4, de
menor a maior risco biolégico.” Essa determinacéo le-
vou em conta varios fatores quanto a periculosidade dos
microrganismos manipulados, inclusive considerando os
procedimentos laboratoriais adequados para o seu ma-
nejo. Assim, o risco acabou apontando para a necessida-
de do tipo de controle que seria utilizado e consequen-
temente definiu os niveis de biosseguranca de cada labo-
ratério, considerando, é claro, a adequacgédo do ambiente
arquitetdnico e a utilizacao dos equipamentos para os ex-
perimentos necessarios, tais como cabines de seguran-
ca, os equipamentos de protecao individual e os de pro-
tecédo coletiva.

Segundo as classificagdes de risco bioldgico suge-
ridas pela Fiocruz (Fundagao Oswaldo Cruz),” pelo Cen-
tro de Biosseguranga Canadense! e pelo Center of
Disease Control (CDC - EUA),® este virus foi designado
como pertencente a Classe 3, conforme descrigdo das
caracteristicas "alto risco individual e moderado risco para
a comunidade; agentes bioldgicos que possuem transmis-
sdo por via respiratoria, causando patologias letais e as
medidas terapéuticas sdo ainda indefinidas; exemplo:
Coronavirus (COVID-19)/ SARS-CoV-2".

E importante ndo confundir o risco biolégico de um
agente com o nivel de biosseguranca de um laboratério
onde ele pode ser manipulado. O nivel de biosseguranca
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aplicado para os laboratérios obedece o grau de conten-
céo para o trabalho com os agentes biolégicos com boas
praticas e técnicas dos profissionais envolvidos, equipa-
mentos de seguranca e instalagdes laboratoriais adequa-
das.®

A contencéo primaria esta associada as boas técni-
cas microbiolégicas e uso do equipamento de seguranca
adequado, como as cabines de seguranca biol6gica. Ja
a contencao secundaria, ligada também a parte de biosse-
guranca do meio ambiente externo ao laboratoério, é pro-
porcionada por uma combinacdo de um projeto adequa-
do de instalagdes e das praticas operacionais,!'” ou seja,
o nivel do laboratério necessario estara diretamente liga-
do ao tipo de atividade que sera realizada naquele local.
Todavia, o que define o nivel é a protecéo que ele fornece.

Séo divididos em 04 (quatro) niveis, do menor para
o maior grau de contencdo e complexidade nas praticas
e técnicas de laboratoério e suas barreiras primarias e se-
cundarias”

1. NB-1: laboratério com nivel béasico de biosse-
guranca, sem barreiras primarias ou secundarias, muito
utilizado em treinamento educacional de técnicas de la-
boratério;

2. NB-2: laboratério utilizado para manipulacéo de
agentes de risco moderado, presentes na populagédo e
que estejam interligados a uma patologia humana de ris-
co variavel. Sua producéao de aerossois e borrifos é pe-
guena e os microrganismos podem ser manipulados em
bancadas, mas para qualquer outro procedimento que ofe-
reca risco de exposicao dos profissionais devem ser utili-
zados equipamentos de contencgéo primaria ou cabine de
seguranca biologica;

3. NB-3:laboratérios utilizados para manipulagéo de
agentes nativos que possuam um potencial de transmis-
sdo por via respiratéria e que possam causar infecgdes
sérias e fatais. Sdo necessarias barreiras primarias e se-
cundarias para protecédo dos profissionais, do ambiente
e da populagéo contra a exposi¢cdo aos aerossoéis alta-
mente infecciosos. Todas as manipulacdes destes agen-
tes deveréo ser feitas em cabines de seguranca biolégi-
ca;

4. NB-4:laboratoérios utilizados para manipulacédo de
agentes exoticos perigosos que apresentam um alto ris-
co por provocarem doencgas fatais aos seres humanos;
podem ser transmitidos via aerossois e até o presente
momento nao existem vacinas ou profilaxia adequadas.®

Para a manipulagdo do Coronavirus (COVID-19)/
SARS-CoV-2, os laboratoérios deverao realizar uma avali-
acao de risco visando a seguranca dos testes laborato-
riais, dos profissionais, do ambiente com medidas de
controle adequadas, cumprindo as praticas de biossegu-
ranca laboratorial necessarias. Para determinados pro-
cessos de manuseio de materiais com infec¢ao suspeita

187



Nogueira JMR, Silva LOP

de COVID-19, hematologia de gases sanguineos, testes
de amplificacdo de acido nucleico (NAAT), deverao ser
utilizados no minimo laboratérios NB-2, segundo indica-
do pelo Manual de Biosseguranga Laboratorial da OMS.(")

Os procedimentos técnicos deveréo ser realizados
para minimizar a geracéo de aerosséis e goticulas, prin-
cipalmente no que se refere aos materiais infecciosos,
como, por exemplo, interrupgéo sonica, realizados de for-
ma adequada em cabines de segurancga biol6gica (CSB)
validada ou contencgao primaria, por profissionais qualifi-
cados.(M

Os equipamentos de protecao individual (EPI's) sdo
regulamentados pela portaria n® 32/4, Norma Regulamen-
tadora - NR 6, do Ministério do Trabalho, de 08 de junho
de 1978, e sdo considerados dentro desse preceito como
"todo dispositivo ou produto, de uso individual utilizado
pelo trabalhador, destinado a protecéo de riscos susceti-
veis de ameacar a seguranca e a satide no trabalho".("?

Os EPI's deverao atender ao tipo de laboratorio, por-
tanto, segundo informacgdes disponibilizadas pela Fiocruz,
para NB-2 devem-se, como barreira, utilizar mascaras de
protecéo, protetor facial ou 6culos de protecéo, para pre-
vencao contra os aerossois provenientes da manipulagéo
de microrganismos fora da cabine de seguranca biolégi-
ca. O uso de uniformes de protegao (jalecos, gorros) deve
ocorrer somente dentro dos laboratérios. O uso de luvas
é recomendado quando houver contato direto com os ma-
teriais infecciosos ou equipamentos contaminados; luvas
descartaveis ndo poderéo ser reutilizadas e ndo poderao
ser utilizadas fora do ambiente laboratorial.(”

Os equipamentos de protecéo individual (EPI's) se-
rdao adequados conforme uma detalhada avaliagéo de ris-
co, para uso dos profissionais envolvidos na manipulagao
do virus. Seré importante o uso de desinfetantes adequa-
dos com atividade comprovada contra o virus envelopado,
tais como hipoclorito, alcool, peréxido de hidrogénio, com-
postos de aménio quaternario e compostos fenélicos.(™®

Os equipamentos de protecéo coletiva (EPC's) tém
a finalidade de proteger a saude e a integridade fisica
dos profissionais envolvidos e da coletividade. E regimen-
tada pela NR-4, Servicos Especializados em Engenharia
de Seguranca e em Medicina do Trabalho, de 08 de junho
de 1978('Y e pela NR-9, Programa de Prevengéo de Ris-
cos Ambientais,"® da mesma data.

Os EPC's mais utilizados em NB-2 para atendimen-
to ao virus SARS-CoV-2 sdo as camaras de seguranca
biolégica de classe | e Il (CSB) (para grupos de Risco 1-
3) para a manipulagé@o de material infeccioso, virus ou que
possam produzir aerossoéis ou derramamento,'® a auto-
clave, utilizada para a descontaminagédo dos materiais uti-
lizados nos procedimentos e dos residuos gerados para
sua reutilizacdo ou descarte(' e os chuveiros de emer-
géncia e lava-olhos.
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As CSBs, classe Il, possuem filtros Hepa para filtra-
¢ao do ar de exaustao que pode recircular na parte interna
do laboratério, sendo necessario que a CSB esteja com a
certificacao anual em dia. Devem ser indicadas no "lay-out"
do projeto arquitetdnico, distante das circulagdes e fora das
correntes de ar de portas, janelas e sistemas de ar condi-
cionado.("

Na elaboracdo da instalacdo de um espaco fisico
para um laboratério de nivel de biossegurangca NB-2 ou
NB-3, visando a manipulagéo do virus SARS-CoV-2, é fun-
damental a avaliagédo de riscos que envolvem as condu-
tas exigidas no manuseio do virus no laboratoério, as con-
tencdes primarias e secundarias e a descricdo dos equi-
pamentos utilizados nestes ambientes.

E importante frisar que um projeto arquiteténico
deve atender a todas as prerrogativas ideais para as
boas praticas laboratoriais, sendo necessaria a elabo-
racdo de um programa de necessidades que envolva os
profissionais da area de engenharia/arquitetura e os pro-
fissionais/técnicos do laboratério, onde serao indicados
todos os processos internos, suas etapas, os equipamen-
tos laboratoriais necessarios, mobiliarios e os fluxos de
trabalho.("®

Para os laboratérios NB-2 sdo definidos os ambien-
tes tais como um laboratério principal com outro de apoio
para descontaminacéo, lavagem, preparo e esterilizacao
dos materiais, areas de apoio e administrativa. Dentre as
areas de apoio podemos indicar copas, vestiarios, sani-
tarios, depésitos, almoxarifados e DML (dep6sitos para
materiais de limpeza); para as areas administrativas, se-
cretaria, sala de estudos e escritorios.('®

Na elaboragédo de um laboratério NB-3, todos os es-
pacos fisicos indicados no NB-2 servem de apoio logistico
ao NB-3. Para acesso ao laboratério NB-3 indica-se cons-
truir antecamaras para assepsia e paramentagao dos pro-
fissionais envolvidos e a especificacdo de autoclave du-
pla porta e guichés de passagem para esterilizacéo e
descontaminagé@o do material patogénico.('®

Segundo as normas brasileiras definidas pelo Mi-
nistério da Saude, na parte de arquitetura, as instalagdes
fisicas dos laboratérios NB-2 deverédo possuir portas com
controle de acesso ao publico, manter-se fechadas e pos-
suir visores. Sua largura minima é de 1,10 m; o simbolo
de "Risco Biolégico" devera estar afixado com o agente
manipulado, os dados do pesquisador, EPI necessario e
procedimentos para a saida do ambiente.!'"

As janelas e portas devem ser revestidas de materi-
ais que retardem o fogo e com facilidade de higienizacao;
as janelas deveréo ter protecéo contra os insetos e vidros
com pelicula protetora contra os raios solares. Deve ha-
ver identificacdo das rotas de fuga e das saidas de emer-
géncia com diregéo para as areas externas da edificacao,
com barras antipanico. Além disso, os mobiliarios dos la-

RBAC. 2020;52(2):186-91



A arquitetura laboratorial e a protegéo dos profissionais de satide em tempos de COVID-19

boratérios devem ser lisos e sem reentrancias para facili-
tar a manutencao e limpeza e as cadeiras de material que
permita a descontaminacgéo, assim como as superficies
das bancadas, que devem ser revestidas de material im-
permeavel, liso e resistente ao calor moderado e aos
solventes quimicos e ter largura ideal de aproximadamente
90 cm para apoio dos equipamentos. Seguindo esse ra-
ciocinio, os revestimentos de piso, paredes e tetos de-
vem ser impermeaveis, lisos, para facilitar a higienizacgéo,
e resistentes aos produtos quimicos e de preferéncia com
cores claras. Além disso, o pé direito do laboratério deve
possuir no minimo 3,00 m.(""

As instalacdes elétricas (iluminacdo e tomadas) e
as instalagdes de climatizacdo deveréao ser projetadas e
executadas conforme normas vigentes, seguidas das ins-
talagdes hidrossanitarias, que devem atender a deman-
da dos equipamentos laboratoriais, tanto para o atendi-
mento ao sistema de agua fria e de combate a incéndio
quanto para o sistema de esgotamento sanitario.

Cada laboratério deve possuir um lavatério (para la-
vagem das maos), chuveiro de emergéncia e lava-olhos e
um local no interior do laboratério, préximo ao acesso, para
guarda dos jalecos e dos EPI's, e um local externo para a
funcéo de vestiario.('"

Devem contar com abrigos externos adequados e
ventilados para estocagem de substancias e materiais,
um para abrigo dos cilindros de gases e um abrigo isola-
do para os residuos sélidos.("®

E importante salientar que quando as manipulagées
laboratoriais do virus SARS-CoV-2 ocorrerem pela cultu-
ra do virus, ensaios de isolamento ou neutralizacdo, estas
deveréo ser realizados em laboratérios NB-3 de conten-
¢ao com fluxo de ar direcional interno."®

Nestes recintos deverao estar presentes somente os
profissionais competentes e treinados para atendimento as
praticas e requisitos necessarios do NB-3, inclusive a utili-
zacao dos equipamentos de protecao individual (EPI's), ja
que nesse laboratério torna-se obrigatério o uso de roupas
de protecédo sem aberturas frontais, as quais devem ser
esterilizadas para o descarte ou lavagem. Além disso, quan-
do houver contato direto com os materiais infecciosos ou
equipamentos contaminados, devera ser avaliada a possi-
bilidade do uso de dois pares de luvas, principalmente quan-
do a manipulacdo ndo ocorrer nas cabines de seguranca
biolégica. Nesses casos também devem ser utilizados res-
piradores ou protetores faciais com dispositivo de conten-
¢ao fisica.”

Os EPCs mais utilizados em NB-3 para atendimen-
to ao virus SARS-CoV-2 sédo as camaras de seguranca
biolégica de classe Il ou lll, autoclave com porta dupla, uti-
lizada para a descontaminacdo dos materiais utilizados
nos procedimentos e dos residuos gerados para sua
reutilizagédo ou descarte.('®
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As CSB da classe Il, da qual existem 4 tipos (A1, A2,
B1 e B2), s6 permitem o fluxo de ar esterilizado (filtro HEPA)
sobre a superficie de trabalho. J&4 as CBS, classe lll, o ar
fornecido é filtrado (filtro HEPA) e o ar expelido passa por
dois filtros (HEPA). A definicdo de qual camara sera utiliza-
da vai depender da atividade que nela seréa realizada e dos
EPI's que podem estar disponiveis no Laboratério.('®

Além dos itens indicados aos laboratérios NB-2, as
instalagdes fisicas dos laboratérios NB-3 deveréo possuir
uma separacao das areas de transito irrestrito do prédio
e possuir acesso restrito. Suas janelas deverao ser lacra-
das e fechadas!'” e deve haver uma camara pressurizada/
antecamara ou vestiario de barreira para a entrada e sa-
ida dos técnicos, para colocacédo ou retirada dos EPI's,
com sistema de bloqueio de dupla porta, fechamento au-
tomatico e intertravamento.(”

Nesse nivel de seguranca, na area de descontami-
nacao de residuos provenientes das manipulagdes, deve-
ra ser instalado uma autoclave com dupla porta (biocon-
tencéo). Além disso é obrigatério um lavatério, chuveiro de
emergéncia e lava-olhos com acionamento automatico ou
acionado com cotovelo ou pé na saida do laboratério.("”

Todas as instalagdes elétricas e hidraulicas devem
ter seus comandos fora da area de contencéo do labora-
torio e devem ser independentes de outras edificacdes.
O perimetro de contencéao do laboratério também deve
ser dotado de sistema que permita sua vedacgao para pro-
cedimentos de descontaminagcédo dos ambientes, sendo
necessario haver saida de emergéncia do laboratério de
acordo com as normas vigentes.('?

