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A pandemia de COVID-19 e os desafios futuros
The COVID-19 pandemic and the future challenges

Nesta época, comegamos a fazer retrospectivas sobre o0 que ocorreu no ano,
avaliando as coincidéncias e as divergéncias em relacdo as previsdes iniciais fazendo
um balango entre acertos e erros. Neste ano assim como no ano anterior, esta pratica
tem demonstrado diferengas significativas porque as previsées ndo se cumpriram quase
na sua totalidade.

Quem poderia no inicio do ano passado imaginar que teriamos um novo coronavirus
para nos assustar causando uma doenga que se transformou em pandemia atingindo
paises com muitos recursos financeiros e também paises com cultura sofisticada.

A SBAC, sempre vigilante, criou, entdo, no primeiro semestre de 2020, uma Aba em
seu site denominada de COVID-19, assim como langou uma edigao especial da RBAC
totalmente dedicada a COVID-19 no segundo semestre.

Diante da imensa procura resolvemos entdo langar este segundo numero iden-
tificado como volume 53 - numero 2 — 2021 — COVID-19, com 16 artigos de conteudo
primoroso.

Esperamos, com isto, atender a comunidade cientifica com informagdes atuais e
relevantes.

Esta pandemia sera vencida e a doenca controlada, é a nossa esperanga. E
entdo a crise sanitaria ficara reduzida, mas teremos que conviver com a extenséo da
crise financeira devido as sequelas graves atingindo a economia de todos os paises. A
recuperacgao sera lenta, mas ao mesmo tempo devera encontrar formas para a corregéo
dos erros que ficaram evidentes no modelo social e de negdcios até entao utilizado.

Ainda temos muitas duvidas desafiando o conhecimento cientifico sobre as doen-
¢as infecciosas devido ao comportamento deste virus e a sua resposta imunolégica
ocorrendo diferentemente dos padrdes esperados. Relatos mostram que muitas vezes
a detecgdo do virus permanece por um periodo superior ao esperado assim como a
deteccao dos anticorpos, as vezes antes do esperado e também apds um tempo muito
superior ao previsto.

A pandemia esta antecipando muitas inovagdes e os Laboratérios Clinicos devem
estar preparados para absorvé-las e incorpora-las em sua rotina.

A ciéncia promoveu uma verdadeira revolucao laboratorial a partir da tecnologia
do “DNA recombinante” trazendo para a saude publica e a sociedade em geral, a possi-
bilidade de exames laboratoriais de grande qualidade e em tempo recorde.

Aparentemente estamos num periodo de estabilizagdo da doenga no pais e no
mundo com algumas variagdes entre os estados e paises e de forma alternada. Espe-
ramos que mantenha um declinio otimista e com certeza ja estamos nos sentindo mais
seguros com o avango da vacinagéo.

Enfim estamos préximos de mais um final de ano, mas ndao de um ano qualquer,
mas do ano em que assim como no ano anterior, a sociedade enfrentou sérios prejuizos
e a economia ficou extremamente abalada.

Vamos aguardar ansiosamente que a normalidade retorne, certamente em outro
patamar, para que possamos desenvolver as nossas atividades e projetos, muitos deles
aguardando este novo cenario.

Luiz Fernando Barcelos
Presidente da Sociedade Brasileira de Analises Clinicas

RBAC. 2021;53(2):108



Editorial/Editorial

A bioética laboratorial e a pandemia de COVID-19
Laboratorial bioethics and COVID-10 pandemic

Desde a antiguidade, o homem tem demonstrado preocupagéo com as condutas
e atitudes dos profissionais de saude no que concerne a protecédo da vida. Na longin-
qua Babildnia, foi elaborado o conhecido Cédigo de Hammurabi, considerado o cédigo
juridico mais antigo ja descoberto pela arqueologia, remontando ano de 1.780 a.C. Esse
cédigo, além de regular e ordenar as relagdes sociais e de propriedade, legislava sobre
diversas situagdes concretas e pontuais como as relagdes médico-paciente. O Coédigo
de Hammurabi estabelecia os limites dos direitos e deveres dos profissionais de saude,
0 pagamento pelos bons servigos e as puni¢des para a ma pratica médica, conjuminando
a boa medicina ao bom resultado de sua intervengdo.™ A Tora judaica, escrita por volta
de 1.200 a.C., também pode ser considerada como um outro antigo cédigo que exorta a
protecdo a vida ao proclamar em seu Quinto Mandamento “N&o Mataras” e ao apresentar
diversas praticas médicas que tinham como objetivo a preservacéo ou a recuperagao
da saude da populagdo.? Por fim, a locugdo latina Primum non Nocere (Primeiro ndo
Prejudicar), atribuida a Hippocrates de Cos (460 a.C. —377a.C.), é outra antiga referéncia
a indispensavel prevencao de riscos e danos irredimiveis aos pacientes.®

Na atualidade, a preocupagdo com a vida passou a compor uma nova ciéncia,
denominada bioética, cujo escopo é estudar de forma sistematica a conduta humana
no campo da biologia e da atencdo a saude, tendo como base valores e principios éti-
cos. Todavia, com os avangos da ciéncia e da tecnologia, a bioética tem estendido seu
campo de agao a toda atividade humana que impacta a vida, incluindo a natureza e os
animais." Essa ciéncia tem como ferramenta de trabalho a ética filoséfica e seus proprios
principios bioéticos (autonomia, justica, beneficéncia, ndo-maleficéncia e solidariedade),
que tradicionalmente tém sido assim enumerados: "

* A autonomia é um principio que emana do conceito de liberdade do individuo
em todas as circunstancias vitais. Esse principio refere-se ao direito do paci-
ente de participar na tomada de decisdo em relagao a realizagdo de exames
laboratoriais e a escolha do tratamento ou acerca de qualquer pratica médica
que lhe seja proposta. Decorre do principio de autonomia o Consentimento
Livre e Esclarecido.

» Ajustica € um principio que apresenta duas vertentes: a distributiva, que in-
corpora a destinagéo equitativa dos recursos materiais e financeiros, e aquela
relacionada a igualdade de tratamento, ndo discriminagédo ou ndo excluséo de
grupos ou pessoas.

» Abeneficéncia reitera a obrigagdo moral do profissional e das equipes de saude
de agirem sempre em prol e pelo bem do paciente.

* A ndo-maleficéncia esta associada a ndo produgédo de danos e/ ou a sua
prevengédo, estando contido nesse principio ndo matar, ndo provocar dor ou
sofrimento e ndo produzir incapacidades.

+ O principio da solidariedade, incorporado mais recentemente, se articula com
propostas relacionadas a dignidade do ser humano e o respeito a sua vulnerabili-
dade, tendo grande interface com os principios da justica/ equidade e autonomia.

Recebido em 10/03/2021
Aprovado em 29/04/2021
DOI: 10.21877/2448-3877.202102188
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Nesse contexto de pandemia, onde o Coronavirus se transformou em um ente
perturbador do bem comum e da dignidade humana, produzindo uma realidade danosa
a saude coletiva (fisica e psicoldgica), a vida cotidiana e & economia, comprometendo o
presente e o futuro das pessoas e das sociedades, a bioética, a partir de seus principios,
surge como um importante instrumento de mitigacao dos efeitos maléficos da COVID-19
pela salvaguarda dos direitos humanos profundamente corroidos pela crise sanitaria que
tem sido experimentada pela humanidade.“9

Na linha de frente desse combate estdo os profissionais de saude que frequente-
mente tém que tomar decisbes céleres e com elevado grau de complexidade em ambien-
tes escassos de recursos de toda natureza.® Tais decisées, contudo, ndo podem ferir o
respeito a vida e a promogao da saude, bem como devem permitir o desenvolvimento
de outros bens e beneficios aos pacientes. Importa reiterar que reflexdes bioéticas
sobre a prevengao, a cura e o cuidado as pessoas afetadas por esta pandemia devem
ser o fio condutor das deliberagdes médicas e laboratoriais nas diversas especialidades
da medicina. Essas reflexdes ajudam ainda a ordenar e a colocar os valores € a ética
profissional acima dos interesses pessoais ou institucionais.®?”

No dmbito das analises clinicas, um diagnéstico rapido e preciso dos casos de
COVID-19 é fundamental para identificar, isolar e tratar os pacientes infectados.® Dife-
rentes técnicas estao disponiveis e a implementagao de cada uma delas depende do que
se desejar investigar e avaliar. No entanto, a despeito da técnica escolhida, elementos
éticos deverao ser também considerados na atividade laboratorial a fim de suprimir ao
maximo qualquer prejuizo que possa ser causado ao paciente.®?

Dentre a multiplicidade de elementos éticos e metodoldgicos que devem ser
contemplados por um laboratério de analises clinicas envolvido no trabalho de apoio
diagnéstico da infecgdo pelo Coronavirus, podem ser considerados:®3"

¢ Autonomia: A confidencialidade de dados e a privacidade dos pacientes devem
ser protegidas. Nesse caso, ha uma exigéncia moral de respeitar a autonomia
do paciente, a sua liberdade de escolha, a protecdo de informagao privada ou
0 acesso ao seu corpo.

¢ Beneficéncia: Os exames laboratoriais devem estar orientados para o beneficio
do paciente e com fins diagndsticos. Nessa situagdo, ha uma obrigagdo em
se fazer todo o esforgo em prol do paciente, atuando de maneira a ajudar na
melhoria ou recuperagéo de sua saude.

» Nao-Maleficéncia: Tecnologias ou procedimentos que possam produzir algum
dano ao paciente ndo devem ser empregados. Nesse caso, ha uma preocupagao
em nao infligir dano ao paciente de forma intencional.

* Nao-Maleficéncia: Processos automatizados devem ser preferencialmente
utilizados a fim de minimizar os erros e aumentar a celeridade diagndstica.
Nessa situagdo, procura-se evitar demoras na instituicdo do tratamento com
prejuizos a saude do paciente.

* Nao-Maleficéncia: As limitagdes das técnicas de diagndstico laboratorial em-
pregadas devem ser conhecidas e previstas. Nesse contexto, tenciona-se evitar
equivocos de diagndstico provocando danos ao paciente.

¢ Beneficéncia: O treinamento, a qualificagdo e a atualizagao de todo o corpo
técnico do laboratério deve ser permanente. Essa agao consiste na pratica do
bem ou na virtude de beneficiar o paciente através do melhor desempenho
profissional.

* Nao-Maleficéncia: O manejo de pacientes e das amostras biolégicas deve
ser procedido empregando-se todas as medidas de biosseguranca requeridas.
Nesse caso, considera-se atendido o classico conceito desse principio “ndao
causar dano e minimizar prejuizos”.

¢ Beneficéncia: Asolicitagdo de exames laboratoriais deve ser feita preferencial-
mente para subsidiar decisdes terapéuticas. Essa situagao solicita que o profis-
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sional de saude tenha a maior convicgéo e a melhor informacgéo técnica possivel
para assegurar que ato [solicitagido] seja efetivamente benéfico ao paciente.