Considerando a complexidade arquitetdnica e ca-
pacidade de contencédo dos laboratérios disponiveis para
o enfrentamento da atual pandemia, o Ministério da Sau-
de definiu que agentes com potencial de risco zoonético
nao existentes no Brasil, exoéticos, e de alto risco de dis-
seminacao no meio ambiente devem ser manipulados em
laboratérios com o maior nivel de contencéo existente no
Pais, que, no caso do Brasil, sédo os Laboratérios NB-3.
Fica claro que todas as atividades desde a cultura até as
mais simples poderdo ser realizadas no NB-3, contudo
ficam permitidas no NB-2 as atividades de risco modera-
do em que nédo houver necessidade de contengdo NB-3,
como testes de diagnostico em espécimes de soro ou
sangue, manipulagao de virus lisados, fixados, partes do
genoma nao infecciosos e empacotamento de espécimes
clinicos para diagnoéstico.'®

CONCLUSAO

A necessidade de se trabalhar rapidamente com esse
agente de forma segura tem levado muitos laboratérios a
iniciarem seus trabalhos adaptando seus espacgos a nova
realidade. Além disso, varios novos espacos tiveram que

189



Nogueira JMR, Silva LOP

ser construidos em tempo recorde, e, considerando o cus-
to de instalagéo de todos os equipamentos, ndo tem sido
uma tarefa simples.

O importante no momento é considerar a segurancga
do trabalhador, da qualidade dos testes realizados e a
manutencdo da condigdo ambiental no entorno.

Um laboratério que segue padrées de arquitetura vol-
tados para a area da saude ja retune a maioria dos itens
necessarios para a configuragdo de espacos com Nivel
de Biosseguranca 2 (NB2), com o uso de materiais, aca-
bamentos e sistemas imprescindiveis para que as rotinas
acontecam em seguranca seguindo esses quesitos. O
layout dos espacos estabelece areas de controle e de
utilizacdo com restricdes, conforme preconizam os proto-
colos de areas limpas, indispensaveis em ambientes de
pesquisa. Todavia, para laboratérios NB-3 ja considera-
dos de contencdo séo requeridas outras especificagdes
mais restritivas, que possivelmente somente locais que ja
trabalhavam com cultura de agentes de nivel de risco 3 ou
areas de producgéo de vacinas possuem. E entéo impor-
tantissimo que haja um estimulo para que novos laboraté6-
rios sejam construidos, e as recomendacdes dos proje-
tos arquitetdnicos, dentro destes parametros, ndo devem
ser negligenciadas, pois s6 com instalagdes adequadas
poderemos ampliar a possibilidade de trabalho com mai-
or nivel de segurancga, na busca de respostas para mini-
mizar e, se possivel, acabar com essa pandemia.

Abstract

The new Coronavirus, which causes the disease COVID-19, and which
has been affecting the planet since December 2019, has put the
entire scientific community concerned with the safety of the population
and health professionals. This concern started the accelerated search
to create ways to diagnose, treat and prevent this disease, somehow
controlling the SARS-CoV2 virus. Several private industries and
government agencies are investigating the appropriate technologies
to minimize and, if possible, end this pandemic. Varied tests and
drugs are being researched and produced in various parts of the world,
and there is a strong worldwide stimulus for the first vaccine to be
produced as safely as possible and within the parameters indicated
by WHO (World Health Organization). However, these professionals
must be safe in their work environments in order to carry out their
research. In this context, studies associated with biosafety and
architecture help us by providing guidelines for the ideal conditions
for the manipulation of this virus, within the risk group to which it
belongs. Forthe various working models, from collection, to different
forms of diagnosis and even in research with the virus, manipulation
should only take place in laboratories whose architecture and the
available equipment enable adequate biological protection, and the
level of containment will vary according to the purpose of the activity.
This article aims to assist in defining the characteristics necessary
for the laboratories indicated for these different types of work, in
compliance with biosafety / architecture standards, not only regarding
the manipulation of the virus, but also the care in relation to
professionals and the population exposed to this pandemic as well
as the main items in the physical environment of the laboratories. The
methodology used for this article was a search in different national
and international sources, since it is a narrative review to answer a
specific question associated with the type of laboratory and its
protective equipment for each of the work activities with SARS-CoV-2.
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Considering the necessary restraints and the recommendations of
the competent organizations, architecture is a subject that should
not be neglected when we think of suitable facilities for diverse work
with this type of agent, following the rules of biosafety and common
sense, itis possible to minimize the risk the health professional who
works inside and outside the microbiology laboratory, avoiding
compromising his health and preventing environmental contamination.
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Coronavirus; SARS-CoV-2; laboratory architecture; biosafety
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Comunicacao Breve/Short Communication

Impacto do microbioma na COVID-19

Impact of the microbiome on COVID-19

Alessandro Conrado de Oliveira Silveira Resumo

Inimeros estudos demonstram o papel da microbiota intestinal na aquisigéo e evolugéao
do SARS-CoV-2. Atua diretamente inibindo a replicagao viral, assim como indiretamente
modulando a resposta imune. Alguns perfis bacterianos ja foram associados com uma
maior gravidade dos sintomas, baseado na ja bem conhecida conexéo intestino-pulméo,
com a produgéo de metabdlitos bacterianos e componentes da resposta imune. Sem
duvida, o intestino pode ser alvo de futuras intervencées, através de modulagéo intestinal,
propiciando uma nova e promissora abordagem no manejo terapéutico dos pacientes com

COVID-19.

Palavras-chave

ACEZ2; disbiose; probiéticos; SARS; pneumonia

INTRODUCAO

A microbiota intestinal € um importante ecossistema
microbiano que abriga uma grande diversidade bacteriana.
Essa comunidade atua de maneira integrada com outros
orgaos, auxiliando a digestdo, modulando a resposta imu-
ne, produzindo neurotransmissores e vitaminas, além de
manter a integridade da barreira intestinal.

O mecanismo de entrada proposto para o coronavirus
reside em sua capacidade de se ligar ao receptor de enzima
conversora de angiotensina (ACE2), caracteristicamente
um receptor de membrana extracelular expresso em célu-
las epiteliais. Em éareas do trato gastrintestinal (Gl) com
grande expressédo de ACE2, como estdmago, duodeno e
reto, foi encontrada a proteina do capsideo viral, cuja pre-
senca era notavelmente mais baixa em areas desprovidas
de receptores, como o es6fago."

Dados recentes sugerem que a colonizagao viral por
meio dos receptores ACE2 expressos no intestino resulte
em eliminacdo viral nas fezes, na forma de diarreia, muito
tempo apés a resolugédo da infecgéo respiratéria inicial.
Apontam ainda para o fato de que a deteccéo viral nas fe-
zes ocorre independentemente da presenca de diarreia e
pode estar presente em até 50% dos pacientes.?

Dessa forma, é dificil imaginar que esse exército
bacteriano intestinal ndo atuara de maneira decisiva na de-
fesa e controle da infeccdo pelo SARS-CoV-2. Estudos®#

demonstram que o microbioma intestinal tem um papel im-
portante nesses processos, agindo de duas formas princi-
pais. Uma direta, pela supresséo da replicacgéo viral, e ou-
tra indireta, de maneira inespecifica, mantendo a integri-
dade da barreira intestinal, dificultando a passagem do vi-
rus para a corrente sanguinea (viremia). Além disso, a co-
lonizacao intensa pelas bactérias dificulta a ligacao da par-
ticula viral nos receptores celulares ACE2. Atuam também
em células T reguladoras, que irdo adequar a resposta imu-
ne e diminuir a probabilidade de uma resposta inflamatoéria
exacerbada (tempestade de citocinas), que é um dos prin-
cipais fatores de risco de gravidade na COVID-19.("®

Desse modo, a imunidade inata é fundamental para
que se esteja mais protegido contra uma infecgéo, e uma
imunidade especifica adequada vai fazer com que, caso
infectados, se possa desenvolver uma resposta adequada
a presenca do virus, diminuindo a probabilidade de desen-
volver as formas graves da doenca. E o microbioma atua
de forma decisiva, tanto na imunidade inata quanto na es-
pecifica.

Gut e colaboradores® avaliaram mudangas no micro-
bioma intestinal de pacientes com COVID-19, comparan-
do-o com o de um grupo controle. Esses autores verifica-
ram que os pacientes com COVID-19 apresentaram os trés
principais sinais de disbiose: diminuicdo da diversidade,
aumento de bactérias com atividade pré-inflamatéria e di-
minuigado de bactérias com perfil anti-inflamatério. Assim,
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foram avaliados a proteina C reativa (PCR), procalcitonina
(PCT) e D dimero (DD) como indicadores da gravidade da
doenca. Comparados com o grupo controle, Agathobacter,
Fusicatenibacter, Roseburia e Ruminococcaceae estavam
diminuidos em pacientes COVID-19 e foram correlacio-
nados negativamente com niveis de PCR, PCT e/ou DD.
Por outro lado, os géneros Streptococcus, Rothia,
Veillonella e Actinomyces estavam aumentados nesses
pacientes, assim como os niveis de PCR, PCT e DD.

Somado a isso, Bacteroides stercoris, uma espécie
bacteriana do filo Bacteroidetes, conhecida pela supres-
sdo da expressao de ACE2, que é um ponto de entrada
da célula hospedeira para SARS-CoV-2, dificultando a in-
feccdo viral. Estes dados destacam um potencial papel
benéfico das bactérias simbiontes no combate a infec-
¢ao0.®

A reducédo das Proteobactérias (bactérias Gram ne-
gativas) intestinais pode ser uma forma de reduzir o nivel
de sinais inflamatorios e, assim, reduzir a gravidade de uma
infecgdo por COVID-19. Em situagdes nas quais ha aumen-
to de Proteobactérias no intestino, ha uma disbiose, com
aumento da permeabilidade intestinal e consequente va-
zamento de endotoxina pré-inflamatéria (LPS, componen-
te da parede celular de bactérias Gram negativas). Essa
endotoxina se liga a um receptor celular chamado Toll Like
Receptor 4 (TL4), gerando um quadro de toxemia.>4

Assim como a microbiota intestinal, existem robus-
tas evidéncias que sugerem a presenca de microrganis-
mos distintos no pulmé&o. No intestino, bacteroidetes e
firmicutes sdo predominantes, enquanto que bacteroi-
detes, firmicutes e Proteobactérias sdo os mais abundan-
tes no pulméo. Curiosamente, a microbiota intestinal de-
monstrou afetar a saide pulmonar por meio de uma
interligacéo vital com os pulmdes, conhecida como eixo
intestino-pulméao. Esse eixo deve ser bidirecional, o que
significa que as endotoxinas, metabdlitos microbianos,
podem impactar o pulméo através do sangue e, quando
ocorre inflamagédo no pulméo, pode afetar a microbiota
intestinal também. Isso levanta uma possibilidade interes-
sante de que o novo SARS-CoV-2 também possa ter um
impacto na microbiota do intestino. As infec¢des respira-
torias estdo associadas a uma alteragdo na composigéo
da microbiota intestinal. Uma das manifestagdes clinicas
graves de COVID-19 é a pneumonia e a progressao para
SARS, especialmente em pacientes idosos com imuno-
comprometimento.®®

E licito considerar a melhoria da eficacia de futuras
intervengdes imunolégicas no combate a COVID-19 com
a modulagédo do microbioma intestinal. Para obtencéo de
uma microbiota saudavel, a abordagem pode incluir me-
didas que busquem melhorar a producgéao intestinal de
butirato, promovendo interagdes microbianas por mudan-
cas na dieta e reducédo de estados pro-inflamatérios.

RBAC. 2020;52(2):192-3

Abstract

Numerous studies demonstrate the role of the intestinal microbiota in
the acquisition and evolution of SARS-CoV-2. It acts directly by
inhibiting viral replication, as well as indirectly modulating the immune
response. Some bacterial profiles have already been associated with
a greater severity of symptoms, based on the well-known intestine-
lung connection, with the production of bacterial metabolites and
components of the immune response. Undoubtedly, the intestine can
be the target of future interventions, through intestinal modulation,
providing a new and promising approach in the therapeutic management
of patients with COVID-19.
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ACEZ2; dysbiosis; probiotics; SARS; pneumonia
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Papel do laboratério clinico na pandemia de Coronavirus
The role of the clinical laboratory in the Coronavirus pandemic

Jorge Luiz Joaquim Terr&o

Prezado Editor

O grande surto de COVID-19 levou a Organizagéo Mun-
dial da Saude (OMS) a classificar a doenga como uma
pandemia em 11/03/2020, o que gerou uma grande corrida para
o estabelecimento de tratamentos e metodologias diagnésticas
mais eficazes e rapidas. A infeccdo humana ocasionada pelo
Novo Coronavirus (SARS-CoV-2) representa uma grave emer-
géncia de salde publica de ambito internacional, de acordo
com o anexo |l do Regulamento Sanitario Internacional. Em de-
corréncia disso, COVID-19 é um evento de salde publica de
notificacdo imediata. Os laboratérios de anélises clinicas (LAC)
séo responsaveis por 95% das condutas médicas e, no caso
do Coronavirus, o laboratério é o responsavel pela comprova-
¢éo etioldgica,” como também contribui para o monitoramento
da doenca e a determinagéo do seu prognostico.

A finalidade e a fungédo dos profissionais no laboratério
clinico consistem em fornecer subsidios clinicos aos médicos,
permitindo confirmar ou rejeitar um diagnéstico, fornecer dire-
trizes de conduta para o monitoramento clinico do paciente,
estabelecer um prognéstico, detectar a doenca caso a caso e/
ou por meio de triagem e monitorar a terapia. Embora a exati-
dao e a precisdo tenham sido sempre pré-requisitos para um
bom servico de laboratério, a rapidez/prontiddo ou "tempo de
liberacao" de um resultado laboratorial é igualmente decisivo
para a exceléncia geral do servigco a ser prestado ao pacien-
te.? Até onde se sabe, a transmissédo se da de pessoa para
pessoa, por contato com goticulas, aerossois e fomites con-
tendo particulas virais. Além disso, evidéncias crescentes apon-
tam para a rota de transmisséao fecal-oral. O SARS-CoV-2, as-
sim como o SARS-CoV, se liga aos receptores da enzima
conversora de angiotensina do tipo 2 (ECA 2) humana, o que
permite sua entrada na célula do hospedeiro. Agrande afinida-
de do SARS-CoV-2 com a ECA2 pode estar relacionada a alta
transmissibilidade do novo CoV.™

O padrao ouro, em se tratando de virus, é a cultura de
tecido, onde o patégeno, ou seja, o virus é isolado. Com o ad-
vento da engenharia genética e a genética reversa, atualmente
o padréo ouro é a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
precedida da reacdo de transcriptase reversa (RT-PCR), que
detecta o &cido nucleico, no caso em tela, RNA+.® A pesquisa
de antigeno viral por métodos imunocromatograficos, seja por
leitura fluorescente ou visual, € uma alternativa a ser conside-
rada em especial por LAC’S que n&o possuem condi¢cdes para
implementacéo do setor de biologia molecular.

O diagnostico laboratorial da COVID-19 usa materiais
biologicos coletados das vias aéreas superiores, swab de
nasofaringe e orofaringe combinados, e das vias aéreas inferi-
ores, lavado broncoalveolar, aspirado traqueal, liquido pleural e
bidpsia pulmonar.® Entretanto, esses métodos de detecgéo
dependem fortemente da presenca do genoma viral em quan-
tidades suficientes no local da coleta de amostras para que
possa ser amplificado. Perder a janela temporal da replicagéo
viral pode fornecer resultados falso-negativos. Da mesma for-
ma, uma coleta incorreta de amostra pode limitar a utilidade do
ensaio quantitativo baseado em PCR (qPCR). Um diagnéstico
falso-negativo pode ter graves consequéncias, especialmente
neste estagio da pandemia, pois pode permitir que pessoas
infectadas espalhem o virus, dificultando assim os esforgos
para conter o avango da doenc¢a. Nessas condi¢gées, métodos
de rastreamento adicionais capazes de indicar a presenca de
infeccéo, apesar da carga viral mais baixa, podem ser alta-
mente benéficos para garantir o diagnéstico oportuno de todos
os pacientes infectados. A deteccdo da producgéo de anticorpos,
especialmente imunoglobulina (Ig) M, que s&o produzidos rapi-
damente ap6s a infecgéo, pode ser uma ferramenta que com-
binada com a RT-PCR pode aprimorar a sensibilidade e a pre-
cisdo da detecgdo. Todavia, atualmente, a extenséo e a cinética
temporal da resposta humoral contra o SARS-CoV-2 ndo séo
bem conhecidas.®

A pandemia da COVID-19 impés aos LAC’'S grandes de-
safios em todas as suas fases de produgdo. Dentre elas des-
taco na fase pré-analitica o fato de que mesmo tendo rotinas
bem estabelecidas para higienizacdo das méos, desinfec¢éo
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de moéveis, utensilios e superficies, estas necessitaram de
adaptacdes especificas as caracteristicas da doenca, por
exemplo, a sua alta transmissibilidade. A adaptacéo das are-
as de atendimento e coleta de materiais biolégicos, de forma
rapida, com o objetivo de garantir o distanciamento minimo entre
colaboradores, entre colaboradores e clientes e entre clientes,
para mitigar a possibilidade de transmisséo do Sars-CoV-2 por
goticulas e aerossois, foi outro desafio enfrentado pelos LAC’S.
A grande demanda por amostras para exames de RT-PCR
exigiu dos gestores técnicos dos LAC’S a adaptacéo dos pro-
cedimentos operacionais padréo (POP), em especial com a
paramentacao e desparamentacéao dos profissionais respon-
saveis por estas coletas e mesmo para capacitagéo de novos
colaboradores.

Os métodos soroldgicos tém importantes usos clinicos
e em saude publica e clinicos para monitorar e responder a
pandemia da COVID-19. Atualmente, n&o h& vantagem eviden-
te se os testes identificam IgA, IgM, 1gG ou anticorpos totais. E
importante minimizar os resultados dos testes falso-positivos,
escolhendo um ensaio com alta especificidade e testando po-
pulagdes e individuos com uma probabilidade elevada de ex-
posicéo prévia ao SARS-CoV-2. Alternativamente, um algoritmo
de teste ortogonal (isto €, empregando-se dois testes indepen-
dentes em sequéncia quando o primeiro teste produz um re-
sultado positivo) pode ser usado se o valor preditivo positivo
esperado de um Unico teste é baixo. Os anticorpos geralmente
se tornam detectaveis uma a trés semanas ap6s o inicio dos
sintomas quando as evidéncias sugerem que a transmissao
provavelmente diminuiu bastante e que se desenvolveu algum
grau de imunidade contra infec¢des futuras. No entanto, dados
adicionais sdo necessarios antes de se modificarem as reco-
mendac¢des de saude publica com base nos resultados dos
testes sorolégicos, incluindo decisdes sobre a interrupgéo do
distanciamento fisico e 0 ndo uso de equipamentos de prote-
¢do individual.®

O diagnéstico laboratorial de diversos agravos como Aids,
hepatites virais e toxoplasmose, dentre outras, através de mé-
todos soroldgicos bem estabelecidos, faz parte da rotina
laboratorial; entretanto, a COVID-19, por ser emergente, desa-
fia enormemente os LAC’S no tocante a validacéao dos rea-
gentes, pois pouco conhecemos da cinética do surgimento dos
anticorpos (Ac) como resposta a esta infecgao. As divergénci-
as encontradas entre os resultados das diferentes metodologias
soroldgicas disponibilizadas ao mercado para os LAC'S tém
como base, por exemplo, o uso de diferentes antigeno-alvos
empregados nos conjuntos de reagentes, a pureza destes
antigenos e o tipo de Ac pesquisado (IgA, IgM, 1gG e Ac totais).

A definicdo de protocolos de validagéo que permitam
conhecer caracteristicas como sensibilidade, especificidade
e reprodutibilidade destes reagentes mobilizou as socieda-
des cientificas do setor das analises clinicas, bem como
gestores técnicos dos LAC’'S, para garantir a escolha e o
emprego de Kits reagentes que atendam os critérios de qua-
lidade analitica especificados e assim garantir resultados
confiaveis e seguros.

RBAC. 2020;52(2):194-5

Os LAC’S necessitaram adaptar seus planos de geren-
ciamento de residuos de servigos de saude a realidade da
COVID-19, por exemplo, pelo aumento do quantitativo de resi-
duos especificamente contaminados.

Por fim, todo o setor das analises clinicas necessita se
perguntar quais os aprendizados que precisamos tirar da situ-
acéo atual e como podemos nos manter minimamente prepa-
rados para situagées futuras que venham a se apresentar.
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Testes portateis, remotos ou pontos de cuidados — TLPs — TLRs

- POCT

Portable, remote tests or points of care— TLPs — TLRs — POCT

Irineu Keiserman Grinberg

Prezado Editor

Existem equipamentos e dispositivos laboratoriais des-
tinados a realizar exames ao lado do paciente, geralmente a
beira do leito hospitalar, ou em unidades de urgéncia e emer-
géncia localizadas em Prontos-Socorros, Unidades de Aten-
dimento (UPA) ou outros estabelecimentos com as mesmas
afinidades laborais. Apresentam resultados quase imediatos
para exames urgentes, portanto podem antecipar diagnésti-
cos e terapias, bem como a monitorizagdo do paciente no
decorrer do tempo que estiver internado. Muitos deles séo
indispensaveis aos diagnosticos e orientam, de forma preco-
ce, decisdes fundamentais na conduta clinica. Um dos me-
Ihores exemplos da utilidade desses testes é a pesquisa de
marcadores cardiacos em pacientes com dor toracica, pois
em poucos minutos podem-se obter resultados de troponina
I, mioglobina e CKMB, através de TLP's.

Esses testes laboratoriais, em sua grande maioria, con-
sistem em reacgdes antigeno-anticorpo que ocorrem numa pe-
quena caixa plastica, na qual a amostra a ser examinada e o
tampao diluidor percorrem, por migracéo, o trajeto num leito
de nitrocelulose. Em determinado espaco, acontecera a rea-
¢éo antigeno-anticorpo mediada pelo conjugado. Em resulta-
do reagente, aparecera uma coloragao na linha correspon-
dente. Existe no "pack", em que se realiza a reac&o, uma
segunda linha de leitura chamada de controle da migracéo,
onde sempre deve aparecer a coloragdo. Caso nao aparega,
o teste devera ser invalidado, pois podera néo ter ocorrido a
migracdo. Nao se trata de controle de qualidade. Apenas da
migracao, apesar de alguns profissionais de vendas tenta-
rem afirmar a clientes que o controle da qualidade ja vem
anexado ao teste.

Nos casos de infeccao pelo SARS-CoV-2 serdo extre-
mamente Uteis na conduc¢é&o de estudos de imunidade, mapea-

mento populacional e liberag&o de contaminados para as suas
atividades profissionais. Ndo s&o indicados para o diagnésti-
co inicial, o padréo ouro é o RT-PCR, que pesquisa o RNA
viral ou suas particulas de forma direta. Este teste sé pode
ser realizado a partir do inicio dos sintomas até o sétimo dia.

Na consecucéo podera acontecer resultado negativo,
mesmo que o paciente esteja contaminado, com leves ou mo-
derados sintomas clinicos. Nos casos de maior gravidade em
pacientes de UT]I, intubados ou ndo, em termos de quantida-
de é maior e, desta forma, o RT-PCR poderé perdurar positi-
Vo por mais tempo.

Passado o tempo de fase aguda, existe a necessidade
de avaliacdo da formagédo de anticorpos. S&o testes de im-
porténcia fundamental, pois, juntamente com a avaliagéo cli-
nica, revelaréo o estado de imunidade ou mapeamento da po-
pulacdo. As imunoglobulinas pesquisadas séo a IgM, IgA e
IgG. Ou Ig totais. Estdo sendo utilizadas as metodologias
ELISA EIA, quimioluminescéncia, QML ou, a maioria, pela
modalidade TLP’s, preferentemente em soro ou em gota de
sangue capilar.

Em quase todas as definicdes dos TLP’s predominam
os termos, "séo de facil realizagdo e executados em tempo
inferior a 30 minutos". Essa frase foi traduzida e condensada
para "testes faceis", que propiciou o surgimento das mais va-
riadas espécies de profissionais auto-habilitados a realizar
esses exames. Essa é uma culpa que deve ser assumida
por todo o segmento laboratorial (por quem escreve essa ma-
téria inclusive). Muito mais facil citar testes rapidos do que
Testes Laboratoriais Portateis, remotos ou POCT. Com essa
atitude desprestigiamos o trabalho por nés realizado.

A Anvisa, por meio da RDC 302/2005, efetivada apéds
anos de discussdes, possui um capitulo extenso em que tra-
ta apenas desses procedimentos. Portanto, ha mais de 15
anos ja existiam esses cuidados. ARCD expde de forma cla-
ra que todos os TLP’s, onde forem realizados, deverdo estar
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vinculados a um laboratério de analises clinicas, cujo respon-
savel técnico sera também o tutor das liberacdes dos laudos
e do controle de qualidade.

Entretanto, as farmacias, no presente momento,
enquadraveis como estabelecimentos de saude e em fran-
co crescimento nas atencdes voltadas a farmacia clinica,
vém tentando habilitar-se a esse tipo de atendimento atra-
vés da utilizacdo dos TLP’s. As entidades que representam
os setores laboratoriais, utilizando-se de atitudes que confi-
guram a manutencéo da qualidade laboratorial e a seguran-
¢a do paciente, ndo se manifestaram contrarias. Todavia,
ndo abrem mé&o do cumprimento total da RDC 302/2005 por
serem procedimentos laboratoriais. E como tal devem ser
tratados.

Pressionada, a Anvisa, numa tentativa de decisdo Salo-
monica, editou a RDC 377/2020, que permite aos estabeleci-
mentos farmacéuticos, de forma temporaria (enquanto durar a
pandemia causada pelo Novo Coronavirus), a execugéo dos
TLP’s para a pesquisa de anticorpos. Essa RDC n&o contem-
pla nenhum conceito dos sistemas da qualidade laboratorial,
apenas refere, de forma muito répida e superficial, citagbes de
rastreabilidade.

Os TLP’s cromatograficos, apesar de existirem ha pelo
menos 30 anos, requerem vigilancia permanente em todos os
itens componentes dos sistemas da qualidade interna e exter-
na. Os destinados a pesquisar anticorpos totais ou fracionados
para SARS CoV-2 sdo de criagdo e manufatura recentes. Pos-
sivelmente n&o foram suficientemente testados ante a neces-
sidade de té-los disponiveis com muita celeridade e, também,
pela necessidade de que os primeiros a se apresentar teriam
a vantagem do "pioneirismo" e valores de venda mais proemi-
nentes. A Anvisa licenciou dezenas de marcas, algumas total-
mente desconhecidas. As avaliagdes iniciais dos testes foram
realizadas nos laboratérios que os adquiriram e muitos foram
enquadrados como invalidaveis.

As entidades que congregam os laboratérios clinicos,
SBPCML, SBAC e Abramed, com o apoio da CBDL, criaram o
comité para avaliagéo e validagdo de marcas que se apresen-
taram de forma voluntaria. Ao mesmo tempo, as nossas enti-
dades que mantém setores de ensaios de proficiéncia da qua-
lidade laboratorial comegaram a produzir material de controle
interno e externo para os TLP’s que pesquisam anticorpos para
0 SARS-CoV-2. J& estéo disponiveis para todos os laboratéri-
os interessados.

Desta forma, parece que tudo se dirige aos lugares cor-
retos. Os testes estdo sendo mais bem avaliados, tanto em
especificidade quanto sensibilidade. Os de ma qualidade per-
dem espacos e os valores de aquisi¢cdes, muito altos no langa-
mento, estabilizam. Entretanto, ainda é dificil aceitar que um
"pack" tenha seu preco fixado em valores aproximados a 10
unidades de testes para hepatite ou gestacdo. Certamente exis-
te espaco para novas e melhores negociagées. A utilizagéo
dos mesmos é garantida e em grande volume, pois serdo utili-
zados para o mapeamento imunoldgico da populagéo no peri-
odo pés-pandemia.
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Contudo, muito teremos que aprender em relagdo aos
aspectos imunitarios dessa linhagem viral responsavel pela
COVID19.

Tudo o que se previa inicialmente em relagcdo aos
anticorpos formados pelos pacientes acometidos pelo SARS-
CoV-2 é algo similar ao que acontece em outras doencgas in-
fecciosas. Primeiro o aparecimento de anticorpos IgM e, apés,
IgG, que perduravam por um tempo razoavel ou de forma per-
manente, conferindo imunidade.

No entanto, ndo é o que tem ocorrido. Ja foram verificadas
algumas variagbes que vao desde o aparecimento inicial da
IgG, sem IgM, bem como um quadro contrario. Foram relata-
dos, também, alguns casos de auséncia de soroconversao ou
desaparecimento de todos os anticorpos em pouco tempo.
Parece tratar-se de um virus fora da curva habitual, que vai
requerer inumeros estudos focados inclusive na manufatura e
testagem de vacinas.

Os TLP’s se completam com a utilizag&o de equipamen-
tos fundamentais na execuc¢éo de procedimentos laboratoriais
subsidiarios de utilizacdo mais ampliada, porém indispensa-
veis no monitoramento de pacientes acometidos pelo SARS-
CoV-2.

Atualmente, existem empresas que se especializaram
em sistemas para traduzir os sinais complexos dos sistemas
imunolégicos. Desenvolveram e validaram uma plataforma pi-
oneira que propicia, em poucos minutos, a diferenciagéo entre
infecgcdes virais e bacterianas. S&o ferramentas indispensa-
veis para minorar o uso de antibidticos e, desta forma, além de
orientar a terapia de maneira rapida, diminuir expressivamente
a resisténcia bacteriana.