» Justica/Solidariedade: A obtengdo da amostra clinica deve ser realizada se-
guindo as normas de seguranga biolégica, com adequada técnica e no correto
periodo de tempo de evolugéo da doenga. Nesse caso, tem-se a preocupagao de
se evitar a realizagdo de um exame laboratorial em periodo clinico equivocado,
0 que pode produzir um resultado falso negativo e determinar desperdicio dos
€scassos recursos publicos.

» Nao-Maleficéncia: O transporte da amostra clinica até o laboratério deve ocorrer
com o emprego dos protocolos de seguranga bioldgica e no menor tempo de
deslocamento possivel. Nesse caso, procura-se evitar a perda de qualidade
da amostra, o que pode trazer prejuizos ao correto diagnostico laboratorial e a
saude do paciente.

* Nao-Maleficéncia: A interpretacdo dos resultados obtidos deve ser realizada
com prudéncia dentro do contexto clinico. Nessa situagao, procura-se minimizar
os erros de leitura dos resultados para se evitar a produgéo de diagnosticos
inconclusivos e atrasos na instituigdo do tratamento do paciente.

» Justica/Solidariedade: Nao é justificada a realizagdo de exames laboratoriais
que nao apresentem a sensibilidade requerida ou que n&o acrescentem novas
informacdes sobre o quadro clinico do paciente. Nesse contexto, procura-se
evitar desperdicios dos limitados recursos publicos.

* Justica/Solidariedade: A repeticdo de um exame laboratorial deve considerar
o curso natural da virose. Nesse contexto, tenciona-se prevenir desperdicios
dos exiguos recursos publicos.

¢ Autonomia/Solidariedade: O resultado obtido deve ser informado ao paciente
em termos claros e compreensiveis. Nessa situagao, procura-se respeitar o
estado de vulnerabilidade do paciente e reconhecer seu valor.

¢ Nao-Maleficéncia: As amostras sob custddia do laboratério devem permanecer
em local seguro e de acesso restrito. Nesse caso, tem-se como objetivo a pre-
vengao da contaminagao de profissionais de salde e pacientes.

O laboratdrio clinico € uma importante ferramenta de combate e controle a pande-
mia de COVID-19, apresentando, inclusive, posigéo estratégica nos sistemas sanitarios
nacionais.” Para fazer frente ao estado de excegao vivido na atualidade pela populagéo
mundial, além da indispensavel competéncia técnica, tem sido verificada a necessidade
de incorporagao dos principios bioéticos na atividade de laboratério, em decorréncia dos
dilemas morais que surgiram com a pandemia, principalmente aqueles relacionados a
perda temporaria de direitos no ambito social, da assisténcia sanitaria, da saude publi-
ca, da investigacdo em saude e das politicas sécio-sanitarias e econémicas.®® Como
cada fase do processo analitico tem aspectos éticos caracteristicos que devem ser
considerados para o estabelecimento de uma pratica diagndstica onde haja a protegao
daqueles pacientes vulnerabilizados pela pandemia, a discussao e reflexdo acerca da
bioética laboratorial e da aplicagdo de seus principios € inescapavel nesse momento
histérico da saude publica.“19
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Principais variantes do SARS-CoV-2 notificadas no Brasil
Main SARS-CoV-2 variants notified in Brazil

Cleonice Maria Michelon’

Resumo

O surgimento de variantes do SARS-CoV-2 (Coronavirus-2 da Sindrome Respiratéria Agu-
da Grave) em diversos paises gera preocupacao para as autoridades de saide do mundo.
As variantes do SARS-CoV-2 apresentam mutagdes, principalmente na proteina S, que
estdo relacionadas a maior transmissibilidade, tornando-se dominantes em determinadas
regides em curto espago de tempo. Essas mutagdes parecem estar associadas também
a maior viruléncia, resisténcia aos anticorpos tanto monoclonais quanto produzidos em
resposta a infecgdo prévia ou vacina, além da maior frequéncia de reinfeccdes. Nesta
revisao, foram descritas as variantes Alfa, Beta, Gama, Delta, Zeta e Lambda classifica-
das como variantes de preocupagéo e de interesse, segundo a Organizagdo Mundial da
Saude. Estas variantes foram notificadas no Brasil até o momento, e a revisdo aborda
suas principais caracteristicas e os possiveis impactos sobre a saude humana.

Palavras-chave
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INTRODUGAO

O SARS-CoV-2 (do inglés Severe Acute Respiratory
Syndrome CoronaVirus-2), agente etiolégico da COVID-19
(do inglés COronaVirus Disease 2019), pertence a familia
dos Coronavirus, que sdo um grupo de virus envelopados
que possuem RNA linear de fita simples sentido positivo.
O SARS-CoV-2 apresenta quatro proteinas estruturais
principais: a glicoproteina de superficie (do inglés spike)
(S), a proteina do envelope (E), a proteina da matriz (M) e
a proteina do nucleocapsideo (N).("

Desde o inicio da pandemia de COVID-19, analises
genéticas do SARS-CoV-2 em varios paises e em diferentes
momentos revelaram que o virus sofreu diversas mutagoes.
% As mutagdes sdo eventos naturais da replicagao viral,
sendo muito mais frequentes em virus de genoma RNA. A
maior parte das mutagdes € neutra, ou seja, ndo fornece
qualquer vantagem ou desvantagem para o virus. Entre-
tanto, um pequeno numero de mutagdes pode conferir
novas propriedades quimicas as proteinas virais, resul-
tando em mudancgas na forma como o virus se comporta
nas infecgdes.®

As mutacdes na proteina S apresentadas pelo
SARS-CoV-2 séao as mais relevantes do ponto de vista

clinico-epidemiolégico, considerando seu importante papel
no processo infeccioso.” A proteina S € uma grande glico-
proteina transmembrana presente na superficie externa dos
Coronavirus. A proteina € clivada por protedlise formando
as subunidades S1, responsavel pela adsorgao do virus a
superficie da célula, e S2, que promove a fusdo do envelope
do virus com a membrana plasmatica da célula.® Ainfecgao
celular acontece pela interagao do dominio RDB (do inglés
receptor-binding domain) da subunidade S1 do virus com o
receptor da enzima conversora de angiotensina-2 (ECA-2)
da célula alvo.®

Mutacdes na proteina S que aumentam a afinidade do
virus pelo receptor celular ou a quantidade de virus elimi-
nada durante o curso da infec¢gdo podem estar associadas
ao aumento da transmissdo do virus.*") Exemplos séo
as mutacdes D614G, associadas a elevada carga viral e
maior transmissibilidade,"™ e 501Y, também associada a
maior transmissibilidade.®1012)

O acesso publico global aos bancos de dados e pla-
taformas gendmicas, como Global Initiative on Sharing All
Influenza Data (GISAID), GenBank, Genome Warehouse
(NGDC) e National Microbiology Data Center (NMDC),
permitiu o rastreamento em tempo real da emergéncia e
disseminagao das mutagdes identificadas no SARS-CoV-2
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nas diferentes partes do mundo. Nesse contexto, a presente
revisao teve como objetivo descrever as principais varian-
tes do SARS-CoV-2 notificadas no Brasil. Para tanto, foi
realizada uma busca na literatura sobre a identificagéo de
variantes de preocupacgao e de interesse em nosso pais,
com foco em suas principais caracteristicas e seus possiveis
impactos sobre a saude humana.

CARACTERIZAGAO GENOMICA DO SARS-COV-2

O sequenciamento gendmico do SARS-CoV-2 e a
divulgacao oportuna dos dados levaram a caracterizagao
do agente etiolégico envolvido no surto inicial, bem como
ao desenvolvimento de protocolos diagndsticos e ao acom-
panhamento da evolugao da pandemia de COVID-19.
O sequenciamento gendmico tornou-se uma ferramenta
essencial para gerar dados virolégicos de SARS-CoV-2,
permitindo a deteccdo das diversas mutagdes.'®

Apesar das denominag¢des clado, linhagem e variante
nao corresponderem a uma hierarquia taxonémica oficial,
desde sua caracterizagdo gendémica, o SARS-CoV-2 foi
classificado em diferentes grupos genéticos ou clados e
subdividido em categorias de acordo com o sistema de
nomenclatura utilizado. Mutagdes especificas definem os
grupos genéticos virais (também denominados linhagens),
enquanto o surgimento de mutagdes adicionais, promovendo
diferengas dentro de cada grupo genético, da origem as
denominadas variantes." Para facilitar a compreensao e o
acompanhamento das evolugdes genéticas do SARS-CoV-2
e reduzir estigmas geograficos, a Organizagao Mundial
da Saude (OMS) criou um novo sistema de nomenclatura
unificado, que usa o alfabeto grego, para classificar as
variagdes do virus.("®

A partir da identificagdo do SARS-CoV-2 até margo de
2021, mais de 845 mil sequéncias gendmicas completas
foram compartilhadas através de bases de dados de acesso
publico."™® Com base nesses dados foram identificadas
diversificagbes genéticas agrupadas em trés diferentes cla-
dos. Dentro de cada clado, diferentes linhagens e variantes
foram observadas, destacando uma crescente modificagao
do virus SARS-CoV-2 ao longo do tempo. A cocirculagao
de diferentes clados genéticos foi observada em varios
paises, bem como a migragao de linhagens genéticas da
Europa para a América do Sul."” Entretanto, é importante
salientar que as informagdes sobre os clados predominan-
tes em nivel global devem ser interpretadas com cautela,
devido a representagao enviesada dos dados, com maior
participagdo de paises de alta renda.(®

O grupo de trabalho da OMS que acompanha a evo-
lugdo do SARS-CoV-2, avaliando diversos fatores incluindo
transmissibilidade, viruléncia, alteragdes fenotipicas e pro-
pagagao, classificou as variantes circulantes globalmente
em variantes de preocupagao (VOC, do inglés, variant of
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concern) e variantes de interesse em saude publica (VOI,
do inglés variant of interest). Foram classificadas no grupo
das VOC as variantes Alfa (B.1.1.7), identificada inicialmente
no Reino Unido, Beta (B.1.351), descoberta na Africa do
Sul, Gama (B.1.1.28.1), originaria do Brasil (Manaus) e
Delta (B.1.617.2), identificada na india. No grupo das VOI
as variantes Eta (B.1.525), detectada em diversos paises,
Epsilon (B.1.427/B.1.429), identificada nos Estados Unidos
da América (Califérnia), Zeta (B.1.1.28.2), originaria do Brasil
(Rio de Janeiro), Teta (B.1.1.28.3), detectada nas Filipinas
e no Japéao, lota (B.1.526), descoberta nos Estados Unidos
da América, Kapa (B.1.617.1) detectada na india, e Lambda
(C.37), originaria do Peru® (Quadro 1).