A startup Sight Diagnostics desenvolveu um pequeno
equipamento, pouco maior que uma torradeira doméstica, que
realiza o hemograma (19 parametros) com duas gotas de san-
gue digital. O resultado do exame é liberado em 90 segundos.

Devem ser lembrados ainda os oximetros digitais, “sem
efeito” existentes ha razoavel tempo, mas agora com utiliza-
¢&o multiplicada no controle da saturacéo de oxigénio dos pa-
cientes de COVID 19.

Diante dessa tempestade viral que assolou quase todo o
planeta, existe a necessidade de respostas tecnolégicas atuali-
zadas e eficientes. O laboratério de analises clinicas ocupa
posto da mais alta relevancia nessa dura e provavelmente lon-
ga situacdo. Portanto, deve buscar por todos os meios possi-
veis a qualificacdo necessaria para ndo ser apenas um coad-
juvante.
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Alteracdes laboratoriais e a COVID-19

Laboratory alterations and COVID-19

Ricardo Brito de Oliveira Junior’
Patrick Menezes Lourengo?

Prezado Editor

Mais um surto surge no novo século, incomodando com
mais veeméncia a paz mundial, sendo a sexta vez que a OMS
entra com decreto de emergéncia em saude publica internacio-
nal. Atualmente, estamos vivendo uma pandemia causada por
uma nova cepa de Coronavirus, conhecido por SARS-CoV-2,
causador do Coronavirus, que determina uma sindrome respi-
ratéria aguda de forma muito abrupta. Diante da atual situacéo
mundial, onde ainda ndo h& vacina e medicamentos especifi-
cos para o tratamento da virose, vale salientar a importéncia
do conhecimento por todos os profissionais da salide acerca
dos aspectos basicos da biologia viral, epidemiologia, patogé-
nese, resposta imune do hospedeiro e sintomatologia, que séo
objetos de recentes estudos.

Com a experiéncia vivida no apoio laboratorial em surtos
endémicos e pandémicos no continente africano, entre 2013 e
2014, e lidando atualmente com a pandemia de coronavirose
nos hospitais da rede privada e oficial do Rio de Janeiro, para
nés fica patente a importancia da medicina laboratorial na pre-
vencéo, diagnostico e acompanhamento de doentes em situa-
¢do de calamidade publica. Quando um paciente procura o
servigo de urgéncia ou emergéncia com queixa e sintomatologia
dessa virose, a linha de frente da investiga¢ao da suspeita cli-
nica séo os testes laboratoriais e de imagem. No caso dos
testes de laboratério, esses séo constituidos por uma lista ba-
sica de analitos conhecida como painel de exames. O objetivo
desta carta é discutir sobre as principais alteragcées desses
analitos nos pacientes infectados pelo SARS-CoV-2 nas qua-
tro fases do curso da doenca.

Na fase 1 (primeira semana de surgimento dos sinais e
sintomas), o individuo apresenta um estado gripal, com mal-
estar, coriza, febricula intermitente, alteracéo no olfato e pala-
dar, diarreia (~25%) e conjuntivite. Nessa fase, os exames
laboratoriais que podem apresentar algum inicio de alteragéo

s&o os componentes do hemograma, linfécitos tendendo a uma
diminuicéo, devido a uma menor resposta ao virus, o que é o
oposto do que estamos acostumados a encontrar na maioria
das viroses, pois os linfécitos possuem em sua membrana
plasmatica receptores expressos ACE2 para o coronavirus,
tornando-se um possivel alvo de infecgdo. Os exames bioqui-
micos, coagulograma, eletrélitos e equilibrio acido-base néo
mostram altera¢des relevantes na maioria dos pacientes que
se encontram nesta fase da doenca.

Na fase 2 (segunda semana de evolugéo dos sinais e
sintomas), comeca a surgir tosse seca, a febre tende a au-
mentar (~37,5 a 38°C), pode iniciar artralgia e mialgia. No
hemograma, a linfocitopenia pode comecar a se intensificar,
mostrando um prognéstico ruim. O aparecimento de leuco-
citose e/ou neutrofilia pode estar relacionado com infeccéo
bacteriana associada. Os marcadores de fase aguda (como
processo inflamatério) comegam a aumentar de acordo com
a resposta orgénica a infec¢éo. Desses marcadores, o mais
utilizado no painel de emergéncia e urgéncia é a proteina C-
reativa, por sua alta sensibilidade e exibir os aumentos mais
dramaticos dentre todos os marcadores de reacéo de fase
aguda, tendo em vista que esse marcador, apds realizar a
sua ligacéo, ativa o sistema complemento (via classica), ini-
cia o processo de opsonizacgéo e faz quimiotaxia, estimulan-
do os processos de fagocitose e lise dos antigenos invaso-
res. A proteina C-reativa atua semelhante ao complexo
antigeno-anticorpo, reconhecendo substéncias téxicas de ori-
gem autdgena liberadas por tecidos lesionados, bem como
detoxificando e eliminando, em seguida, esses produtos da
corrente sanguinea. De todos os marcadores relacionados
com resposta a reacéo de fase aguda, a proteina C-reativa é
a mais sensivel, porém com baixa especificidade. Alguns pa-
cientes apresentam, ainda, hipoalbuminemia, pois a albumina
encontra-se diminuida na maioria das reagdes de fase aguda
geradas por processo inflamatério. Existem alguns motivos
para a diminuigao da concentra¢do da albumina, como o au-
mento da permeabilidade capilar, decorrente da fase exsu-
dativa do processo inflamatério, fazendo com que ocorra a
entrada de mais albumina no espaco extravascular, diminui-
¢do da sintese em resposta a presséo oncotica coloidal e
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diminuicdo da sintese hepatica em resposta a citocinas infla-
matoérias, principalmente a interleucina 6 (IL-6).

Outros analitos também podem sofrer alteragéo na con-
centracdo sanguinea em resposta a uma reacgéo de fase agu-
da, mas n&o fazem parte do painel de emergéncia e urgéncia.
Nessa fase, podemos observar igualmente um inicio de altera-
¢éo no Dimero-D, pois a codificagéo de algumas proteinas ndo
estruturais pelo RNA+ do virus pode prejudicar a estrutura
eritrocitaria (o que estimula a coagulacao intravascular disse-
minada) e da hemoglobina, retirando o atomo de ferro neces-
sario para o transporte de oxigénio. Além disso, a infeccdo causa
uma disfun¢éo endotelial, estimulando em excesso a geragéo
de trombina com consequente reducéo da fibrinélise, promo-
vendo uma hipercoagulabilidade. Essa perda da ligagéo do fer-
ro, explica, em parte, o inicio da queda da saturacéo de oxigé-
nio (SO,), porém, na maioria dos pacientes ainda encontra-
mos valores entre 93% a 95%. Muitos individuos que se en-
contram nessa fase (~80%) conseguem caminhar para uma
boa resolucéo do problema.

Cerca de 20% dos pacientes evoluem para a terceira
fase, que apresenta complicagdes muito mais abruptas do
que as fases anteriores. A evolugéo para essa fase é rapida,
ocorre em média entre o oitavo e o décimo dia. Os sinais e
sintomas mais comuns sdo cronificacdo de tosse seca e
cansago com dispneia, que explica a queda da SO, para os
valores entre 90% e 92%. Esses pacientes podem comecar
a apresentar uma hipoéxia tecidual por conta da dispneia, situ-
acao que explica os aumentos de lactato e lactato desidro-
genase (LDH), pois o lactato é um intermediario no metabo-
lismo dos carboidratos e sua remocao extra-hepatica ocorre
no musculo estriado esquelético e no cortex renal pelo pro-
cesso de oxidagao. Ja a LDH é uma enzima encontrada no
citosol de todas as células em concentra¢des consideraveis
e a injuria da célula estimula sua saida e consequente au-
mento da concentragdo na corrente sanguinea. O aumento
dessa enzima também é indicado pela elevagéo de lactato,
pois ela catalisa a oxidacéo de 1-lactato a piruvato com a
mediacdo de NAD+ como aceptor de hidrogénio. A LDH é
amplamente distribuida pelo organismo, possuindo cerca de
sete isoenzimas. Nesta discusséo, vale salientar a importan-
cia da isoenzima 3, pois apresentam altas concentragdes nos
pulmdes, leucécitos, linfonodos, plaquetas e baco. APCR, o
principal marcador de fase aguda na emergéncia/urgéncia,
atinge valores criticos na maioria dos pacientes dessa fase.
O Dimero-D também aumenta sua concentracéo e alguns
pacientes chegam a exibir valores criticos (cerca de seis ve-
zes acima do valor de referéncia). No coagulograma, obser-
vamos alteragdes nos valores de PTT, que aumenta sua ati-
vidade e pode gerar resultados abaixo de 25 segundos em
grande parte dos pacientes. O hemograma apresenta trombo-
citopenia consequente a alteragcéo do sistema de coagula-
cao. A linfocitopenia comeca a agravar-se (cerca de quatro
linfocitos na leucometria especifica) com subsequente leuco-
citose e neutrofilia pela presenca de infeccao bacteriana as-
sociada, o que néo é uma regra.
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A evolucéo da terceira para a quarta fase pode ocorrer
entre o décimo segundo e décimo quarto dia, quando cerca
de 50% dos pacientes necessitam de intubacéo por conta das
complicacdes no sistema respiratério e hematolégico. Os pa-
cientes apresentam sindrome do desconforto respiratério,
sendo a insuficiéncia respiratéria um quadro bastante comum,
0 que explica a queda da SO, para cerca de 80% a 90%, a
diminuicéo do pH ao redor de 7,25 a 7,31 e o aumento da
concentracdo de CO, e lactato na corrente sanguinea, ca-
racterizando uma acidose mista (aumento da CO,, causando
acidose respiratéria, e aumento da lactato, causando acidose
metabdlica). Essa situacéo determina uma hipéxia bastante
abrupta, prejudicando érgéaos e sistemas que necessitam de
grande parte do débito cardiaco, como figado e rins, fazendo
com que as concentracdes de alanina aminotransferase
(ALT), aspartato aminotransferase (AST) e ureia se elevem
na corrente sanguinea.

As alteracdes do coagulograma se apresentam muito
mais criticas do que nas fases anteriores devido a presenca
de febre elevada (acima de 38°C na maioria dos pacientes) e
hipotensao arterial (podendo levar ao choque). E sabido que o
aumento da temperatura (causado pela febre) e a diminuicdo
na velocidade do fluxo sanguineo (causado pela hipotenséo
arterial) sdo grandes estimuladores para o sistema de coagu-
lagéo sanguinea. Nao podemos esquecer que as proteinas
virais estruturais e n&o estruturais continuam sendo sintetiza-
das, prejudicando a estrutura das hemacias e hemoglobina, o
que intensifica ainda mais a hipoxia e os valores baixos da SO,
e a ativacao do sistema de coagulagdo sanguinea.

Com o avanco dessa quarta fase, alguns pacientes apre-
sentam a sindrome hemofagocitica, causando a diminui¢&o do
numero de hemacias devido ao aumento da atividade dos
macrofagos do sistema reticuloendotelial esplénico e hepati-
co, podendo levar a uma esplenomegalia, hepatomegalia (au-
mentando a ALT e AST na corrente sanguinea), hepato-
esplenomegalia e linfonodomegalia sistémica com presenca
de rash cutaneo. Essa sindrome causa aumento significativo
de potassio e LDH, que continuam evoluindo junto com a
sintomatologia.

Os individuos que exibem esse quadro por mais de trés
a cinco dias comegam a apresentar alteragées nos marca-
dores cardiacos (Troponina |, CPK total, CPK-MB atividade,
CPK-MB massa e Mioglobina) em decorréncia de disturbios
da coagulacgéo, hipotenséo arterial, hipdxia e sindrome hemato-
fagocitica.

O uso de hidroxicloroquina (ainda em estudo) pode cau-
sar alteragdes nos exames laboratoriais de acordo com a fase
da doenga, dose administrada e interagdo medicamentosa. Es-
sas alteragdes podem ocorrer principalmente nos eletrélitos
(Na, K, Mg e Ca), marcadores cardiacos, glicemia, fosfatase
alcalina (FAL), gama glutamiltranspeptidase (GGT), ALT, AST e
Pro-BNP. A administragao de azitromicina é feita quando ocor-
re uma infec¢éo bacteriana conjunta. Este farmaco pode levar
a alteragcdes de FAL, GGT, AST, ALT, ureia, coagulograma,
plaguetas, Na, K, Ca e Mg.
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Uma questéo que pode ser levantada é se outros analitos
que nado fazem parte do painel de exames laboratoriais de
emergéncia e urgéncia podem auxiliar na avaliagdo do com-
prometimento orgénico da infecgcdo em suas complicagdes e
tratamento. Como, por exemplo, a ferritina no processo de dano
eritrocitario e da hemoglobina, na retirada do atomo de ferro
por proteinas ndo estruturais sintetizadas pelo virus, a alfa1-
antitripsina, que é sintetizada no figado, mas mantém maior
parte da sua atividade (~98%) de inibicdo de proteases no
parénquima pulmonar, a alfa1-glicoproteina acida, uma lipo-
calina que possui a funcdo de ligar substéncias lipofilicas, a
alfa2-macroglobulina, sintetizada no figado, mas que tem a fun-
¢éao de inibir proteinases no plasma sanguineo, a ceruloplas-
mina, que contém cerca de 95% do cobre sérico, possuindo
como uma das fung¢des a regulacgéo vital do ferro e realizando
sua oxidagdo para posterior incorporagédo a transferrina, a
haptoglobina, que se liga irreversivelmente a hemoglobina, evi-
tando sua perda por via renal, fazendo dela um excelente
marcador de hemolise, a hemopexina, responsavel pelo trans-
porte do heme livre, o que evita sua toxicidade, a transferrina,
principal proteina transportadora de ferro para hemoglobina,
mioglobina, citocromos, figado e sistema reticulo-endotelial, as
proteinas do complemento, principalmente C3 e C4, a inter-
leucina 6 e o fator de necrose tumoral alfa, que s&o substéanci-
as relacionadas intimamente com o processo infamatério e que
realizam uma potente quimiotaxia, estimulando e inibindo célu-
las e outros componentes do sistema imunolégico.

O Ministério da Saude tem afirmado que os testes em
massa para a Covid-19 s&o necessarios para o entendimento
do comportamento da doenca e para definir as melhores es-
tratégias e acdes. Se os dados preliminares estiverem corre-
tos, 80% dos pacientes com a COVID-19 n&do apresentam sin-
tomas ou sdo pouco sintomaticos. Nesse cenario, a concen-
tracédo dos testes em pacientes internados e em estado mais
graves nao vai permitir entender a epidemiologia da doenga, o
que implica o ndo conhecimento da sua incidéncia, evolugéo,
prevaléncia, transmissibilidade e letalidade.

O desenvolvimento de um painel laboratorial como os que
existem para outras doencas ira ajudar na avaliagéo do curso
da doenca e facilitar a solicitagcdo de exames para a investiga-
¢éo clinica.
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Carta ao Editor/Letter to Editor

Relacao neutréfilo-linfocito e resposta imune como fatores de

prognoéstico para COVID-19

Neutrophil-lymphocyte relationship and immune response as prognostic factors for

COVID-19

Joéo Marcelo Ramalho Alves

Prezado Editor

Ao final de 2019, uma sindrome respiratéria aguda gra-
ve, associada a tempestade de citocinas descontroladas, cau-
sada pelo novo coronavirus-2 (SARS-CoV-2), foi identificada
em Wuhan, na China, e rapidamente se espalhou pelo mundo.
Atualmente temos mais de 21 milhdes de casos, mais de 755
mil mortos em 218 paises.

A comunidade cientifica internacional nunca experimen-
tou periodo de téo intensa produgéo de pesquisas nas areas
da epidemiologia, diagnéstico tendo como base os passos an-
teriormente trilhados nas pandemias de SARS-CoV(2002/03)
e MERS-CoV (2012/13), que acometeram a Asia e o Oriente
médio, respectivamente.

A doenca é dividida em trés fases: 1) fase de replicacédo
viral, onde o virus se liga a receptores ACE2 prioritariamente
nas células do aparelho respiratério, iniciando o ciclo de infec-
¢éo, que dura geralmente até o sétimo dia da doenca; 2) fase
pulmonar, caracterizada pelo processo imunotrombético, com
aparecimento de infiltrados pulmonares em vidro fosco, febre
mais elevada, dispneia e uma variedade de reag¢des inflamato-
rias, ocorrendo entre o oitavo e o décimo segundo dias; 3) fase
de hiperinflamacéo, na qual alguns pacientes apresentam pio-
ra clinica, caracterizada por insuficiéncia respiratéria, choque,
hipotens&o e tromboembolismo, como consequéncia da tem-
pestade de citocinas.

O desempenho dos testes diagnésticos esta intimamen-
te relacionado com a cinética viral da COVID-19, onde o tempo
de contagio, a fase da doenca e a gravidade da infec¢éo po-
dem apresentar alteracdes em seus resultados.

O padrédo ouro de identificacdo viral € o RT-PCR na
deteccéo do virus, sendo realizado a partir da coleta de células
da nasofaringe com auxilio de swabs, bem como escarro ou
fluido bronco alveolar (BALF), que sédo transportados em
meio viral. No entanto, a taxa positiva das amostras analisa-

das demonstrou-se inferior a 75%. Desta forma, ensaios
imunolégicos para SARSCoV-2 sdo necessarios para se di-
agnosticar, com precisdo, a COVID-19. Os anticorpos SARS-
CoV-2 IgM especificos foram detectados usando-se um en-
saio imunocromatogréafico de ouro coloidal SARS-Coloidal
(GICA). Os resultados foram analisados em combinagéo com
a data de coleta da amostra e informacdes clinicas (Quadro
1). © GICA foi concordante com os casos positivos detectados
por RT-gPCR-COVID-19 em 82,2% (37/45), bem como em
32,0% (8/25) nos pacientes clinicamente confirmados RT-
gPCR negativos (analise no periodo de 4-14 dias apds o inicio
do sintoma). A investigacéo de pacientes com IgM negativo,
RT-qPCR-positivo-COVID-19 mostrou que metade deles de-
senvolveu doenca grave.(?

Quadro 1 - Relagéo entre deteccéo de IgM, data de coleta da amostra
e situagéo clinica do paciente

IGM < 3 dias 4 -7 dias 15 - 21 dias
Leve/Moderada 38% 64% 100%
Grave 0% 16,7% 75%

A relacéo neutrdfilo/linfécito (NRL) pode ser atil como
preditor de gravidade e desfecho da doenca. Quanto maior o
NRL, maior o valor de citocinas inflamatérias (IL-2, IL-6 e IL-10)
e maior ser&o os valores de IgG e, consequentemente, maior
sera a gravidade com pior prognéstico.®

Uma ativagéo imune exagerada com altos niveis de IgG
foi associada a gravidade, onde fené6tipos NRL elevado - IgG
elevado, NRL elevado - IgG baixo, NRL baixo - 1gG elevado e
NRL baixo - IgG baixo foram de 72,3%, 48,5%, 33,3% e 15,6
respectivamente. Além disso, a elevagéo das taxas de NRL e
IgG também estiveram associadas a aumento de citocinas pré-
inflamatérias. Em contrapartida, a taxa de recuperacgéo de pa-
cientes graves estava, segundo este estudo, inversamente

"Médico Intensivista, Superintendente do Hospital Universitario Gaffreé e Guinle - HUGG/EBSERH - Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro

(Unirio). Rio de Janeiro-RJ, Brasil.

Instituigdo: Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro (Unirio). Rio de Janeiro-RJ, Brasil.

Recebido em 21/09/2020
Artigo aprovado em 30/09/2020
DOI: 10.21877/2448-3877.20200014

RBAC. 2020;52(2):201-2

201



Alves JMR

proporcional, ou seja, quanto menores o NRL e o IgG, maior a
chance de recuperagéo (Figura 1).®

O 1gG para SARS-CoV-2 é inicialmente detectado ap6s
quatro dias de doenca, atingindo pico em média de quatro se-
manas. Titulos altos e precoces foram observados em casos
graves, enquanto que, em casos leves, os resultados na mai-
oria foram titulos baixos de IgG, sustentando a hipétese de que
uma resposta imune robusta também levaria a maiores danos
em tecidos imunomediados.

A linfopenia com NRL elevado também ja foi descrita em
pacientes com maior gravidade, tornando o NRL um bom indi-
cador de imunidade inata e o IgG um indicador de imunidade
adquirida.

Enquanto isso, uma resposta tardia da IgM estaria asso-
ciada a gravidade. Ainvestigacao de pacientes com IgM nega-
tivo com RT-PCR positivo mostrou que metade destes evoluiu
para formas graves da COVID-19, levando a crer que pacien-
tes nestas situagdes ndo desenvolveram niveis detectaveis de
anticorpos IgM no inicio da doenga.®

Os testes laboratoriais traduzem, portanto, uma ferra-
menta de auxilio a tomadas de decisdes clinicas no diagnésti-
co da fase da doenca por infecgéo causada pelo SARS-CoV-2,
cujos resultados negativos ou positivos devem ser cuidadosa-
mente analisados, pois resultados negativos ndo sdo exclu-
dentes e devem ser interpretados com auxilio dos dados cli-
nicos.

IgG |

e CRS de neutroéfilo/macréfago
NRL e Agravamento por danos
) teciduais associados e
complicacao

e Agravamento por danos
NRL teciduais associados e
| complicagbes

1gG 1
e CRS de neutrdfilo/macrofago
e Agravamento por danos teciduais

associados e complicagdo
e Dano tecidual mediado por
anticorpos

e Agravamento por danos teciduais
associados e complicagdes

e Dano tecidual mediado por
anticorpos

Figura 1. Relacdo NRL/IgG e gravidade da doenca.
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Carta ao Editor/Letter do Editor

Possiveis abordagens farmacolégicas para SARS-CoV-2
Possible pharmacological approaches to SARS-CoV-2

Guilherme Eduardo da Silva Ribeiro

Prezado Editor

A partir da divulgagéo do primeiro caso, em 12 de de-
zembro de 2019, ocorrido na cidade de Wuhan, China," a ci-
éncia médica deparou-se com um gigantesco desafio — en-
contrar medicamentos para a prevencao e o tratamento deste
novo agente infeccioso. Apesar de novo, esse agente é muito
semelhante na sintomatologia a outras infec¢des respiratérias
virais. Apresenta similaridades filogenéticas com coronavirus
causadores da SARS (SARS-CoV) e MERS (MERS-CoV).? O
genoma deste novo virus exibe 96% de similaridade com o do
virus RaTG13, obtido do morcego Rhinolophus affinis. O domi-
nio ligante do receptor do SARS-CoV-2 adere com alta afinida-
de ao receptor ACE2 humano.®

Nao ha vacina ou medicamento com eficacia comprovada
para o tratamento do virus, apesar de varias pesquisas estarem
em andamento. Portanto, o tratamento da doenca se concentra
principalmente no tratamento sintomatico e na oxigenoterapia.®
Com o rapido crescimento na transmisséo da doencga, a procu-
ra por moléculas disponiveis com mecanismo de a¢ao determi-
nado e com possiveis atividades contra o virus foi iniciada.

A patogénese da infecgdo por SARS-CoV-2 em huma-
nos permanece incerta. A fungcéo imunolédgica exerce papel vi-
tal para melhores desfechos do processo infeccioso.®

Alteragdes imunes em pacientes com SARS, MERS e
influenza, especialmente alteragdes nos subconjuntos de
linfécitos T do sangue periférico, contribuem para o entendi-
mento das caracteristicas, diagnéstico, monitoramento, pre-
vencgdo e tratamento da doenga.*

Existem trés linhas de abordagem para a descoberta de
medicamentos para se desenvolver um novo medicamento
para SARS-CoV-2. Essas abordagens levam a possiveis op-
¢des de tratamento, incluindo o redirecionamento de medica-
mentos, a triagem de bancos de dados moleculares empre-
gando-se ferramentas de modelagem de drogas e a triagem
das bibliotecas de compostos em ensaios antivirais, sendo que
a terceira opcdo ndo é compativel devido a alta taxa de trans-
missdo na comunidade. Assim, o redirecionamento de medi-
camentos e as analises computacionais de acoplamento sdo

as duas principais abordagens atuais para se encontrarem pos-
siveis agentes para a terapia do SARS-CoV-2.®

CANDIDATOS A MEDICAMENTOS

Como o0 SARS-CoV-2 cursou para uma pandemia, cau-
sando um grande numero de mortes, devido a sua transmis-
séo rapida, a descoberta de medicamentos contra o virus &,
dessa forma, uma prioridade urgente. No entanto, atualmente
néo existem medicamentos bem-sucedidos para o tratamento
da COVID-19. O redirecionamento de medicamentos com base
em drogas ja existentes, como metodologia ativa para o de-
senvolvimento de medicamentos para reduzir o tempo e o custo
em comparagéo com a descoberta de novos medicamentos,
tem sido bastante considerado.

Remdesivir

Varios ensaios clinicos estdo atualmente em curso
(Gilead "SIMPLE" Trials, Pediatric Trial, REMDACTA Trial). O
FDA (Food and Drug Administration) disponibilizou o remdesivir
sob autorizagéo de uso emergencial para o tratamento de adul-
tos e criangas com doenga grave causado pelo virus.® O
remdesivir (GS-5734) é um pro-farmaco que apresenta agéo
antiviral de amplo espectro, inibidor da RNA polimerase depen-
dente de RNA (RdRp), com atividade inibitéria contra SARS-
CoV e a sindrome respiratéria do Oriente Médio (MERS-CoV).
Foi identificado precocemente como candidato promissor a te-
rapéutica para o COVID-19 devido a sua capacidade de inibir
SARS-CoV-2 in vitro. Além disso, em estudos com primatas
nao humanos, o remdesivir iniciado 12 horas apés a inoculacéo
com MERS-CoV reduziu os niveis de virus pulmonares e da-
nos nos pulmdes.” Foi relatado que um paciente americano
com 2019-nCoV se recuperou ap6s receber remdesivir intra-
venoso em 7 de janeiro, dentro de um ensaio em pacientes
com 2019-nCoV (NCT04252664 e NCT04257656).®

No protocolo de uso do remdesivir para o tratamento da
COVID-19 (em adultos), a Sociedade Espanhola de Farmacia
Hospitalar prop&e o seguinte regime posolégico:
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Dose de ataque e de manutengao:

« Dose de ataque no primeiro dia de 200 mg/EV, segui-
da por uma dose de manutenc¢éo de 100 mg/EV por dia, do 2°
ao 10°dia.

Precaugodes a serem observadas:

» Lavar o equipo com 30 mL de solucéo de cloreto de
sédio (NaCl) 0,9%, apoés a infuséo da solugdo medicamen-
tosa;

» Monitorar possivel quadro hipotensivo durante a admi-
nistragao;

» Suspender o uso de lopinavir/ritonavir e interferon f3;

Preparacio e administragao da solugao:

* Frasco de 150 mg de remdesivir. Cada frasco-ampola
deve ser reconstituido com 30 mL de dgua para injetaveis (API),
obtendo-se uma concentracao final de 5 mg/mL. A dose é dilu-
ida em 100 mL-250 mL de soro fisiol6gico com infusdo em trin-
ta minutos;

* Frasco de 100 mg de remdesivir. Cada frasco-ampola
deve ser reconstituido com 19 mL de dgua para injetaveis (API),
obtendo-se uma concentracao final de 5 mg/mL. A dose é dilu-
ida em 100-250 mL de soro fisiolégico com infus&o em trinta
minutos;

» Estabilidade. Quatro horas em temperatura ambiente
e 24 horas em geladeira.®

Cloroquina e Hidroxicloroquina

Apesar de atualmente a aplicacéo de cloroquina e hidro-
xicloroquina ser desaconselhada pela comunidade cientifica
internacional para o tratamento de pacientes com COVID-19,
em decorréncia da grande controvérsia que se estabeleceu
em ambito mundial, relatar seu uso é importante como fato
histérico da medicina contemporanea.%.

A cloroquina, um medicamento amplamente utilizado no
tratamento da maléria e doencas reumatolégicas, tem sido re-
latada como uma substéncia com potencial antiviral de amplo
espectro in vitro, empregando células Vero10. \Wang et al. rela-
taram que a cloroquina bloqueia a infec¢éo por virus, aumen-
tando o pH endossémico necessario para a fusao virus/célula,
bem como interfere na glicosilagéo dos receptores celulares
de SARS-CoV. De acordo com esses autores, além de sua
atividade antiviral, a cloroquina parece possuir uma atividade
imunomoduladora que pode aumentar sinergicamente seu efeito
antiviral in vivo. Ainda conforme Wang et al., a cloroquina é
amplamente distribuida em todo o corpo, incluindo o pulméo,
apds administragéo oral.(?

A seguranca e a eficacia da cloroquina e hidroxiclo-
roquina, contudo, tém sido avaliadas em ensaios clinicos
randomizados, séries de casos e estudos observacionais com
resultados pouco animadores. Nesse sentido, o uso da cloro-
quina e da hidroxicloroquina deve ser restrito a protocolos de
pesquisa aprovados em Comites de Etica em Pesquisa com
consentimento formal do paciente ou seu responsavel.(101

204

O sulfato de hidroxicloroquina, um derivado da cloroquina,
foi sintetizado pela primeira vez em 1946 pela insercdo de um
grupo hidroxila na molécula da cloroquina e mostrou-se muito
menos (~40%) téxico em animais."® A hidroxicloroquina esta
disponivel para o tratamento de doencas autoimunes, como
lUpus eritematoso sistémico e artrite reumatoide. As duas mo-
|éculas compartilham estruturas e mecanismos quimicos se-
melhantes para servir como base fraca e imunomodulador.
Anélises in vitro em células Vero demonstraram que a potén-
cia da hidroxicloroquina (EC50 de 0,72 mM) foi maior que a da
cloroquina contra SARS-CoV-2.(10.14

No protocolo de uso da hidroxicloroquina para o trata-
mento da COVID-19 em adultos, a Sociedade Espanhola de
Farmacia Hospitalar propunha o seguinte regime posolégico:
400 mg g12h via oral (VO) no primeiro dia, seguido de 200 mg
g12h (VO) por quatro dias.®

Efeitos adversos

A cloroquina e a hidroxicloroquina tém um perfil de
toxicidade semelhante, embora a hidroxicloroquina seja mais
bem tolerada e tenha menor incidéncia de toxicidade do que a
cloroquina.