LINHAGENS E VARIANTES CIRCULANTES NO
BRASIL

No Brasil, no periodo de janeiro de 2020 a maio
de 2021 foram registradas mudangas na frequéncia das
linhagens dominantes, segundo dados da Rede Gendmica
Fiocruz (Figura 1). Inicialmente a epidemia foi impulsionada
principalmente pelas linhagens B.1.1.28 e B.1.1.33, que
foram as mais prevalentes até outubro de 2020."® Apds
esse periodo, destaca-se a circulagao de duas variantes de
origem nacional, P.1 e P.2, originadas da linhagem B.1.1.28.
(18 As duas variantes brasileiras juntas, em apenas quatro
meses apos sua emergéncia, corresponderam a 75% dos
sequenciamentos no territério nacional.”” No que tange a
notificagdo das variantes de preocupagao e de interesse
em saude publica, foram registradas no Brasil, até julho de
2021, as quatro variantes classificadas como VOC e duas
(Zeta e Lambda) das sete variantes classificadas como
VOI pela OMS.

VARIANTES DE PREOCUPAGAO E DE INTERESSE
REGISTRADAS NO BRASIL

ALFA (Variante B.1.1.7 - Variante do Reino Unido)

Avariante Alfa (também denominada B.1.1.7, 20B/501Y.
V1 ou VOC-202012/01) foi detectada em setembro de 2020,
tornando-se a linhagem dominante no Reino Unido em
dezembro de 2020, mesmo més em que foi identificada no
Brasil. Essa variante apresenta sete mutag¢des na proteina
S, incluindo a mutagdo N501Y que esta associada a maior
afinidade do virus pelo receptor ECA-2,6:1°12 o que pode
explicar a sua rapida expansao,('>'? bem como a maior resis-
téncia a neutralizag&o por anticorpos.®” A mutagdo N501Y
caracteriza-se pela substituicado do aminoacido asparagina
pela tirosina na posigdo 501, no dominio de ligagdo ao
receptor (RDB) da proteina S.('9 Essa mutagdo aumentou
em sete vezes a afinidade do virus pelo receptor ECA-2.®
Um estudo realizado por Supasa e colaboradores que tes-
tou a capacidade neutralizante do soro obtido de pacientes
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Quadro 1 - Variantes de interesse e variantes de preocupacédo do SARS-CoV-2.

OMS Nextrain Pango GISAID Primeira Primeiras Mutacgoes caracteristicas
clado linhagem clado detecgao amostras
Variantes de preocupacgédo (VOC)
Alfa 20J/501Y.V1 |B.1.1.7 GRY Reino Unido Set 2020 H69/V70del, Y144del, N501Y, A570D,
GR/501Y.V1 P681H, S106/G107/F108del
Beta 20H/501Y.V2 |B.1.351 GH/501Y.V2 | Africa do Sul Ago 2020 L242/A243/L.244del, K417N, E484K, N501Y,
S106/G107/F108del
Gama 20J/501Y.V3 |B.1.1.28.1 GR/501Y.V3 |Brasil e Japdao |Dez 2020 K417T, E484K, N501Y, S106/G107/F108del
conhecida como P.1
Delta 21A/S:478K | B.1.617.2 G/452R.V3 india Out 2020 T19R, (G142D), 156del, 157del, R158G,

L452R, T478K, D614G,
P681R, D950N

Variantes de interesse (VOI)
Epsilon |20C/S.452R |B.1.427/B.1.429 GH/452R.V1 | Estados Unidos |Jun 2020 L452R, W152C, S13l, D614G

da América
Zeta 20B/S.484K |B.1.1.28.2 GR Brasil Abril 2020 | L18F, T20N, P.26S, F157L, E484K, D614G,
conhecida como P.2 S9291, V1176F
Eta 20A/S484K B.1.525 G/484K.V3 Multiplos paises | Dez 2020 H69-V70del, Y144del, Q52R, E484K,
Q677H, D616G, S929I, V1176F
Teta 20B/S:265C |B.1.1.28.3 GR Filipinas e Fev 2021 141-143del, E484K, N501Y, P681H
conhecida como P.3 Japao
lota 20C/S:484K | B.1.526 GH Estados Unidos | Nov 2020 LSF, T95I, D253G, D614G, V483A, HE55Y,
da América G669S, Q949R, N1187D
Kapa 21A/S:154K | B.1.617.1 G/452R.V3 india Out 2020 (T98I), G142D, E154K, L452R, E484Q,
D614G, P681R, Q1071H
Lambda |21G C.37 GR/452Q.V1 | Peru Dez 2020 246-252del, G75V, T76l, L452Q, F490S,

D614G e T859N

Fonte: Adaptado de COVID-19 Weekly Epidemiological Update. WHO, 13 july 2021. (https://www.who.int/publications/m/item/weekly-epidemiological-update-on-covid-
19---13-july-2021). Consultado em 14/07/2021.

Figura 1. Frequéncia das principais linhagens de SARS-CoV-2 por més de amostragem (janeiro/2020 a maio/2021) no Brasil.

Fonte: Rede Gendmica — Fiocruz. (http://www.genomahcov.fiocruz.br/frequencia-das-principais-linhagens-do-sars-cov-2-por-mes-de-amostragem/). Consultado em
14/07/2021.
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convalescentes de infeccao pelo SARS-CoV-2, linhagem
Wuhan, e soro de individuos que receberam vacina da
Oxford-AstraZeneca e Pfizer contra o virus B.1.1.7 concluiu
que a variante exigia maiores concentragbes de soro para
atingir a neutralizagéo. Entretanto, o escape generalizado de
anticorpos monoclonais e anticorpos gerados por infecgéo
natural ou vacinagéo nao foi observado.)

Além da mutagédo N501Y, essa variante carrega algu-
mas dele¢des que resultaram na perda de aminoacidos
no dominio N-terminal (NTD) da proteina S. Essas dele-
¢bes também podem contribuir para o escape da resposta
imune,® considerando que o NTD constitui um super sitio
de ligagdo de anticorpos neutralizantes.?” A perda desses
aminoacidos pode influenciar também na sensibilidade de
kits diagnoésticos que empregam sondas voltadas a detec-
cao desta sequéncia. Devido a delegéo, sondas usadas
em ensaios comerciais perdem a capacidade de se ligar ao
amplicon, gerando resultado falso negativo.??

A variante foi considerada mais transmissivel('%?) e
mais letal®?® quando comparada as cepas dominantes
registradas no Reino Unido anteriormente. Um estudo de
coorte encontrou risco relativo de morte de 1,64 (IC de 95%
1,32 a 2,04) entre individuos infectados com o virus B.1.1.7
comparado com outras linhagens.? Estudos observacionais
retrospectivos também estimaram um risco aumentado de
morte (35%) associado a variante.® Nao existem até o
momento evidéncias de doenga mais grave em criangas e
jovens acometidos pela variante Alfa,®® apesar dos registros
de aumento na proporgédo de casos com necessidade de
hospitalizagdo em individuos com menos de 60 anos.®?”

BETA (Variante B.1.351 - Variante Sul-Africana)

Avariante Beta (B.1.351 ou 501Y.V2) surgiu na Africa
do Sul, no inicio de outubro de 2020 e se espalhou rapida-
mente para regides proximas. A variante foi identificada apos
a primeira onda da epidemia em uma area metropolitana
gravemente afetada, Nelson Mandela Bay, localizada na
costa da Provincia do Cabo Oriental, de onde se espalhou
tornando-se dominante, em poucas semanas, nas provincias
de Eastern Cape e Western Cape e na Europa Ocidental.
©) Até fevereiro de 2021 a variante ja era detectada em 35
paises,? entretanto, a confirmagdo de registros dessa
variante no Brasil ocorreu somente no final de abril do
mesmo ano.®)

Comparada a cepa de referéncia do virus SARS-CoV-2
(cepa de Wuhan), a variante apresenta 12 mutac¢des nao
sindnimas e uma delegdo. A maioria das mutagdes (7) e dele-
¢ao (1) encontradas esta localizada na proteina S, enquanto
as demais estao localizadas nas regides ORF1a, proteina
E e proteina N. O alto nimero de mutagdes nas regides
imunodominantes da proteina S, incluindo trés (K417N,
E484K e N501Y) no RBD®2® e quatro naregidao NTD, sugere
possibilidade de escape dos anticorpos neutralizantes.®
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A mutacao N501Y, conforme descrito anteriormente,
esta relacionada a maior afinidade do virus pelo receptor
ECA-2@10.12) e g maior resisténcia a neutralizagéo por anti-
corpos.® As mutagdes E484K e K417N, presentes também
no RBD da proteina S, desempenham papel fundamental
na interagdo do virus com o receptor e na evasao imunolé-
gica.®® Na mutagao E484K, o acido glutamico (aminoacido
com carga elétrica negativa) é substituido por uma lisina
(aminoacido carregado positivamente). Essa mudanga de
carga na regiao flexivel do RBD parece criar uma intera-
¢ao significativamente mais forte com o receptor celular.®
Por sua vez, a mutagdo K417N (substituicdo da lisina por
asparagina) parece influenciar minimamente a interagcéo
do virus com a célula alvo.? Entretanto, o conjunto das
trés mutacgdes intensifica a afinidade do virus pelo receptor,
aumentando a transmissibilidade e permitindo escape da
neutralizagao por anticorpos anti-SARS-CoV-2.¢9 As demais
mutagdes presentes na proteina S da variante se encontram
na regiao NTD, que também é uma regido alvo de anticor-
pos neutralizantes. Estudos destacam que a combinagao
de mutagdes nas regides RBD e NTD da proteina S afeta
significativamente a neutralizagao da variante Beta por anti-
corpos monoclonais e soros imunes obtidos de pacientes
convalescentes ou vacinados.®3'-3%

Em relacdo a gravidade da doenga produzida pela
variante Beta, apesar de um estudo realizado na Europa ter
demonstrado que os pacientes infectados com a variante
tiveram maior necessidade de admissao em unidades de
terapiaintensiva, quando comparados aos infectados pelas
outras VOC,?) nao existem, até o momento, evidéncias
robustas que comprovem maior grau de viruléncia ou maior
gravidade da doenga relacionada a variante Beta.®%

GAMA (Variante B.1.1.28.1 ou P.1 - Variante

Brasileira - Manaus)

Essa variante foi notificada a OMS em janeiro de
2021 pelo Japao, apds deteccao em quatro viajantes pro-
venientes do Brasil."'¥ A variante Gama (também denomi-
nada linhagem P.1) identificada em dezembro de 2020 em
Manaus, capital do estado do Amazonas, esteve ausente
nas amostras coletadas até novembro de 2020. Entretanto,
em dezembro do mesmo ano, a variante foi identificada
em 42% das amostras e em 91% em janeiro de 2021 no
mesmo municipio, sugerindo transmissao local."3% Até 20
de abril de 2021, a variante Gama ja havia sido registrada
em 43 paises, segundo boletim epidemiolégico semanal
publicado pela OMS.(1®