Efeitos adversos cardiacos

Prolongamento do intervalo QTc (QT corrigido), Torsade
de Pointes, arritmia ventricular e morte cardiaca. O risco de
prolongamento do intervalo QTc é maior para a cloroquina do
que para a hidroxicloroquina. O uso concomitante de medica-
mentos que apresentam risco moderado a alto para o prolon-
gamento do intervalo QTc [por exemplo, antiarritmicos, anti-
psicoticos, antifungicos, macrolideos (incluindo azitromicina)
e antimicrobianos do grupo das fluoroquinolonas] devem ser
usados apenas se necessario. Considere-se usar doxiciclina
em vez de azitromicina como terapia empirica para pneumo-
nia atipica.™

O acompanhamento eletrocardiografico é recomendado
quando houver interagées medicamentosas em potencial ou
doencas cardiacas subjacentes.'® A relacéo risco-beneficio
deve ser cuidadosamente avaliada em pacientes com doenca
cardiaca, histérico de arritmia ventricular, bradicardia (<50
batimentos por minuto) ou hipocalemia ndo corrigida e/ou
hipomagnesemia.(®

Outros efeitos adversos

Hipoglicemia, erupgéo cuténea e nusea (doses dividi-
das podem reduzir ndusea). Retinopatia, supressdo da medu-
la 6ssea podem ocorrer com o uso a longo prazo, mas isso
n&o é provavel com o uso a curto prazo.(®

Nitazoxanida
A nitazoxanida € um medicamento aprovado pelo FDA
(Food and Drug Administration) para o tratamento de diarreia e

enterite infecciosa, causada por parasitas com um bom perfil
de seguranca. No entanto, esse agente antimicrobiano
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tiazolideo tem sido considerado um candidato em potencial
contra infecgdes respiratérias virais.'” Os resultados da efi-
cacia da nitazoxanida em humanos com infec¢des respiratori-
as sdo limitados a um pequeno nimero de ensaios e os resul-
tados sdo contrastantes. Em um estudo de fase 2b/3, duplo-
cego, randomizado, controlado por placebo, com 624 partici-
pantes com idades entre 12 e 65 anos e com doenca seme-
Ihante a influenza, foi mostrado que 600 mg de nitazoxanida
duas vezes ao dia por cinco dias diminuiu o tempo entre a pri-
meira dose e o alivio dos sintomas em comparagéo com o
placebo, com uma baixa taxa de eventos adversos graves
(4%).7® No entanto, sdo necessarias mais evidéncias sobre
os efeitos hepatorrenais e cardiovasculares, bem como sobre
a teratogenicidade."® Até o momento, 17 protocolos de ensai-
os clinicos estéo registrados no ClinicalTrials.gov, avaliando os
efeitos da nitazoxanida no tratamento da COVID-19.
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INSTRUGOES AOS AUTORES

A Revista Brasileira de Andlises Clinicas [RBAC], criada em 1969, é o 6rgéao
oficial de divulgagao cientifica da Sociedade Brasileira de Analises Clinicas
[SBAC]. A RBAC tem circulagao trimestral e seus artigos estado indexados no
LILACS [Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude].

NORMAS PARAPUBLICAGAO

A Revista Brasileira de Anélises Clinicas [RBAC] é publicada em portugués
einglés e é dedicada a divulgagao de pesquisa cientifica de qualidade metodolégica
reconhecida, relacionada as varias areas das analises clinicas e da patologia
clinica veterinaria.

Ao submeter o original do manuscrito, os autores assumem a
responsabilidade do manuscrito ndo ter sido previamente publicado e nem estar
sendo simultaneamente analisado por outro periédico, quer na integra ou
parcialmente, excetuando-se resumos ou relatorios preliminares publicados em
anais de reunides cientificas. Todos os autores deverado assinar e encaminhar
a Declaragao de Responsabilidade, Conflito de Interesse, Concordancia e
Transmissao de Direitos Autorais, assumindo formalmente a autoria pelo
manuscrito e oficializando a cessédo do copyright. A declaragdo assinada
devera ser remetida sob a forma de documento em ".pdf". As opinides, assergoes
e conclusées emitidas nos manuscritos, bem como a veracidade das informagdes
e citagdes bibliograficas sdo de responsabilidade exclusiva do(s) autor(es).

Os autores deverao declarar no manuscrito qualquer potencial conflito de
interesse, incluindo aqueles de natureza politica e financeira. O documento
formal de conflito de interesse é a Declaragdo de Responsabilidade, Conflito de
Interesse, Concordancia e Transmissao de Direitos Autorais mencionada acima.

Os autores deverao declarar todas as fontes de financiamento ou suporte
publico ou privado recebidas para a realizagao do estudo. No caso de estudos
realizados sem recursos financeiros, da mesma forma, os autores deverao
declarar que a pesquisa nao recebeu financiamento para a sua realizagéo.

Quando a investigagdo envolver seres humanos, a publicagdo do manus-
crito estara condicionada ao cumprimento irrestrito das diretrizes normativas
do Conselho Nacional de Satde [CNS] e Comiss3o Nacional de Etica em
Pesquisa [CONEP]. A declaragédo de que os procedimentos seguidos nos experi-
mentos estdo em consonancia com os principios éticos aceitos pelas norma-
tivas nacional (Resolugdo CNS 466/2012) e internacional (Declaragédo de
Helsinki/ World Medical Association) devera ser explicitamente firmada no ultimo
paragrafo da se¢ao Material e Métodos. O nimero do parecer da Comissao de
Etica em Pesquisa [CEP] da instituigdo responsavel pela investigagio devera
ser também ai declarado. Uma cépia em ".pdf" da autorizagdo do CEP devera
ser encaminhada juntamente com o manuscrito. Quando se tratar de pesquisa
com animais, as normativas do Conselho Nacional de Controle de Experi-
mentagdo Animal [CONCEA] e Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
[COBEA], bem como do Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
[Institute for Laboratory Animal Research/ National Academy of Science - USA]
deverao ser incondicionalmente respeitadas e seu cumprimento também devera
ser declarado, explicitamente, no ultimo paragrafo da secéo Material e Métodos.
O nuimero do parecer da Comissao de Etica no Uso de Animais [CEUA] da
instituicdo responsavel pela pesquisa devera ser igualmente declarado e uma
copia em ".pdf" da autorizagcdo do CEUA devera ser, da mesma forma,
encaminhada com o manuscrito. Quando os autores forem filiados a instituigdes
nao brasileiras, estes deverdo declarar no manuscrito o cumprimento de dire-
trizes normativas e remeter documentacéo local de mesmo efeito legal.

A Revista Brasileira de Anélises Clinicas apoia as politicas para registro de
ensaios clinicos da Organizagdo Mundial de Salde [OMS], do International
Committee of Medical Journal Editor [ICMJE] e do Workshop ICTRP. Desse
modo, somente serdo aceitos para publicacdo os artigos de ensaios clinico-
laboratoriais que tenham recebido um numero de identificagdo em um dos
registros de ensaios clinicos validados pelos critérios estabelecidos pela OMS
e ICMJE. Entidades que registram ensaios clinicos segundo os critérios do
ICMJE séao: Australian New Zealand Clinical Trials Registry [ANZCTR],
International Standard Randomised Controlled Trail Number [SRCTN],
Nederlands Trial Register [NTR], UMIN Clinical Trials Registry [UMIN-CTR],
WHO International Clinical Trials Registry Platform [ICTRP]. No entanto, o nimero
de identificagdo obtido no Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos - ReBEC
(http://www. ensaiosclinicos.gov.br) do Ministério da Saude [DECIT/MS],
Organizagao Panamericana de Saude [OPAS] e Fundagéo Oswaldo Cruz [Fiocruz]
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é igualmente aceito pela RBAC. O numero de identificagéo/ identificador primario
devera ser declarado ao final da segdo Material e Métodos.

Apenas serdo recebidos manuscritos que estejam rigorosamente de
acordo com as normas aqui especificadas. Os manuscritos serdo avaliados
por pareceristas/ revisores indicados pelo Conselho Editorial e/ou,
eventualmente, pelos autores. Quando indicados pelos autores, devera ser
informado nome completo dos pareceristas/ revisores, e-mail e instituicao
de origem. O Conselho Editorial se reserva o direito, no entanto, de acatar
ou ndo a sugestdo de pareceristas/ revisores por parte dos autores. A
aceitagdo dos manuscritos sera feita em fungao da originalidade,
importancia e contribuigdo cientifica para o desenvolvimento da area.
Manuscritos aprovados poderédo sofrer alteragbes de ordem editorial, desde
que nao alterem o mérito do trabalho. Manuscritos recusados pelos
pareceristas/ revisores serdo informados imediatamente aos autores.

A Revista Brasileira de Anélises Clinicas esta estruturada em 15 segdes ou
areas tematicas, cuja indicagéo devera ser feita pelos autores, no momento da
submissao do manuscrito, sendo elas:

1. Bacteriologia Clinica

2. Virologia Clinica

3. Micologia Clinica

4. Parasitologia Clinica

5. Imunologia Clinica

6. Bioquimica Clinica e Biologia Molecular

7. Hematologia Clinica e Imunohematologia

8. Citologia Clinica e Anatomia Patolégica

9. Boas Praticas de Laboratério Clinico e Biosseguranca

10. Gestao e Controle da Qualidade no Laboratério Clinico

11. Bioética e Etica em Pesquisa

12. Historia da Satde e Ensino das Analises Clinicas

13. Microbiologia de Alimentos

14. Patologia Clinica Veterinaria/ Medicina Veterinaria Laboratorial

15. Toxicologia Clinica e Biologia Forense

Os manuscritos poderao ser submetidos dentro das categoriais de comu-
nicagéo cientifica designadas abaixo:

ARTIGOS ORIGINAIS: trabalhos nos quais sado informados os resultados
obtidos em pesquisas de natureza empirica ou experimental original, cujos
resultados possam ser replicados e/ou generalizados. Deverdao atender aos
principios de objetividade e clareza da questao norteadora. Os artigos originais
deverao ser estruturados de maneira a conter: titulo (até 250 caracteres entre
letras e espago), titulo corrido (até 40 caracteres entre letras e espago), resumo/
abstract estruturado (até 250 palavras), palavras-chaves/ keywords (3 a 6
termos), introdugao, material e métodos, resultados, discusséo, conclusao e
referéncias bibliograficas (até 30 referéncias). O texto ndo devera exceder
5000 palavras, excluindo-se tabelas, quadros, figuras e referéncias.

ARTIGOS DE REVISAO: trabalhos com avaliagées criticas e sistematizadas
da literatura sobre um determinado assunto que devera dar ao leitor uma cobertura
geral acerca do tema apresentado. Os artigos de revisdo deverado conter: titulo
(até 250 caracteres entre letras e espaco), titulo corrido (até 40 caracteres entre
letras e espago), resumo/ abstract ndo estruturado (até 200 palavras), palavras-
chaves/ keywords (3 a 6 termos), texto ordenado (titulos e subtitulos), opinides
e conclusdes (quando couber) e referéncias bibliograficas (até 30 referéncias). O
trabalho nao devera exceder 5000 palavras, excluindo-se tabelas, quadros, figuras
e referéncias. Estes trabalhos sao escritos a convite do editor.

ARTIGO DE ATUALIZAGAO: trabalhos descritivos e interpretativos com
base em literatura recente sobre o estado atual de determinado assunto. Os
critérios técnicos que deverao ser utilizados sdo os mesmos definidos para os
Artigos de Revisdo. Estes trabalhos sdo também escritos a convite do editor.

COMUNICAGAO BREVE: ttrabalhos originais cuja relevancia para o
conhecimento de determinado tema justifica a apresentagao cientifica de dados
iniciais de pequenas séries ou dados parciais de ensaios clinico-laboratoriais.
Sua estruturagao devera conter: titulo (até 250 caracteres entre letras e espago),
titulo corrido (até 40 caracteres entre letras e espago), resumo/ abstract
estruturado (até 200 palavras), palavras-chaves/ keywords (3 a 6 termos),
introdugéo, material e métodos, resultados, discusséo, conclusao e referéncias
bibliograficas (até 25 referéncias). O texto nao devera exceder 3000 palavras,
excluindo-se tabelas, quadros, figuras e referéncias.
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RELATO DE CASO: trabalhos com descrigdo detalhada e andlise critica
de casos clinico-laboratoriais atipicos que, pela sua raridade na literatura ou
apresentagdo nao usual, merecem uma divulgagao e discussao cientifica.
Os relatos de casos deverdo conter: titulo (até 200 caracteres entre letras e
espaco), titulo corrido (até 40 caracteres entre letras e espago), resumo/
abstract com contexto e relato contendo descrigédo, discussao e conclusao
(até 200 palavras), introdugao, apresentacéo e relato do caso, discussao,
concluséo e referéncias bibliograficas (até 25 referéncias). O texto ndo devera
exceder 3000 palavras, excluindo-se tabelas, quadros, figuras e referéncias.

NOTA TECNICA: Descrigao/ validagao de instrumentos, métodos e técnicas.
Sua estruturagao devera conter: titulo (até 250 caracteres entre letras e espago),
titulo corrido (até 40 caracteres entre letras e espago), resumo/ abstract estruturado
(até 200 palavras), introdugédo, metodologia e referéncias bibliograficas (até 30
referéncias). O texto ordenado (titulos e subtitulos) ndo devera exceder 5000
palavras, excluindo-se tabelas, quadros, figuras e referéncias.

RESENHA: Revisao critica de obra recém publicada (até 3 anos), orien-
tando o leitor quanto a suas caracteristicas e usos potenciais. E fundamental
que ndo se trate apenas de um sumario ou revisdo dos capitulos da obra,
mas efetivamente uma critica. Este tipo de contribuigdo esta limitado a 6
paginas, incluindo todos os seus elementos. Nao ha resumo/abstract.

IMAGENS EM ANALISES CLINICAS: maximo de duas figuras com quali-
dade de 300 dpi gravadas em ".jpg" ou "tif" e até 3 autores e trés referéncias
que nao deverao ser citadas no texto. As imagens deverao conter titulo descri-
tivo. O texto devera conter um maximo de 300 palavras com énfase na carac-
terizagao das figuras. Agradecimentos ndo deverdo ser declarados.

CARTA AO EDITOR: correspondéncias de conteudo cientifico com comen-
tarios, discussdes ou criticas a artigos recentes (dois nimeros anteriores)
publicados na Revista Brasileira de Anélises Clinicas ou ainda com relatos de
pesquisas originais, achados técnico-cientificos significativos, opinides quali-
ficadas sobre um tema especifico das andlises clinicas, bem como mengdes
ou obituarios de personalidades da area da saude e andlises clinicas onde
devera ser destacado seu perfil cientifico e sua contribuicdo académica e pro-
fissional. Os autores de artigos originais citados por terceiros serdo convida-
dos a responder aos comentarios e criticas a eles dirigidos. Nesta categoria,
o texto tem formato livre, mas nao devera exceder 500 palavras e 5 referéncias.