AP.1 apresenta uma constelagao unica de mutagdes,
incluindo alteragdes genéticas importantes do ponto de
vista clinico-epidemioldgico.®® A P.1 compartilha a mutagéo
N501Y, relacionada a maior transmissao, com as variantes
Alfa e Beta, além de exibir mais duas mutagdes no RBD
da proteina S, a mutagdo E484K e a mutagdo K417T. As
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mutacdes citadas estdo associadas a evasao da resposta
imune.®°353) Wang e colaboradores identificaram que a
linhagem P.1 é refrataria a diversos anticorpos monoclonais,
apresentando também maior resisténcia a neutralizagao
por plasma convalescente e soros obtidos de individuos
vacinados.®) Segundo alguns autores, essa nova linhagem
esta relacionada a maior transmissibilidade e maior risco
de reinfecgdo por Coronavirus. 53

Um estudo que comparou dados de pacientes de sete
paises europeus infectados por VOC e ndo-VOC identificou
maior necessidade de internagéo hospitalar em pacientes
com a variante P.1 (20%) quando comparados aos infectados
por outras variantes.?”) Outro estudo demonstrou, ainda,
que simultaneamente ao surgimento da linhagem P.1 no
estado do Amazonas houve aumento na mortalidade de
individuos com COVID-19 na faixa etaria dos 20 aos 50
anos, em ambos os sexos. Esses dados sugerem que as
mutagdes presentes na variante P.1 podem estar associadas
a alteragdes na viruléncia e na patogenicidade do virus.®"

ZETA (Variante B.1.1.28.2 ou P.2 - Variante

Brasileira — Rio de Janeiro)

Essa variante, também denominada linhagem P.2,
foi identificada em outubro de 2020 no estado do Rio de
Janeiro. Apds sua deteccao, o sequenciamento de geno-
mas coletados de varios municipios do estado, entre abril
e novembro, detectou a presencga da variante em amostras
do més de julho de 2020, cerca de quatro meses antes de
sua identificagd0.®® A proporgao dessa variante aumentou
significativamente entre setembro de 2020, quando corres-
pondia a 0,7% das amostras, e fevereiro de 2021, quando foi
detectada em 45% das amostras sequenciadas no pais.(
Em apenas quatro meses a P.2 foi notificada em 16 paises.
8 Nas Américas, a variante foi identificada na Argentina, no
Chile, nos Estados Unidos da América, no México, na ilha
de Sao Martinho, no Uruguai e na Venezuela.("®

A P.2 é caracterizada por cinco mutagdes definido-
ras e outras cinco mutagdes presentes na maioria dos
genomas.®® A P.2 apresenta somente uma mutagdo na
proteina S, a mutacdo E484K no RBD. Essa mutagao
esta associada ao aumento da interagao do virus com o
receptor ECA-2 e ao escape de anticorpos neutralizantes
contra o SARS-CoV-2.(7:38:39)

Dentre as mutacdes presentes no RBD, a mais preocu-
pante parece ser a E484K. E484 ¢é o local onde as mutacdes
tendem a ter o maior efeito sobre a ligagdo de anticorpos.
40 Estudos mostraram que as mutagdes no local E484
reduzem a poténcia de neutralizacdo de alguns plasmas
humanos em mais de 10 vezes, embora outros plasmas nao
sejam afetados por mutagdes neste local.“%4) Aresisténcia
a neutralizagéo das variantes que apresentam a mutagao
E484K por anticorpos pode explicar os recentes casos de
reinfecgdo pela P.2 observados no Brasil.#243)
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DELTA/KAPA (Variante B.1.617 - Variante Indiana)

A variante B.1.617 foi identificada primeiramente na
india em dezembro de 2020, embora uma vers&o anterior
tenha sido detectada em outubro de 2020. Em abril de 2021
a variante ja havia sido notificada em 21 paises.“ Segundo
os ultimos dados da OMS, a variante foi classificada em trés
linhagens, denominadas B.1.617.1,B.1.617.2e B.1.617.3,
com pequenas diferencas e distinta distribuigdo geografica.(®

No Brasil, os primeiros casos de COVID-19 causados
pela variante indiana foram confirmados na segunda quin-
zena de maio de 2021. Inicialmente, um caso no estado do
Maranhé&o, seguido por casos notificados no Rio de Janeiro,
em Minas Gerais, no Parana e em Goias,* totalizando mais
de 100 casos até meados de julho de 2021.

Na variante B.1.617 foram identificadas 13 mutagdes
que resultaram em substituicdes de aminoacidos.®4 As
mutagdes que mais preocupam sdo as encontradas na
proteina S, incluindo duas mutagdes na regido NTD (G142D
e E154K), duas na regido RBD (L452R e E484Q) e uma
no local de clivagem da furina polibasica no limite S1/S2
(P681R).“8)

As mutacbes na regido RBD combinadas com a
mutagdo no local de clivagem da furina podem resultar
em aumento na ligagéo do virus a ECA-2 e maior taxa de
clivagem S1/S2, resultando em maior transmissibilidade.“
Além disso, um estudo demonstrou que apesar da maioria
dos soros de individuos convalescentes e vacinados com
Pfizer e Moderna ter capacidade de neutralizar a variante
B.1.617, esta se mostrou seis a oito vezes mais resistente
a neutralizagédo quando comparada a cepa WA1/2020, cepa
de referéncia para estudo do SARS-CoV-2 nos Estados
Unidos da América.“® Outro estudo demonstrou que soros
de individuos convalescentes e soros de individuos imuniza-
dos com as vacinas Pfizer-BioNTech e Oxford-AstraZeneca
mostraram neutralizagao reduzida das variantes B.1.617.2
(Delta) e B.1.617.1 (Kapa). O mesmo estudo sugeriu ainda
que individuos infectados anteriormente com as variantes
B.1.351 (Beta) e P.1 (Gama) sédo provavelmente mais sus-
cetiveis a reinfecgao pela cepa Delta.“”

LAMBDA (Variante C.37 — Variante Andina)

A variante Lambda foi relatada pela primeira vez em
Lima, capital do Peru, em dezembro de 2020, quando cor-
respondia a 0,5% dos genomas avaliados, expandindo para
96,6% em abril de 2021.¢8 Em meados de junho de 2021,
ja era encontrada em 26 paises nas Américas, na Europa
e na Oceania. Esta variante, que tem elevada prevaléncia
em alguns paises da América do Sul, foi identificada no
Brasil em fevereiro de 2021, no estado de S&o Paulo, e
desde entdo tem sido apenas ocasionalmente notificada.“?

A variante Lambda apresenta a delegdo 3575-3677
no gene ORF1a, também presente nas variantes Alfa, Beta
e Gama. Além disso, a variante apresenta uma delegao
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(246-252) e multiplas mutagdes néo sindnimas (G75V, T76l,
L452Q, F490S, D614G e T859N) no gene da proteina S. As
mutacoes L452Q e F490S estéo na regido RBD da proteina
S_(49)

A mutacado L452Q é similar a L452R, presente nas
variantes Delta, Epsilon e Kapa, associada ao escape da
neutralizagdo por anticorpos e maior infectividade devido
ao aumento da afinidade para o receptor ECA-2. Amutagao
F490S também foi associada ao escape da neutralizagao
por anticorpos.®® Um estudo in vitro realizado no Chile
demonstrou neutralizagéo por anticorpos 3,05 vezes menor
para a variante Lambda quando comparada a linhagem
selvagem. O estudo utilizou plasma de doadores que rece-
beram duas doses da vacina Coronavac. O mesmo estudo
demonstrou, ainda, aumento na infecciosidade da variante
Lambda, quando comparada as variantes Alfa e Gama.®®

OUTRAS VARIANTES RECENTEMENTE
IDENTIFICADAS NO BRASIL

Variantes da linhagem B.1.1.33

A linhagem B.1.1.33 foi uma das principais e mais
difundidas no Brasil no ano de 2020. Diversas variantes
dessa linhagem ja foram definidas, entretanto nenhuma
delas apresentava mutagéo preocupante na proteina S.¢"
Recentemente foram identificadas no Brasil duas novas
variantes, cujas inferéncias evolutivas apontam para a
ancestral B.1.1.33: a N9, que apresenta a ocorréncia da
mutacgao E484K,%"%2) e a N10, que apresenta 14 mutagoes
definidoras de linhagem, incluindo mutagées no RBD (E484K
e V445A) e trés delegdes no NTD da proteina S.5¥

Variantes da linhagem B.1.1.28

Além das variantes P.1 e P.2, estudos apontam duas
possiveis novas variantes, uma denominada NP.13L e a
outra denominada P4, que também descendem da linha-
gem B.1.1.28, uma das linhagens predominantes no Brasil.
Descrita pela primeira vez em janeiro de 2021, no sul do
Brasil, a variante NP.13L foi detectada também na Paraiba
e na Bahia, além da Inglaterra, do Japao e da Holanda.®?
A NP.13L é caracterizada por 12 mutagbes definidoras de
linhagem, incluindo a mutagdo E484K na proteina S.®4 Ja a
variante P.4 foi identificada em maio de 2021 no interior do
estado de Sao Paulo. Essa variante, reconhecida pela Socie-
dade Brasileira de Virologia, apresenta a mutagéo L452R na
proteina S, mutagdo também presente na variante indiana.®>

CONCLUSAO
Desde o surgimento dos primeiros casos de infecgdo
pelo SARS-CoV-2 até o presente momento, estamos sendo

constantemente confrontados com o surgimento de novas
variantes ao redor do mundo. No Brasil, foram notificados
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casos de COVID-19 por diversas linhagens, incluindo as
quatro variantes de preocupacéo e duas variantes de inte-
resse, segundo classificagdo da OMS. Importante destacar
que, destas, duas s&o de origem nacional (P.1 e P.2) e novas
variantes estdo sendo caracterizadas.

As principais caracteristicas das novas variantes con-
sistem em maior afinidade de ligagao ao receptor celular,
caracteristica que esta relacionada a maior transmissao,
presente em todas as variantes de preocupacao; resisténcia
aumentada a anticorpos neutralizantes, caracteristica mais
significativa nas variantes Beta (B.1.351), Gama (P.1) e Delta
(B.1.617.2); aumento da viruléncia, observado principalmente
na variante Alfa (B.1.1.7); risco aumentado de reinfeccao,
principalmente para as variantes Gama (P.1) Zeta (P.2) e
Delta (B.1.617.2).

Nesse contexto, a manutengdo de medidas preven-
tivas como o uso de mascaras, distanciamento social e
ampliagdo da vacinagdo, para minimizar a circulagéo do
virus, prevenindo infecgdes e consequentemente redu-
zindo as possibilidades de evolugdo do SARS-CoV-2, é
imperativa para o controle da pandemia. O monitoramento
genético constante das cepas de SARS-CoV-2 também se
faz necessario, pois além de permitir a rapida identificagdo
do surgimento de novas variantes, contribui para o enten-
dimento da dindmica da pandemia e para a producéo de
novas vacinas e testes diagnésticos.

Abstract

The emergence of SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus 2) variants in a lot of countries raises concern for health
authorities around the world. The SARS-CoV-2 variants present
mutations, mainly in the S protein, which are related to increase
transmissibility, becoming dominant in certain regions in a short time.
These mutations also seem to be associated with higher virulence,
resistance to both monoclonal antibodies and those produced in
response to previous infection or vaccine and to the most frequency of
re-infections. In this review, the Alpha, Beta, Gamma, Delta, Zeta and
Lambda variants classified as concern and interest variants, according
to the World Health Organization, was described. These variants have
been reported in Brazil until now, and the review addresses their main
characteristics and possible impacts on human health.
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SARS-CoV-2; variants; Brazil; COVID-19

REFERENCIAS

1. Wang H, Li X, Li T, Zhang S, Wang L, Wu X, et al. The genetic
sequence, origin, and diagnosis of SARS-CoV-2. Eur J Clin Microbiol
Infect Dis [Internet]. 2020 Sep 24;39(9):1629-35. Disponivel em:
https://link.springer.com/10.1007/s10096-020-03899-4

2. Forster P, Forster L, Renfrew C, Forster M. Phylogenetic network
analysis of SARS-CoV-2 genomes. Proc Natl Acad Sci [Internet].
2020 Apr 28;117(17):9241-3. Disponivel em: http://www.pnas.org/
lookup/doi/10.1073/pnas.2004999117

3. Islam MR, Hoque MN, Rahman MS, Alam ASMRU, Akther M, Puspo
JA, et al. Genome-wide analysis of SARS-CoV-2 virus strains
circulating worldwide implicates heterogeneity. Sci Rep [Internet].
2020 Dec 19;10(1):14004. Disponivel em: http://www.nature.com/
articles/s41598-020-70812-6

RBAC. 2021;53(2):109-116



Principais variantes do SARS-CoV-2 notificadas no Brasil

10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Toyoshima Y, Nemoto K, Matsumoto S, Nakamura Y, Kiyotani K.
SARS-CoV-2 genomic variations associated with mortality rate of
COVID-19. J Hum Genet [Internet]. 2020 Dec 22;65(12):1075-82.
Disponivel em: http://www.nature.com/articles/s10038-020-0808-9
van Dorp L, Acman M, Richard D, Shaw LP, Ford CE, Ormond L, et
al. Emergence of genomic diversity and recurrent mutations in SARS-
CoV-2. Infect Genet Evol [Internet]. 2020 Sep;83:104351. Disponivel
em: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1567134820301829
Grubaugh ND, Petrone ME, Holmes EC. We shouldn’t worry when
a virus mutates during disease outbreaks. Nat Microbiol [Internet].
2020 Apr 18;5(4):529-30. Disponivel em: http://www.nature.com/
articles/s41564-020-0690-4

Freitas RRA, Giovanetti M, Alcantara LCJ. Variantes emergentes
do SARS-CoV-2 e suas implicagdes na saude coletiva. Interam J
Med Heal [Internet]. 2021; Disponivel em: http://www.ncbi.nIm.nih.
gov/pubmed/33890566

Dejnirattisai W, Zhou D, Supasa P, Liu C, Mentzer AJ, Ginn HM, et
al. Antibody evasion by the P.1 strain of SARS-CoV-2. Cell [Internet].
2021 Mar; Disponivel em: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/
pii/fS0092867421004281

Tegally H, Wilkinson E, Giovanetti M, Iranzadeh A, Fonseca
V, Giandhari J, et al. Emergence and rapid spread of a new
severe acute respiratory syndrome-related coronavirus 2
(SARS-CoV-2) lineage with multiple spike mutations in South
Africa. 2020;2. Disponivel em: https://www.medrxiv.org/
content/10.1101/2020.12.21.20248640v1.full.pdf

Leung K, Shum MH, Leung GM, Lam TT, Wu JT. Early transmissibility
assessment of the N501Y mutant strains of SARS-CoV-2 in
the United Kingdom, October to November 2020. Euro Surveill
[Internet]. 2021;26(1). Disponivel em: http://www.ncbi.nIim.nih.gov/
pubmed/33413740

Volz E, Hill V, McCrone JT, Price A, Jorgensen D, O’Toole A, et al.
Evaluating the Effects of SARS-CoV-2 Spike Mutation D614G on
Transmissibility and Pathogenicity. Cell [Internet]. 2021;184(1):64-75.
e11. Disponivel em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/33275900
Santos J, Passos G. The high infectivity of SARS-CoV-2 B.1.1.7
is associated with increased interaction force between Spike-
ACE2 caused by the viral N501Y mutation. bioRxiv Prepr
[Internet]. 2021;501:1-9. Disponivel em: https://www.biorxiv.org/
content/10.1101/2020.12.29.424708v1

World Health Organization - WHO, editor. Genomic sequencing of
SARS-CoV-2: a guide to implementation for maximum impact on
public health. Geneva; 2021. 94 p.

Update E. Atualizagdo epidemioldgica: Variantes de SARS-CoV-2
nas Américas [Internet)]. Brasilia-DF: Organizagdo Pan-Americana da
Saude - OPAS; 2021. p. 1-10. Disponivel em: https://www.paho.org/
WHO. COVID-19 Weekly Epidemiological Update 42 [Internet].
World Health Organization. 2021. p. 1-28. Disponivel em: https://
www.who.int/docs/default-source/coronaviruse/situation-reports/
weekly_epidemiological_update_22.pdf

Update E. Atualizagao epidemioldgica: Variantes do SARS-CoV-2
nas Américas [Internet)]. Brasilia-DF: Organizagdo Pan-Americana
da Saude - OPAS; 2021. p. 1-9. Disponivel em: https://iris.paho.
org/handle/10665.2/53376

Castells M, Lopez-Tort F, Colina R, Cristina J. Evidence of increasing
diversification of emerging Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus 2 strains. J Med Virol. 2020;92(10):2165-72. Disponivel
em: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/jmv.26018

WHO. COVID-19 Weekly Epidemiological Update 48 [Internet].
World Health Organization. 2021. p. 1-16. Disponivel em: https://
www.who.int/publications/m/item/weekly-epidemiological-update-
on-covid-19---13-july-2021

Candido DS, Claro IM, de Jesus JG, Souza WM, Moreira FRR,
Dellicour S, et al. Evolution and epidemic spread of SARS-CoV-2
in Brazil. Science (80- ) [Internet]. 2020 Sep 4;369(6508):1255-60.
Disponivel em: https://www.sciencemag.org/lookup/doi/10.1126/
science.abd2161

RBAC. 2021;53(2):109-116

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Supasa P, Zhou D, Dejnirattisai W, Liu C, Mentzer AJ, Ginn HM, et al.
Reduced neutralization of SARS-CoV-2 B.1.1.7 variant by convalescent
and vaccine sera. Cell. 2021;184(8):2201-2211.e7. Disponivel em:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7891044/

Cerutti G, Guo Y, Zhou T, Gorman J, Lee M, Rapp M, et al.
Potent SARS-CoV-2 neutralizing antibodies directed against spike
N-terminal domain target a single supersite. Cell Host Microbe
[Internet]. 2021 Mar; Disponivel em: https://linkinghub.elsevier.
com/retrieve/pii/S1931312821001335

Bal A, Destras G, Gaymard A, Stefic K, Marlet J, Eymieux S, et
al. Two-step strategy for the identification of SARS-CoV-2 variant
of concern 202012/01 and other variants with spike deletion
H69-V70, France, August to December 2020. Euro Surveill
[Internet]. 2021;26(3). Disponivel em: http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/pubmed/33478625

Davies NG, Abbott S, Barnard RC, Jarvis Cl, Kucharski AJ, Munday
JD, et al. Estimated transmissibility and impact of SARS-CoV-2
lineage B.1.1.7 in England. Science (80- ) [Internet]. 2021 Apr
9;372(6538):eabg3055. Disponivel em: https://www.sciencemag.
org/lookup/doi/10.1126/science.abg3055

Challen R, Brooks-Pollock E, Read JM, Dyson L, Tsaneva-Atanasova
K, Danon L. Risk of mortality in patients infected with SARS-
CoV-2 variant of concern 202012/1: matched cohort study. BMJ
[Internet]. 2021;372:n579. Disponivel em: http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/pubmed/33687922

Davies NG, Jarvis Cl, Edmunds WJ, Jewell NP, Diaz-Ordaz K,
Keogh RH. Increased mortality in community-tested cases of SARS-
CoV-2 lineage B.1.1.7. Nature [Internet]. 2021 Mar 15; Disponivel
em: http://www.nature.com/articles/s41586-021-03426-1
Brookman S, Cook J, Zucherman M, Broughton S, Harman K, Gupta
A. Effect of the new SARS-CoV-2 variant B.1.1.7 on children and
young people. Lancet Child Adolesc Heal [Internet]. 2021;5(4):e9-10.
Disponivel em: http://dx.doi.org/10.1016/S2352-4642(21)00030-4
Funk T, Pharris A, Spiteri G, Bundle N, Melidou A, Carr M, et
al. Characteristics of SARS-CoV-2 variants of concern B.1.1.7,
B.1.351 or P.1: data from seven EU/EEA countries, weeks 38/2020
to 10/2021. Euro Surveill [Internet]. 2021;26(16):1-10. Disponivel
em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/33890566

Gomez CE, Perdiguero B, Esteban M. Emerging sars-cov-2 variants
and impact in global vaccination programs against sars-cov-2/
covid-19. Vaccines. 2021;9(3):1-13.

Slavov SN, Patané JSL, Bezerra R dos S, Giovanetti M, Fonseca V,
Martins AJ, et al. Genomic monitoring unveil the early detection of
the SARS-CoV-2 B.1.351 lineage (20H/501Y.V2) in Brazil. medRxiv
[Internet]. 2021;1-17. Disponivel em: https://www.medrxiv.org/
content/10.1101/2021.03.30.21254591v1

Nelson G, Buzko O, Spilman P, Niazi K, Rabizadeh S, Soon-Shiong
P. Molecular dynamic simulation reveals E484K mutation enhances
spike RBD-ACE?2 affinity and the 2 combination of E484K, K417N
and N501Y mutations (501Y.V2 variant) induces conformational
change greater than N501Y mutant alone, potentially resulting in
an escape mutant. bioRxiv [Internet]. 2021; Disponivel em: https://
www.biorxiv.org/content/10.1101/2021.01.13.426558v1.full.pdf
Wang P, Casner RG, Nair MS, Wang M, Yu J, Liu L, et al.
Increased Resistance of SARS-CoV-2 Variant P . 1 to Antibody
Neutralization. Cell Host Microbe [Internet]. 2021 May 12;29(5):747-
751.e4.; Disponivel em: https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/
PMC8053237/pdf/main.pdf

Cele S, Gazy |, Jackson L, Hwa SH, Tegally H, Lustig G, et al.
Escape of SARS-CoV-2 501Y.V2 from neutralization by convalescent
plasma. Nature. 2021 Mar 593(7857) 142-146; Disponivel em:
https://doi.org/10.1038/s41586-021-03471-w

Zhou D, Dejnirattisai W, Supasa P, Liu C, Mentzer AJ, Ginn HM, et
al. Evidence of escape of SARS-CoV-2 variant B.1.351 from natural
and vaccine-induced sera. Cell [Internet]. 2021 Apr;184(9):2348-
2361.e6. Disponivel em: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/
pii/lS0092867421002269