EDITORIAIS: escritos a convite do editor, sob tema especifico, mas con-
siderando a area de enfoque da Revista Brasileira de Anélises Clinicas.
Deverdao conter um maximo de 2000 palavras e até 10 referéncias biblio-
graficas. Nao serdo aceitos editoriais enviados espontaneamente.

A Revista Brasileira de Andlises Clinicas avalia manuscritos para publica-
¢ao em portugués e inglés. Manuscritos em portugués devem estar em conso-
nancia com a norma culta. A submissdo de manuscritos em inglés é enfatica-
mente estimulada pelo Conselho Editorial. Quando neste idioma, recomenda-
se a revisdo por profissional que tenha o inglés como primeira lingua e de
preferéncia, familiarizado com a area do trabalho. O Conselho Editorial, caso
considere necessario, podera enviar os manuscritos submetidos em inglés
para um revisor do idioma, repassando os custos aos autores, apds a autori-
zagao expressa dos mesmos. em inglés para um revisor do idioma, repas-
sando os custos aos autores, apds a autorizagdo expressa dos mesmos.

A estrutura geral do manuscrito devera acompanhar a normalizagédo
técnica conforme o quadro abaixo.

= RA [0S AR 0
Portugués Inglés

Titulo Completo Complete Title

Incluir versdo em Inglés Incluir versao em Portugués
Titulo Corrido Running Title

Incluir versdo em Inglés Incluir versdo em Portugués
Autores Authors
Resumo Abstract

Incluir versdo em Inglés Incluir versdo em Portugués
Palavras-Chave Keywords

Incluir versdo em Inglés Incluir versdo em Portugués
Introducgao Introduction
Material e Métodos Material and Methods
Etica Ethics
Resultados Results
Discussao Discussion
Concluséo Conclusion
Conflito de interesse Conflicts of Interests
Suporte Financeiro Funding Sources
Agradecimentos Ackowledgements
Referéncias References
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TITULO COMPLETO: Devera ser breve e indicativo da exata finalidade
do trabalho. Recomenda-se iniciar pelo termo que representa o aspecto
mais relevante da pesquisa com os demais termos em ordem decrescente
de importancia. O titulo ndo devera conter nenhuma abreviatura e os nomes
das espécies ou palavras em latim deverdo vir em letras mindsculas (exce-
tuando-se, quando for o caso, a primeira letra da palavra) e em italico.

TiTULO CORRIDO: Devera ser resumido e conter a ideia central do
trabalho.

AUTORES: Os nomes completos dos autores por extenso, graus aca-
démicos e filiagao institucional deverdo ser mencionados. O nome comple-
to, endereco profissional, telefone e e-mail do autor responsavel pelo ma-
nuscrito devera ser especificado.

RESUMO: Devera ser redigido de forma impessoal, bem como ser con-
ciso e claro, pondo em relevo, de forma precisa, os fatos de maior importan-
cia encontrados e as conclusdes obtidas. Devera ser elaborado ainda de
forma estruturada, contendo introdugéo, objetivos, material e métodos, re-
sultados, discussao e conclusdes. Referéncias ndao deverao ser citadas e
o emprego de acrénimos e abreviaturas devera ser limitado.

PALAVRAS-CHAVE: Deverao ser indicados termos que permitam a iden-
tificagdo do assunto tratado no trabalho. As palavras-chaves deverdo ser
extraidas do vocabulario DeCS [Descritores em Ciéncias da Saude], elabo-
rado pela Bireme, e/ou MeSH [Medical Subject Headings], elaborado pelo
NLM [National Library of Medicine]. Os vocabularios DeCS (http://decs.bvs.br/
) e MeSH (http://www.nlm.nih.gov/mesh/) deverdo ser consultados, pois ne-
nhuma outra palavra-chave sera aceita.

INTRODUGAO: Devera apresentar a justificativa para a realizagao do
trabalho, situar a importancia do problema cientifico a ser solucionado e
estabelecer sua relagdo com outros trabalhos publicados sobre o assunto.
Nesta secdo, as citagbes deverdo ser restringidas ao minimo necessario. A
introdugdo nao devera incluir ainda dados ou conclusées do trabalho em
referéncia. O ultimo paragrafo devera expressar o objetivo de forma coeren-
te com o descrito no inicio do resumo.

MATERIAL E METODOS: Deverao ser apresentados de forma breve, po-
rém suficiente para possibilitar a reproducao e replicagao do trabalho. Nesta
secdo, deverdo ser informados o desenho experimental e o material envolvi-
do, bem como devera ser feita a descricdo dos métodos utilizados. Métodos
ja publicados, a menos que tenham sido extensamente modificados, deve-
rao ser referidos apenas por citagdo. Fontes de reagentes e equipamentos
(empresa, cidade, estado e pais) deverdo ser mencionados. Nomes que sao
marcas registradas deverao ser também, claramente, indicados. Para me-
lhor leitura e compreensao, subtitulos poderdo ser estabelecidos.

ETICA: Nesta secdo, devera ser declarado, textualmente, o cumprimen-
to da legislagao, quando estudos com seres humanos ou animais forem
procedidos. Devera ser mencionado também a aprovagao do Comité de
Etica correspondente da instituigdo a qual pertencem os autores responsa-
veis pelos experimentos, inclusive, informando, claramente, o numero do
parecer. O Corpo Editorial da Revista podera recusar artigos que nao cum-
pram rigorosamente os preceitos éticos da pesquisa.

RESULTADOS: Deverao ser apresentados em sequéncia légica e com
o minimo possivel de discussdo ou interpretagdo pessoal e acompanha-
dos de graficos, tabelas, quadros e ilustragdes. Os dados constantes nes-
ses elementos graficos, no entanto, ndo deverdo ser repetidos integral-
mente no texto, evitando-se, desse modo, superposi¢ées. Apenas as infor-
magdes mais relevantes deverdo ser transcritas e enfatizadas.

DISCUSSAO: Devera ficar restrita ao significado dos dados obtidos e
resultados alcancados, procurando, sempre que possivel, uma correlagao
com a literatura da area. Nao devera ser incluida uma revisdo geral sobre o
assunto. A repeti¢cdo de resultados ou informagées ja apresentadas em
outras segdes, bem como especulagdes que nao encontram justificativa
para os dados obtidos deverao ser evitadas.

CONCLUSOES: Deverido ser concisas, fundamentadas nos resultados
e na discussao, contendo dedugées légicas e correspondentes aos objeti-
vos propostos. Em alguns casos, podera ser incluida no item discusséo,
nado havendo necessidade de repeti-la em item a parte.

CONFLITOS DE INTERESSE: Devera ser informada, de maneira explici-
ta, por todos os autores, a existéncia ou ndo de conflitos de interesse que
podem derivar do trabalho. Nao havendo conflitos de interesse, devera ser
escrito "Nao ha conflitos de interesse”.

SUPORTE FINANCEIRO: Deverao ser informados todos os tipos de apoio,
fomento ou financiamento obtidos para a realizagdo do projeto de pesquisa.

AGRADECIMENTOS: Deverao ser curtos, concisos e restritos aquelas
pessoas e/ou instituicdes que colaboraram com auxilio técnico e/ou recur-
sos. No caso de 6rgaos de fomento, ndo deverdo ser utilizadas siglas.

TABELAS: O titulo devera ser breve e descritivo, apresentando de maneira
precisa seu contetido e o contexto (ou amostra) a partir do qual a informagao foi
obtida. Devera estar ainda inserido na parte superior da ilustracao e ser
precedido pela palavra "Tabela", seguida por um nimero identificador em
algarismos arabicos. A numeragédo das tabelas devera ser feita consecutiva-
mente, a partir da ordem de citagdo no texto. Serdo permitidas notas explicativas
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de rodapé (legendas), indicadas por asteriscos e dispostas ao final da tabela.
Para notas de rodapé, devera ser utilizado algarismos romanos. As tabelas
deverao ser elaboradas com linhas horizontais de separagdo no cabegalho e
em sua parte inferior e sem linhas verticais. Nao deverao ser utilizadas também
linhas horizontais internas. Os dados das tabelas deverao ser digitados em
tamanho 10 e com minusculas, excetuando-se as letras do inicio das palavras
e as siglas. Nas tabelas, devera ser empregado espagamento entrelinhas
1,5, sem qualquer forma de tabulagdo ou recuos de paragrafos. O
comprimento da tabela ndo devera exceder 55 linhas, incluindo titulo, e
apresentar largura maxima de 17cm. Os dados apresentados em tabelas
ndo deverdo ser repetidos em graficos. As tabelas deverdo ser compostas
em programa Word ou MS-Excell e enviadas em arquivo separado. Devera
ser evitado um numero excessivo de tabelas.

FIGURAS: Todas as ilustragdes que ndo se enquadram no conceito de
tabela sdo consideradas figuras, portanto: quadros, graficos, desenhos,
imagens e fotografias. Deverao ter um titulo breve e descritivo, disposto em
sua parte inferior. Deverdao ainda ser numeradas com algarismos arabicos,
consecutivamente, na ordem de aparecimento no texto e citadas como
figuras. As figuras deverao ter boa resolugdo (minimo de 300 dpi), ser
gravadas em formato ".jpg" ou "tif" € medir no minimo 12 x 17cm e no maximo
20 x 25cm. As escalas deverdo ser indicadas por uma linha ou barra na
figura e referenciadas, se necessario, na legenda. Os graficos deverdo ser
preparados nos programas Microsoft Word ou MS-Excell em formato ".doc",
".docx" ou ".xIs" e ndo como imagem. Imagens produzidas em software
estatistico devem ser convertidas para formato MS-Excell, caso nédo seja
possivel converter para formato ".tif". llustragdes coloridas somente poderao
ser aceitas se os autores assumirem os custos. Os dados apresentados
nas figuras ndo deverao repetir aqueles ja descritos nas tabelas. Os locais
aproximados onde as ilustragées serdo colocadas deverdao ser
determinados no texto. As figuras deverdo ser enviadas em arquivos
separados. Nao deverdo ser enviados um numero excessivo de figuras.

REFERENCIAS: As referéncias, em todas as categorias de trabalho ci-
entifico, deverdo ser normalizadas de acordo com o estilo Vancouver publi-
cado em Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical
Journals [Normas para Uniformizagdo de Manuscritos Submetidos as Re-
vistas Biomédica] pelo International Committee of Medical Journal Editors
[ICMJE] (http://mwww.icmje.org) e que pode ser consultado em www.scielo.br/
pdf/rcbc/v35n6/v35n6a14.pdf (Versdo em Portugués) ou em www.icmje.org/
urm_full.pdf (Versdo em Inglés). A abreviagdo dos titulos dos periédicos
devera seguir o recomendado em List of Journals Indexed in Index
Medicus [National Library For Medicine] (http://www.nlm.gov/tsd/serials/
lji.html) ou no Portal de Revistas Cientificas em Ciéncias da Saude [Biblio-
teca Virtual em Saude] (http://portal.revistas.bvs.br/index.php?lang=pt). Su-
gere-se incluir aquelas referéncias estritamente pertinentes a problemati-
ca abordada e evitar a inclusdo de nimero excessivo de referéncias numa
mesma citagdo. A lista das referéncias devera ser numerada de acordo
com a ordem em que os autores foram citados no texto e ndao em ordem
alfabética. Deverao ser listados somente os trabalhos consultados e cita-
dos no texto. Citagdes de "resumo”, "dados nao publicados”, "comunica-
¢Oes pessoais" ou "no prelo” poderdao ser adequadamente mencionados
no texto, mas nao serdo aceitos como referéncias bibliograficas. A exatidao
das referéncias sera de responsabilidade exclusiva dos autores.

As citagdes e mengdes no texto de informagdes colhidas em outras fon-
tes, bem como as referéncias bibliograficas deverdo seguir o exposto abaixo:

TEXTO: Devera ser utilizado em todo o manuscrito o Sistema de Chama-
da Numérico. Neste sistema, as citagdes dos documentos deverdo ter nu-
meragdo Unica e consecutiva, indicada pelo numero da referéncia em expo-
ente e entre parénteses. Os autores serdo numerados por ordem de sua
citagdo no texto, independentemente da ordem alfabética. As referéncias cita-
das em legendas de tabelas e figuras deverdo manter a sequéncia com as
referéncias citadas no texto. O mesmo trabalho mencionado mais de uma
vez devera manter, sempre que aparecer, o primeiro nimero a ele atribuido.

Observagoes Gerais:

« Quando houver dois autores, devera ser utilizada a particula “e” entre
os sobrenomes;

* Quando houver 3 ou mais autores, devera ser indicado apenas o
primeiro sobrenome seguido da expressao latina "et al.";

* Quando uma entidade, corporacéo, editores ou projetos editoriais
assumirem a responsabilidade integral pelo documento deverdo ser indi-
cados/ tratados como autores;

* Nomes contendo mais de um sobrenome devera ser indicado o ulti-
mo sobrenome, sem particulas de ligagdo como “de” ou “da”;

« Sobrenomes duplos, com hifens ou apostrofos ou que formem uma
expressao deverdo ser indicados em seu conjunto;

« Termos relacionados a graus de parentesco (filho, junior, neto, sobri-
nho), deverdo ser indicados ap6s os sobrenomes e por extenso.

Alguns exemplos de citagdes:

« Um/dois autores: No mesmo ano, Nishimura e Miyaji*® mudaram a deno-
minagao do fungo para Hortaea werneckii, em homenagem a Parreiras Horta.
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« Mais de dois autores: Giannopoulos et al.®? também observaram maior
prevaléncia de NIC 1 em mulheres na faixa etaria de 20 a 30 anos enquanto
NIC 3 foi mais frequente em mulheres com mais de 50 anos.

« Autores corporativos: De acordo com a Sociedade Brasileira de Dia-
betes,!'” os sinais e sintomas de hiperglicemia incluem: polidipsia, politria,
perda de peso, fome exagerada, visdo embagada, infec¢gbes repetidas na
pele e mucosas, dificuldade na cicatrizagdo de ferimentos, fadiga e dores
nas pernas (ma circulagao).

« Editores/ Projetos editoriais: Conforme o Dicionario de Especialida-
des Farmacéuticas,® a meia-vida inicial da anfotericina B é de 24-48 horas
e sua meia-vida terminal é de 15 dias.

« Sem indicagao de home de autor: O diagnéstico de hipertireoidismo, por
sua vez, € dado a partir de resultados baixos de T4 livre e elevados de TSH.(™

AUTORES: Os autores deverdo ser referenciados por seu sobrenome,
tendo apenas a primeira letra em maiuscula, seguido do(s) nome(s) abre-
viado(s) e sem virgulas e pontos. Todos os autores deverdo ser referen-
ciados e separados por virgulas (0 mesmo é valido para livros), apesar do
estilo Vancouver recomendar que apenas sejam indicados os 6 primeiros
autores, quando o numero de autores for maior. Deverdo ser dados espa-
¢os apos as virgulas.