115



Michelon CM

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

116

Science Brief: Emerging SARS-CoV-2 Variants [Internet]. Centers
for Disease Control and Prevention - CDC; 2021. Disponivel em:
https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/science/science-briefs/
scientific-brief-emerging-variants.html

Faria N, Claro IM, Candido D, Franco LAM, Andrade PS, Coletti
TM, et al. Genomic characterisation of an emergent SARS-CoV-2
lineage in Manaus: preliminary findings. Virological Prepr [Internet]
2021; Disponivel em: https://virological.org

Wang Z, Schmidt F, Weisblum Y, Muecksch F, Barnes CO, Finkin
S, et al. mRNA vaccine-elicited antibodies to SARS-CoV-2 and
circulating variants. Nature [Internet]. 2021;592(April). Disponivel
em: http://dx.doi.org/10.1038/s41586-021-03324-6

Freitas ARR, Beckedorff OA, Cavalcanti LP, Siqueira AM, Castro
DB de, Costa CF da. The emergence of novel SARS-CoV-2 variant
P.1in Amazonas (Brazil) was temporally associated with a change
in the age and gender profile of COVID-19 mortality. Scielo Prepr
[Internet]. 2021; Disponivel em: https://preprints.scielo.org/index.
php/scielo/preprint/view/2030

Voloch CM, da Silva Francisco R, de Almeida LGP, Cardoso CC,
Brustolini OJ, Gerber AL, et al. Genomic characterization of a
novel SARS-CoV-2 lineage from Rio de Janeiro, Brazil. J Virol
[Internet]. 2021 Mar 1; Disponivel em: http://www.ncbi.nim.nih.gov/
pubmed/33649194

Baum A, Fulton BO, WIloga E, Copin R, Pascal KE, Russo V, et
al. Antibody cocktail to SARS-CoV-2 spike protein prevents rapid
mutational escape seen with individual antibodies. Science. 2020
Jun; 369(6506):1014-8. Disponivel em: https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/pmc/articles/PMC7299283

Greaney AJ, Loes AN, Crawford KHD, Starr TN, Malone KD, Chu
HY, et al. Comprehensive mapping of mutations in the SARS-CoV-2
receptor-binding domain that affect recognition by polyclonal human
plasma antibodies. Cell Host Microbe [Internet]. 2021;29(3):463-476.
e6. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.chom.2021.02.003
Liu P, Cai J, JiaR, Xia S, Wang X, Cao L, et al. Dynamic surveillance
of SARS-CoV-2 shedding and neutralizing antibody in children with
COVID-19. Emerg Microbes Infect [Internet]. 2020 Jan 1;9(1):1254—
8. Disponivel em: https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/22
221751.2020.1772677

Nonaka CK V., Franco MM, Gréf T, de Lorenzo Barcia CA, de Avila
Mendonca RN, de Sousa KAF, et al. Genomic Evidence of SARS-
CoV-2 Reinfection Involving E484K Spike Mutation, Brazil. Emerg
Infect Dis [Internet]. 2021 May;27(5):1522-4. Disponivel em: https://
wwwnc.cdc.gov/eid/article/27/5/21-0191_article.htm
Fintelman-Rodrigues N, Silva AP da, Santos MC dos, Saraiva
FB, Ferreira MA, Gesto J, et al. Genetic Evidence and Host
Immune Response in Persons Reinfected with. Emerg Infect Dis
[Internet]. 2021;27(5):1-12. Disponivel em: https://wwwnc.cdc.gov/
eid/article/27/5/20-4912_article

Cherian S, Potdar V, Jadhav S, Yadav P, Gupta N, Das M, et al.
Convergent evolution of SARS-CoV-2 spike mutations, L452R,
E484Q and P681R, in the second wave of COVID-19 in Maharashtra,
India. bioRxiv [Internet]. 2021;2021.04.22.440932. Disponivel em:
https://doi.org/10.1101/2021.04.22.440932

Menezes M. Portal Fiocruz [Internet]. 2021. Disponivel em: https://
portal.fiocruz.br/noticia/pesquisa-sugere-maior-risco-de-reinfeccao-
pela-variante-delta

Edara V-V, Lai L, Sahoo MK, Floyd K, Sibai M, et al. Infection and
vaccine-induced neutralizing antibody responses to the SARS-
CoV-2 B.1.617.1 variant. N Engl J Med [Internet] 2021 Aug;
385:664-666. Disponivel em: https://www.nejm.org/doi/full/10.1056/
NEJMc2107799

Liu C, Ginn HM, Dejnirattisai W, Ren J, Stuart DI, Screaton GR.
Article Reduced neutralization of SARS-CoV-2B . 1. 617 by vaccine
and convalescent serum Reduced neutralization of SARS-CoV-2 B.
1.617 by vaccine and convalescent serum. Cell. 2021;184:1-17.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

Romero EP, Davila-Barclay A, Salvatierra G, Gonzales L, Cuicapuza
D, etal. The Emergence of SARS-CoV-2 Variant Lambda (C.37) in
South America. medRxiv [Internet]. 2021; Disponivel em: https://
www.medrxiv.org/content/10.1101/2021.06.26.21259487v1
Wink LP, Volpato FCZ, Monteiro FL, Willig JB, Zavascki AP, et
al. First identification of SARS-CoV-2 Lambda (C.37) variant in
Southern Brazil. medRxiv [Internet]. 2021; Disponivel em: https://
www.medrxiv.org/content/10.1101/2021.06.21.21259241v1
Acevedo ML, Palomares LA-, Bustamante A, Gaggero A, Paredes
F, et al. Infectivity and immune escape of the new SARS-CoV-2
variant of interest Lambda. medRxiv [Internet]. 2021; Disponivel em:
https://www.medrxiv.org/content/10.1101/2021.06.28.21259673v1
Resende PC, Graf T, Paixao ACD, Appolinario L, Lopes RS,
Mendonga AC da F, et al. A Potential SARS-CoV-2 Variant of
Interest (VOI) Harboring Mutation E484K in the Spike Protein Was
Identified within Lineage B.1.1.33 Circulating in Brazil. Viruses
[Internet]. 2021 Apr 21;13(5):724. Disponivel em: https://www.mdpi.
com/1999-4915/13/5/724
Lamarca AP, Almeida LGP, Francisco JrRda S, Lima LFA, Scortecci
KC, Perez VP, et al. Genomic surveillance of SARS-CoV-2 tracks
early interstate transmission of P.1 lineage and diversification within
P.2 clade in Brazil. medRxiv [Internet]. 2021; Disponivel em: https://
www.medrxiv.org/content/10.1101/2021.03.21.21253418v2.full
Resende PC, Graf T, Neto LGL, Silva FV da, Paixao ACD, Appolinario
L, et al. Identification of a new B.1.1.33 SARS-CoV-2 Variant of
Interest (VOI) circulating in Brazil with mutation E484K and multiple
deletions in the amino (N)-terminal domain of the Spike protein.
Virological [Internet]. 2021; Disponivel em: https://virological.org/t/
identification-of-a-new-b-1-1-33-sars-cov-2-variant-of-interest-voi-
circulating-in-brazil-with-mutation-e484k-and-multiple-deletions-in-
the-amino-n-terminal-domain-of-the-spike-protein/675
Francisco Jr R da S, Benites LF, Lamarca AP, de Almeida LGP,
Hansen AW, Gularte JS, et al. Pervasive transmission of E484K
and emergence of VUI-NP13L with evidence of SARS-CoV-2 co-
infection events by two different lineages in Rio Grande do Sul,
Brazil. Virus Res [Internet]. 2021 Apr;296:198345. Disponivel em:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0168170221000526
P4 a mais nova variante identificada no Brasil [Internet]. Sociedade
Brasileira de Virologia. 2021. Disponivel em: https://sbv.org.br/
sbv/p-4-a-mais-nova-variante-identificada-no-brasil/

Correspondéncia

Cleonice Maria Michelon

Departamento de Analises Clinicas — ACL,

Centro de Ciéncias da Saude — CCS,

Universidade Federal de Santa Catarina - UFSC,
Campus Universitario Reitor Jodo David Ferreira Lima,
Trindade — Floriandpolis — CEP 88 040-900

Tel: (48) 3721-4159 — E-mail: c.michelon@ufsc.br

RBAC. 2021;53(2):109-116



EDIGAO ESPECIAL COVID-19

Micosis en tiempos de COVID-19
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INTRODUCCION

Resumen

El brote mundial del SARS-CoV-2, descrito a partir del 2019, provoco la pandemia de
COVID-19, originando un riesgo para la salud de las personas, una amenaza a la vida y
una emergencia de salud publica internacional, que hasta Julio del 2021 no se ha logrado
controlar. La coinfeccion en estos pacientes, por virus, bacterias y hongos, aumenta la
dificultad de diagnéstico, tratamiento y prondstico de la enfermedad. Es importante pro-
fundizar los conocimientos sobre el virus SARS-CoV-2 y las coinfecciones que podrian
presentarse, en particular, en pacientes con COVID-19 que presentan micosis. El objetivo
de esta revision bibliografica es, determinar la importancia de las micosis, como enfermedad
oportunista, en pacientes con COVID-19. Se realizd una revision bibliografica sistemati-
ca, en la base de datos “PubMed-NCBI”. Se utilizaron las palabras claves: “COVID-19”,
“SARS-CoV-2”, “Coronavirus”, “COVID-19 and coinfection”, “Mycosis”, “Aspergillus spp.”,
“Candida spp.”, “COVID-19 and Aspergillus spp.”, “COVID-19 and Candida spp.”. Del ana-
lisis de la bibliografia, se concluye la importancia de las micosis respiratorias, originadas
por diversos hongos en pacientes con COVID-19. Hay poca informacién del manejo de
estas, siendo necesario fortalecer la investigacion de la coinfeccién, para asi, mejorar los
flujogramas de sospecha clinica, contribuyendo a diagnédsticos, tratamientos precisos y
fomentar la prevencion frente a esta pandemia.

Palabras claves
SARS-CoV-2; Inmunodepresion; Coinfeccion; Aspergillus spp.; Candida spp.

En los pacientes infectados por SARS-CoV-2
encontramos diversos causantes de coinfecciones como

En diciembre del 2019, un nuevo Coronavirus,
denominado SARS-CoV-2 productor de la enfermedad
COVID-19, se propagé en la ciudad de Wuhan, China,
provocando una pandemia.(" Este, forma parte de la familia
de virus que producen el sindrome de distrés respiratorio
agudo (SARS-CoV)y el Coronavirus del sindrome respiratorio
de Oriente Medio (MERS-CoV).® Tiene 100-160 nanémetros
de diametro y esta envuelto en una bicapa lipidica Presenta
ARN de cadena positiva (Figura 1).®) Los coronavirus, se
dividen en cuatro géneros: q, 8, y y 0, siendo seis especies
las que causan enfermedades en humanos; del género a:
229E y NL63 y del género 3: OC43, HKU1, SARS-CoV y
MERS-CoV.® El SARS-CoV-2 pertenece a la familia de los
B - Coronavirus.®

virus, bacterias y hongos.® Dentro de las coinfecciones
estan las micosis, las cuales podrian ser graves y una de
las causas directas de muerte en pacientes COVID-19.
Los principales hongos que afectan a estos pacientes son
especies de Aspergillus y Candida.® Las micosis aumentan
la dificultad de diagndstico, tratamiento y pronéstico, e incluso
intensificaran los sintomas y mortalidad por la enfermedad.
® Por ello, los médicos y microbidlogos deben centrarse
en las coinfecciones, en los pacientes, con comorbilidades,
inmunodeprimidos, especialmente en la fase intermedia y
tardia, realizando vigilancia de patégenos fungicos.®
Debido a las condiciones sanitarias actuales, es
importante profundizar sobre las coinfecciones que podrian
presentar, los pacientes con COVID-19 que desarrollan

" Escuela de Tecnologia Médica, Facultad de Ciencias, Universidad Mayor, Temuco, Chile.
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micosis, que es el objetivo de esta revision bibliografica
sistematica.

METODOLOGIA

Se realizo, una revision bibliografica sistematica, enla
base de datos “PubMed-NCBI”. Inicialmente, se utilizaron
palabras claves: “COVID-19”, “SARS-CoV-2”, “Coronavirus”.
Para la segunda busqueda, se filtr6 la informacién con los
siguientes encabezamientos: “COVID-19 and coinfection”,
“Mycosis”, “Aspergillus spp.”, “Candida spp.” “COVID-19
and Aspergillus spp.”, “COVID-19 and Candida spp.”. En
ambas busquedas se utilizé como criterio temporal los
afios 2019 al 2021. Se limitd la busqueda en relacién con
SARS-CoV-2, COVID-19 y micosis, seleccionando para
esta revision bibliografica 75 articulos.

RESULTADOS Y DISCUSION

El brote mundial del virus SARS-CoV-2, descrito a partir del
2019, y que provoco la pandemia de COVID-19, ha originado un
riesgo para la salud de las personas. La enfermedad presenta
formas clinicas asintomaticas y sintomaticas, pudiendo generar
un cuadro infeccioso potencialmente mortal, con distintos
niveles de gravedad. Segun la OMS, el virus se transmite
principalmente a través de gotitas de saliva o secreciones
nasales, predominantemente por la nariz, la boca o contacto
con los ojos.(” Ademas, se deben considerar las graves
secuelas que deja en los sobrevivientes. Esto representa una
amenaza a la vida y una crisis de salud publica internacional,
debido a la propagacion del virus por infectados, considerando
la poca preparacion planetaria ante esta emergencia.®

Este nuevo virus, presenta un genoma casi idéntico
al coronavirus del murciélago de herradura, Rhinolophus
affinis, del sur de China.® Se sospecha que el murciélago es
el hospedador natural del virus y se puede transmitir desde
éste, a través, de hospedadores intermedios desconocidos
para infectar a humanos.® Se ha especulado que existen
varios reservorios, no confirmados('® El hecho de que SARS-
CoV-2 haya llegado a los humanos, implica la probabilidad
de futuros brotes zoonoéticos con virus similares.("” La
secuencia del genoma de este virus es 96,2% idéntica
al CoV RaTG13 del murciélago, y comparte un 79,5% de
identidad con el SARS-CoV.*

La proteina S, Spike, permite la entrada y la infeccién en
el huésped ya que, contiene el dominio de unién al receptor
de las células que infecta, y es la determinante del tropismo
del virus. Consta de dos dominios: el dominio S1, encargado
de la unidn al receptor y el dominio S2, responsable de la
fusién con la membrana celular (Figura 1).6:19

Dentro de la célula, el genoma del SARS-CoV-2 codifica
una poliproteina (ORF1ab), involucrada en la transcripcion
y replicacion del ARN viral,® usando la angiotensina Il
humana (ACEZ2) como receptor de entrada celular (Figura
2).42 La ACE2 se distribuye en las células epiteliales de
los alvéolos, traquea, bronquios, glandulas bronquiales
serosas, monocitos alveolares y macrofagos del tracto
respiratorio. Ademas, se expresa en menor frecuencia
en células cardiacas, renales e intestinales.(™® La ACE2
también podria expresarse en las glandulas salivales y
lengua, sugiriendo que la cavidad oral seria un reservorio
del SARS-CoV-2, y por ello, laimportancia de la saliva como
biofluido transmisor del virus y su uso como muestra para
su deteccion.(”

Figura 1. Estructura del virus SARS-CoV-2.

Representacion esquematica del virus SARS-COV-2. Se ve el genoma, que contiene siete marcos de lectura abiertos
(ORF) que codifican para proteinas virales no estructurales 1a y 1b, y proteinas estructurales (S, espicula; E, envoltura;
M, membrana; N, nucleocapside y ORF3, proteina accesoria). La glicoproteina S esta presente en la superficie del virion
en forma de picos o espigas, por la cual presenta una forma de corona cuando se observa al microscopio electronico, la
glicoproteina S es el mediador de la unién y entrada a la célula huésped, utilizando receptores presentes en las células

del hospedero. Hernandez SF, et al, 2020.®
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Figura 2. Patogénesis del virus SARS-CoV-2.

Esquema simplificado de replicacion del SARS-CoV-2. Traduccién en el ribosoma de una proteina esencial, que es la replicasa
(RNA polimerasa dependiente de RNA), formacion del complejo de transcripcion, fabricacion del mRNA con las instrucciones
para sintetizar las proteinas virales en los ribosomas de la célula, y fase final de ensamblaje, maduracion y exocitosis. Apaza A,

et al, 2020.2®

La respuesta del sistema inmunologico se manifiesta
con lainflamacién y el reclutamiento de células presentadoras
de antigenos; participando en esto, las células inmunitarias
innatas, que son la primera linea de defensa, liberando
citocinas y quimiocinas inflamatorias. Las células dendriticas
son importantes para iniciar la respuesta inmune adaptativa,
principalmente los linfocitos T helper (CD4+). La fuerte
activacion del sistema inmunoldgico induce una produccién
anormal de citocinas, conocida como “tormenta de citocinas”,
especialmente en casos severos, afectando mayoritariamente
a personas de mediana edad (50-69 afnos) y adultos
mayores (270 afios).(*'® Una de las posibles razones de
esto es, el envejecimiento pulmonar que esta asociado
con la incapacidad de las células para multiplicarse a una
velocidad normal, lo que resulta en cambios estructurales
y funcionales en el tracto respiratorio, dando lugar a una
funcién disminuida de este 6rgano, remodelacion de células
alteradas, regeneracion deficiente y mayor susceptibilidad
a la enfermedad.("®

La mayoria de los pacientes con COVID-19 presentan
sintomas inespecificos y signos respiratorios tipicos,
variando de leves a severos.!"” Inicialmente, se caracterizan
por presentar fiebre, tos y anosmia. Hay mialgia y fatiga
aproximadamente en un 50% de los casos. Con menos
frecuencia, hay odinofagia, cefalea, nauseas, anorexia,
vomitos, dolor abdominal, miocarditis aguda, gastroenteritis,
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diarrea, ageusia, eructos y reflujos. En los enfermos graves, se
observa disnea, la cual puede progresar hasta la muerte.('®19

Las principales anomalias de laboratorio son la
linfopenia, leucocitosis con predominio de neutrdéfilos y
trombocitopenia. Los pacientes que mueren debido a la
virosis tienen una linfopenia mayor que los supervivientes
o en aquellos con enfermedad leve, siendo el principal
hallazgo en el 85% de los pacientes criticos y un marcador
de mal pronéstico."® Ademas, hay hipoalbuminemia y
marcadores inflamatorios elevados, como la proteina C
reactiva, lactato deshidrogenasa, velocidad de sedimentacién
globular, alanina transaminasa, aspartato aminotransferasa,
creatincinasa, entre otras.®

La prueba “Gold Standard” para identificar al SARS-
CoV-2 esla PCR, siendo la mas utilizada la PCR transcriptasa
reversa en tiempo real (RT-qPCR). Tendria una sensibilidad
y especificidad del 100%, no exenta de resultados erréneos.
Para Yang y Zhao, la sensibilidad seria 70%. Describieron
en muestras nasales, un 27% de falsos negativos y un
40% en muestras faringeas. Estos resultados, se deben
con mayor frecuencia a errores en la fase pre-analitica, a
diferencia, de los falsos positivos, los cuales, son debido
en mayor proporcién al proceso analitico.?"

En el afio 2020, aparecieron test rapidos de
inmunocromatografia para la deteccion del virus, que
detectan IgG e IgM, que tienen alto rendimiento y son mas
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adecuadas para laboratorios de diagnostico de mayor
complejidad. La utilidad de los test esta limitada por la
respuesta inmune de cada individuo y se veria afectada por
la posible pérdida de anticuerpos con el tiempo.??

Las pruebas de deteccidon rapida de antigenos
(Ag-RDT), diagnostican la infeccion activa mediante el
hallazgo de proteinas virales del SARS-CoV-2, en las
secreciones respiratorias. Amenudo, se detecta la proteina
N de la nucleocapside del virus, debido a su abundancia
y estructura conservada. También, detecta otras proteinas
virales, como la proteina S. Proporcionan resultados entre
15-20 minutos. El virus se puede detectar dentro de los
primeros 8 dias después de la aparicion de los sintomas,
recomendando el uso de estos test dentro de este periodo
de tiempo. En septiembre del 2020, la OMS recomendé
una sensibilidad minima del 80% y una especificidad del
97% para las pruebas de antigenos, en comparacién con
la RT-PCR.24

La muestra de eleccion para este diagnéstico de COVID-
19, es el hisopado nasofaringeo, ya que la carga viral es
superior en las fosas nasales que en la orofaringe. Los
hisopos orales como método de recoleccion de la muestra
probablemente sean aplicables en la deteccion temprana
del virus, mientras que la de saliva, tiene la ventaja de
una recoleccion mas aceptable para los pacientes y mas
segura para los trabajadores de la salud. Hasta ahora, se
ha informado de tres métodos para recolectar saliva: toser,
hisopos de saliva y directamente de la glandula salival.
Para aplicaciones clinicas, la saliva de la garganta profunda
tiene la tasa positiva mas alta, lo que puede representar un
diagnéstico temprano de COVID-19. La saliva, directamente
de las glandulas salivales, se asocia con la severidad de la
enfermedad y posiblemente podria ser una prueba predictiva.”