Observagoes Gerais:

* Quando o documento consultado possuir apenas editores ou compila-
dores, esta condigdo devera ser indicada logo ap6s os nomes dos autores;

* Quando a autoria do documento for de uma organizagao, a referéncia
devera ser iniciada diretamente pelo nome da entidade. Se houver mais de uma
entidade com subordinagdo entre elas, estas deverdo entrar em ordem decres-
cente de hierarquia e serem separadas por pontos. Se as entidades néo apre-
sentarem subordinagado, estas deverdo ser separadas por ponto e virgula;

* Quando o documento consultado ndo possuir autoria, a referéncia
devera ser iniciada por seu titulo;

* Quando o documento consultado for tese, dissertagdo ou monografia
devera ser empregada a seguinte correspondéncia entre tipo e grau: tese:
doutorado, tese: livre-docéncia, tese: PhD, dissertagdo: mestrado, mono-
grafia: especializagdo, monografia: graduagao;

* Quando o documento consultado for de natureza juridica (Constituigao
Federal ou Estadual, Emenda Constitucional, Medida Provisoria, Leis, Decre-
tos, Portarias, Resolugées e Cddigos), deverdo ser seguidos os padrées de
autoria/ emissdo recomendados pela NBR 6023 da Associagdo Brasileira de
Normas e Técnicas (ABNT, 2002), com a apresentagao grafica adaptada ao
estilo de Vancouver.

» Toda informagao adicionada a referéncia que for encontrada em algu-
ma fonte que ndo o documento consultado ou informagdo complementar a
referéncia como suporte do documento ou tradugdo de alguma expressao
deve ser adicionada entre [colchetes].

TiTULO DE ARTIGOS/ DOCUMENTOS: Os titulos dos artigos/ documentos
consultados deverao ser referenciados em letras minusculas, no entanto, a
primeira palavra devera ser iniciada por letra maiuscula. O texto do titulo nao
devera vir nem em negrito e nem em italico e devera ser finalizado por ponto.

TiTULO DE PERIODICOS/ REVISTAS E ANO: Os titulos de periodicos/
revistas consultados deverao ser referenciados abreviados e finalizados
com ponto. Importante considerar que todos os pontos da abreviatura do
titulo deverao ser eliminados, com excegédo do ultimo, empregado para
separar o titulo do ano. Um espago devera ser dado entre o ponto colocado
ao final do titulo e o ano. A separagdo entre ano e volume devera ser feita
com a utilizagdo de ponto e virgula.

MES, VOLUME, NUMERO E PAGINAS: O estilo Vancouver recomenda que
os meses sejam referenciados em inglés e de forma abreviada, indepen-
dente da lingua do texto: Jan, Feb, Mar, Apr, May, Jun, Jul, Aug, Sep, Oct, Nov,
Dec. No entanto, a RBAC aceita a abreviagdo em portugués daqueles ma-
nuscritos nesse idioma. Quando o periédico apresentar paginagado continua
ao longo de um volume, o més e o nimero poderdo ser omitidos. Ano, volu-
me, numero e paginas deverdo ser escritos sem qualquer espago entre eles.
Quando as paginas do artigo consultado exibirem nimeros coincidentes,
deverdo ser eliminados os numeros iguais (445-449, utilizar: 445-9).

EDIGAO E LOCAL DE PUBLICAGAO: As edigées de documentos consul-
tados deverdo ser referenciadas apos o titulo, em algarismos arabicos,
seguidas de ponto e da palavra "edigdo" no idioma que figura na publicagédo
original e de forma abreviada. Quando for a primeira edi¢do, essa ndo deve-
ra ser indicada. Quando houver a definicdo do local de publicagao, este
devera ser indicado em seguida a edigéo.

PARAGRAFOS: Quando a referéncia ocupar mais de uma linha, esta
devera ser reiniciada na primeira posi¢ao na linha inferior, sem recuos.

Alguns exemplos de referéncias:

Periédicos:

« Um Autor: Marques SA. Paracoccidioidomycosis. Clin Dermatol. 2012
Nov;30(6):610-5.

« Mais de um autor: Lee MY, Telisinghe PU, Ramasamy R. Cervical
cancer in Brunei Darussalam. Singapore Med J. 2012 Sep;53(9):604-7.

« Até seis autores: Okita Y, Narita Y, Miyakita Y, Ohno M, Nagai S, Shibui
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Instrugdes aos autores/Instructions for authors

S. Management of cytomegalovirus infection in a patient with malignant glioma
treated with temozolomide and steroids. Intern Med. 2012;51(20):2967-71.

« Mais de seis autores: Espinel-Ingroff A, Aller Al, Canton E, Castafnon-
Olivares LR, Chowdhary A, Cordoba S, et al. Cryptococcus neoformans-
Cryptococcus gattii Species Complex: an International Study of Wild-Type
Susceptibility Endpoint Distributions and Epidemiological Cutoff Values for
Fluconazole, ltraconazole, Posaconazole, and Voriconazole. Antimicrob
Agents Chemother. 2012 Nov;56(11):5898-906.

» Autores pessoais e corporativos: Darragh TM, Colgan TJ, Cox JT, Heller
DS, Henry MR, Luff RD, et al; Members of LAST Project Work Groups. The
Lower Anogenital Squamous Terminology Standardization Project for HPV-
Associated Lesions: background and consensus recommendations from the
College of American Pathologists and the American Society for Colposcopy
and Cervical Pathology. J Low Genit Tract Dis. 2012;16(3):205-42.

* Volume com suplemento: Maljaars J, Peters HP, Masclee AM. The
gastrointestinal tract: neuroendocrine regulation of satiety and food intake.
Aliment Pharmacol Ther. 2007 Dec;26 Suppl 2:241-50.

* Numero com suplemento: Komrokji RS, Verstovsek S, Padron E, List
AF. Advances in the management of myelofibrosis. Cancer Control. 2012;
19(4 Suppl):4-15.

« Editorial com indicacao de autoria: Tamaoki J, Saito H. Diagnosis,
evaluation and monitoring of asthma [editorial]. Allergol Int. 2012;61(3):351-2.

« Editorial sem indicacao de titulo: Bartels PD. Editorial. Ugeskr Laeger.
2012;174(42):2518.

« Artigo/ Editorial sem indicacao de autoria: Improved and Emerging
Gel-free Separation and Detection Methods for Proteomics [editorial].
Proteomics. 2012;12(19-20):2902-3.

« Carta ao editor: Dettenkofer M, Conrad A. Hand hygiene prevents
MRSA transmission [letter]. Dtsch Arztebl Int. 2010;107(8):139.

« Artigo com DOI: Newman TB, Pletcher MJ, Hulley SB. Overly aggressive
new guidelines for lipid screening in children: evidence of a broken process.
Pediatrics. 2012 Aug;130(2):349-52. doi: 10.1542/peds.2012-0481.

« Autor corporativo: Centers for Disease Control and Prevention (CDC).
Multistate outbreak of fungal infection associated with injection of
methylprednisolone acetate solution from a single compounding pharmacy
- United States, 2012. MMWR Morb Mortal Wkly Rep. 2012 Oct 19;61:839-42.

Livros:

+ Um autor/ mais de um autor: Stockham SL, Scott MA. Fundamentos da
Patologia Clinica Veterinaria. 2. ed. Rio de Janeiro: Guanabara-Koogan; 2011.

« Autor de obra e de capitulo: Rey L. Bases da parasitologia médica. 2.
Ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan; 2002.

« Capitulo: Rodrigues RMMS, Nogueira MD. Fiscalizagao de alimentos
por andlise microscoépica. In: Almeida-Muradian LB, Camargo Penteado MV.
Vigilancia Sanitaria: tépicos sobre legislacdo e analise de alimentos. Rio
de Janeiro: Guanabara-Koogan; 2007. p. 72-80.

* Reponsabilidade intelectual destacada: Diniz D, Sugai A. Guilhem D.
Squinca F, organizadores. Etica em pesquisa: temas globais. Brasilia: Edi-
tora UNB; 2008.

Teses, Dissertacoes e Monografias:

« Autor e indicagao de grau: Maranhao FCA. Analise da expressao génica
no dermatéfito Trichophyton rubrum mimetizando a infecgao in vitro: pH e
diferentes fontes de carbono regulando genes. Sao Paulo. Tese [Doutorado
em Genética] — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da USP; 2008.

Eventos Cientificos:

» Anais com indicagao de titulo: Anais do 5° Congresso Brasileiro de
Micologia; 2007 nov. 12-16; Recife, Brasil. Recife: Sociedade Brasileira de
Micologia; 2007.

» Anais com indicagao de autoria, trabalho e titulo: Neufeld PM, Melhem
M, Szescs MW, Santos LH, Dornelas-Ribeiro M, Maia S, et al. Espécies de
Candida isoladas de pacientes leucémicos. In: Anais do 5. Congresso Bra-
sileiro de Micologia; 2007 nov. 12-16; Recife, Brasil. Recife: Sociedade Bra-
sileira de Micologia; 2007. p. 314.

Orgaos/ Instituigdes:

« Um autor corporativo: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA). Manual de diagnéstico e tratamento de doengas falciformes.
Brasilia: Ministério da Saude; 2002.

« Mais de um autor corporativo: Fundagao Oswaldo Cruz; Fundagao
Carlos Chagas de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro. Rela-
torio de atividades: 2006. Rio de Janeiro: Fiocruz; 2007.

Referéncias Legislativas:

e Leis: Brasil. Lei no. 8.080 de 19 de setembro de 1990. Dispbe sobre
as condigdes para a promogao, protegdo e recuperagdo da saude, a orga-
nizagéo e o funcionamento dos servigos correspondentes e da outras pro-
vidéncias. Diario Oficial da Unido 20 set 1990; sec¢ao 1.

« Decretos: Brasil. Decreto no. 7.580, de 28 de junho de 2011. Regula-
menta a Lei n° 8.080, de 19 de setembro de 1990, para dispor sobre a
organizagio do Sistema Unico de Satde - SUS, o planejamento da satide,
a assisténcia a saude e a articulagéo interfederativa, e da outras providén-
cias. Diario Oficial da Unido 29 jun 2011; segao 1.
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« Portarias: Ministério da Saude (Brasil). Portaria no. 2.616, de 12 de
maio de 1998. Expede diretrizes e normas para a prevengao e o controle da
infecgdo hospitalar. Diario Oficial da Uniao13 mai 1998; secéo 1.

» Resolugoes: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil). RDC no.
302, de 13 de outubro de 2005. Dispde sobre Regulamento Técnico para Funci-
onamento de Laboratérios Clinicos. Diario Oficial da Unido 14 out 2005; sec¢éo 1.

Meios Eletrénicos:

« Periédicos: Mondelli AL, Niéro-Melo L, Bagagli E, Camargo CH, Bruder-
Nascimento A, Sugizaki MF, Carneiro MV, Villas Boas PJF. Candida spp.:
manual identification (reference method) and automated identification (Vitek
system platform). J Venom Anim Toxins incl Trop Dis [periédicos na internet].
2012 set [acesso em 29 de out 2012]; 18(3). Disponivel em: http://
www.scielo.br/pdf/jvatitd/v18n3/a11v18n3.pdf.

» Referéncias legislativas: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Brasil). RDC no. 306, de 13 de dezembro de 2004. Dispde sobre Regula-
mento técnico para o gerenciamento de residuos de sautde [resolugdo RDC
na internet]. Diario Oficial da Unido 10 dez 2004 [acesso em 28 out 2012].
Disponivel em: http://www.unesp.br/pgr/pdf/rdc30604anvisa.pdf.

» Eventos Cientificos:. Albuquerque P, Kyaw CM, Saldanha RR, Brigido
MM, Felipe MSS, Silva-Pereira |. Identification and Characterization of Phase-
Specific cDNAs Encoding for Two Hydrophobins in the Fungus Paracoccidioides
brasiliensis. In: 40. Congreso Virtual de Micologia de Hongos Patdgenos en
América Latina [evento na internet]. 2003 27jun-14jul; Caracas, Venezuela
[acesso em 10 jul 2003]. Disponivel em: http://congresomicologia.ucv.ve.

A tramitagdo de manuscritos sera feita exclusivamente online pelo Sis-
tema de Gestao de Publicagdes (SGP), no enderego: www.sgponline.com.br/
rbac/sgp. Outras formas de submissdo, nao serdo aceitas.

Observagoes Gerais:

» A comunicagao entre os diferentes participantes do processo editorial
de avaliagdo e publicagao (autores, revisores e editor) sera feita apenas de
forma eletrénica pelo SGP, sendo o autor responsavel pelo manuscrito in-
formado automaticamente, por e-mail, sobre qualquer mudanca de status;

» Apenas o autor responsavel pelo manuscrito devera preencher a ficha
de submissao, sendo necessario o cadastro do mesmo no Sistema e pos-
terior acesso por meio de login e senha;

» A RBAC comunicara individualmente, por e-mail, a cada autor a sua
participagdo no manuscrito. Caso um dos autores ndo concorde com sua
participagdo, o manuscrito sera recusado;

» O SGP atribuira a cada manuscrito um nimero de registro e o autor
principal sera notificado de que o manuscrito estd completo e apropriado
para iniciar o processo de revisao;

» Pedidos de fast-track poderao ser considerados desde que justifica-
dos e solicitados por orientadores e/ou coordenadores de programas de
poés-graduagédo ou responsaveis por departamentos, laboratérios, setores
ou servicos de instituicdes publicas ou privadas ou ainda se rigorosamente
fundamentados por seus autores. Os pedidos de fast-track deverao vir en-
deregados ao editor da RBAC em documento em papel timbrado da institui-
¢do e carimbado por seus superiores hierarquicos.

MODELO DE DECLARAGAO

Declaragao de Responsabilidade, Conflitos de Interesse,
Concordancia e Transmissédo de Direitos Autorais

Os autores abaixo assinados vimos submeter o artigo intitulado "Titulo do
Artigo" a apreciagdo do Corpo Editorial da Revista Brasileira de Anélises Clini-
cas - RBAC para sua publicagdo. Nesta oportunidade, declaramos estar de
acordo com que os direitos autorais referentes ao artigo em tela tornem-se
propriedade exclusiva da RBAC desde sua submissao, sendo vedada a repro-
dugao total ou parcial, em qualquer meio de divulgagdo, sem que a prévia e
necessaria autorizagdo seja solicitada e concedida pela editoria da RBAC.
Declaramos também que o artigo nédo infringe os direitos autorais ou qualquer
outro direito de propriedade de terceiros e que seu contetido é de inteira res-
ponsabilidade dos autores. Declaramos ainda que este é um trabalho original
e que nao foi publicado anteriormente e nem esta sendo considerado para
publicagdo em outro periddico, tanto no formato impresso quanto no eletronico.
Os autores confirmam estar cientes e concordantes com a publicagao do arti-
go na RBAC e afirmam nao haver qualquer tipo de conflito de interesse do tema
abordado no artigo com pessoas, entidades ou instituiges.

Nomes dos autores e assinaturas:
1.

a s enDN

Data: / /

209