Coinfecciones en pacientes con COVID-19

La tasa de mortalidad descrita por Botti, et al, es
del 3,4% de los pacientes diagnosticados con COVID-19.
Aproximadamente el 5% de estos, presentan SDRA grave
y requieren ingreso en UCI. Los criticamente enfermos
tienen una alta probabilidad (42%) de necesitar intubacion
prolongada, ventilacion mecanica (VM) y posteriormente
puede requerir traqueotomia.®?®

Los estudios sobre coinfecciones por bacterias, hongos
u otros virus en pacientes con COVID-19 son escasos, lo
que puede deberse a que la mayoria de las publicaciones
sobre este tema son recientes.®®

Las infecciones secundarias, son un factor importante
que no puede ser ignorado en estos pacientes, principalmente,
en aquellos que presentan comorbilidades como diabetes
mellitus, hipertension, obesidad, enfermedad cardiovascular
y enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC). Los
pacientes que presentan este tipo de condiciones tienen un
mayor riesgo de enfermar gravemente y requerir ingreso en
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la UCI, necesitando VM, nutricion parenteral, tratamiento
antimicrobiano de amplio espectro, catéteres venosos
centrales permanentes o vesicales, corticosteroides, entre
otros. Una mayor hospitalizacion, los hace mas propensos
a desarrollar coinfecciones bacterianas o fungicas.®®

Los datos clinicos muestran que la tasa de coinfeccion
bacteriana o flngica de los infectados por SARS-CoV-2 es
menor, comparada con la de otras infecciones, por ejemplo,
la del virus de la influenza.® Esto, puede deberse a los pocos
informes clinicos relevantes y al uso extenso de antibiéticos en
el diagnostico temprano de la infeccidn, y porque, los estudios
sobre este tipo de infecciones son escasos, y en la mayoria
de las publicaciones no se incluye un analisis de prondstico,
aun cuando se han encontrado infecciones secundarias en el
50% de los pacientes con COVID-19, no supervivientes. La
cifra de coinfeccién bacteriana y fungica con SARS-CoV-2
es proporcional a la gravedad de la enfermedad y esto ira
deteriorando el estado de los pacientes.("®

Los patdégenos mas frecuentes productores de
coinfecciones incluyen bacterias, como Streptococcus
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia pneumoniae,
Legionella pneumophila y Acinetobacter baumannii. Dentro
de los hongos estan, Candida albicans, Candida glabrata,
Aspergillus fumigatus y Aspergillus flavus y virus como el
de la influenza A y B, Coronavirus, Rinovirus/Enterovirus,
virus Parainfluenza, Metapneumovirus humano y virus de
inmunodeficiencia humana (VIH).?"

Micosis en pacientes COVID-19

Apartir del 2019, se han publicado articulos que hacen
referencia a micosis oportunistas en pacientes criticos con
COVID-19. Segun algunos, parece haber una asociacién
entre estas dos patologias.®®

La Sociedad Francesa de Micologia Médica, ha
descrito, que las coinfecciones flngicas invasivas en estos
pacientes podrian estar siendo infra-diagnosticadas, y ha
establecido que las enfermedades respiratorias cronicas, el
tratamiento con corticosterioides, la tormenta de citoquinas y
la intubacion, son factores de riesgo para desarrollar micosis,
llegando a tener una incidencia de 10-30%.°

Las micosis presentan una amenaza adicional en la
tarea de tratar a los pacientes con COVID-19, debido a
que los hongos son una importante causa de morbilidad
y mortalidad en inmunodeprimidos; como en el caso de
una infeccion pulmonar grave que afecta a ambos l6bulos
del pulmén, infecciones viscerales graves de dos o mas
sistemas organicos, incluidos los que afectan al SNC, infeccion
sistémica multiorganica de tres o mas 6rganos, o fungemia.®®

Si bien, no se ha enfatizado en las infecciones
secundarias en pacientes criticos con COVID-19, el impacto
alargo plazo de estas coinfecciones puede llevar a la muerte
del paciente, en particular aquellos que requieren VM o
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que contindien necesitando terapia inmunomoduladora.®”
También, debe darse la misma importancia a las infecciones
pulmonares ocasionadas por hongos oportunistas, poco
frecuentes, como Histoplasma capsulatum, Mucor spp
y Cryptococcus spp. Se han informado pocos casos de
mucoromicosis invasiva en pacientes con COVID-19.
Recientemente, en India, se ha reportado un aumento
explosivo de casos de esta afeccion altamente letal, que
podria estar relacionada con el numero de diabéticos y el
uso de esteroides para el SARS-CoV-2.¢?

Los enfermos con COVID-19 que se encuentran en
estado critico, presentan niveles mas altos de citocinas
proinflamatorias (IL-1, IL-2, IL-6, factor de necrosis tumoral
alfa) y antiinflamatorias (IL-4, IL-10), produciendo una
desregulacion en el sistema inmune, que afecta tanto a las
células T helper 1 (Th1) y T helper 2 (Th2), siendo Th17 el
subtipo mas relevante. Estas células, actuan principalmente
en la barrera de la mucosa pulmonar, produciendo y
liberando interleucina-17 (IL-17), que contribuye a mejorar
la organizacién de las células B y T en el tejido linfoide,
asociado a los bronquios, interviniendo en la mediacion
de las respuestas inmunitarias secundarias, y la liberacion
de B-defensinas antifungicas. Para esto, los pacientes con
deficiencia en la produccion o sefalizacion de IL-17 parecen
ser mas susceptibles a micosis, ademas, de contribuir con la
patologia pulmonar, promoviendo la proliferacion microbiana
y una infeccién posterior. A su vez, aumenta el riesgo de
infecciones fungicas invasivas (IFl), tales como aspergilosis
invasiva pulmonar (IPA), aspergilosis pulmonar asociada a
COVID-19 (CAPA), candidiasis invasiva (IC) o neumonia
por Pneumocystis jirovecii.?®

La IL-6 es responsable de causar dafio pulmonar
y la eventual falla multiorganica en pacientes en estado
critico. Debido a esto, es necesario para el tratamiento
la administraciéon de Tocilizumab (anticuerpo monoclonal,
humanizado, recombinante), contra el receptor de IL-6.
Este farmaco disminuye los altos niveles de IL-6 para
prevenir la disfuncién multiorganica causada por una
tormenta de citocinas. Sin embargo, las consecuencias
asociadas al tratamiento son el aumento del riesgo de
infecciones bacterianas y fungicas después de la terapia
inmunosupresora, lo que incrementa el riesgo de producir
CAPA. Aun no se ha estudiado completamente si el uso
de terapias inmunomoduladoras y antibidticos podrian
ser responsable del aumento de la susceptibilidad de los
pacientes con COVID-19 y de la enfermedad micética
invasiva pulmonar.(@33

En noviembre del 2020, fue notificada una neumonia por
Rhizopus azygosporus, en un estadounidense, de 56 afios,
que habia recibido metilprednisolona y tocilizumab como
tratamiento. La administracion de estos dos inmunosupresores
probablemente contribuy6 al riesgo de micosis.®*
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Aspergillus spp.

Los Aspergillus, son hongos ubicuos en el medio
ambiente y causan infecciones en los humanos, incluida la
IPA, la aspergilosis pulmonar cronica (CPA), la aspergilosis
broncopulmonar alérgica (ABPA), la rinosinusitis crénica, el
asma flngica, la bronquitis por Aspergillus spp. y CAPA.G®

La CAPA, afecta principalmente a pacientes de UCI
con anomalias pulmonares graves. Los factores de riesgo
descritos en estos casos, incluyen la edad avanzada,
linfopenia, enfermedades respiratorias crénicas, terapia con
corticosteroides, terapia antimicrobiana, VM o tormenta de
citocinas. La mortalidad reportada para esta nueva entidad
es del 65%.%9

Los datos sobre cambios patoldgicos en pacientes
con SARS-CoV-2, son escasos. Se han informado lesiones
alveolares difusas, incluida la formacién de membranas
hialinas combinadas con infiltracion neutrofilica intraalveolar
y congestidon vascular. Estos dafios histolégicos podrian
orientar a posibles infecciones secundarias como CAPA.
Los pacientes bajo VM no comienzan inmediatamente
con esta enfermedad; generalmente la colonizacién de
Aspergillus spp., ocurre mas tarde. En el caso de IPA, esta
colonizacion sucede poco después de que el paciente se
coloc6 bajo VM.

Se ha demostrado que las infecciones pulmonares
virales graves se asocian con un mayor riesgo de IPA,
aumentando la probabilidad de coinfecciones fungicas
en pacientes con COVID-19, con una alta incidencia en
pacientes UCI.®7

Los factores de riesgo para producir IPA, incluyen
neutropenia prolongada, EPOC, trasplante alogénico de
células madre hematopoyéticas (alo-TCMH), trasplante de
organos sodlidos (SOT), inmunodeficiencias hereditarias,
enfermedades hematopoyéticas malignas (HM), fibrosis
quistica (FQ).® Otro factor importante, es la liberacion de
patrones moleculares como citocinas pro-inflamatorias
asociados a COVID-19, dando como resultado un dafo
epitelial pulmonar.©®

En pacientes con enfermedad pulmonar relacionada con
COVID-19, se debe considerar realizar pruebas para detectar
la presencia de Aspergillus spp., en las secreciones de las
vias respiratorias inferiores y de galactomanano (GM) en
muestras de suero consecutivas o lavado bronqueoalveolar
(LBA). Asperqgillus fumigatus y Aspergillus flavus, son los
agentes mas frecuentes® (Tabla 1).

Los criterios diagndsticos de consenso para la
aspergilosis invasiva, a menudo no se cumplen en pacientes
criticamente enfermos previamente inmunocompetentes,
debido a la falta de factores de riesgo del huésped, confusién
en la interpretacion de las imagenes de térax y la dificultad
para realizar biopsias pulmonares en pacientes con VM
invasiva.©®

121



Zaror L, Aravena A, Valenzuela A

Tabla 1 - Resumen de casos de aspergilosis asociadas a COVID-19

Autores Pais Microorganismo Casos (%)
Van Someren G, et al., 202169 Holanda » A. fumigatus (IPA) 1
Bartoletti, et al., 20209 Italia » Aspergillus spp. (CAPA) 30 (27,7%)
Gangneux, et al., 20206 Francia » Aspergillus spp. (IPA) 15 (33%)
Alanio, et al., 202067 Francia « Aspergillus spp. (CAPA) 29 (33%)
Nasir, et al, 2020¢® Pakistan » Aspergillus spp. (CAPA) (colonizados) 5(22%)
4 (17%)

Wang, et al., 202069 China » A. fumigatus (IPA) 8 (8%)
Rutsaert, et al., 20206 Bélgica » Aspergillus spp. (CAPA) 7 (35%)
Van Arkel A, et al., 2020¢" Holanda » A. fumigatus (CAPA) 5 (45%)
Koehler, et al., 2020 Alemania » A. fumigatus (CAPA) 5 (26%)
Blaize, et al., 2020© Francia » A. fumigatus 1
Lescure, et al., 20204 Francia « A. flavus (CAPA) 1(20%)
Antinori, et al., 20209 Italia + A. fumigatus (IPA) 1
Meijer, et al., 20209 Holanda » A. fumigatus (CAPA) 1
Prattes, et al., 202167 Austria » Aspergillus fumigatus (IPA) 1
Fernandez, et al., 2021¢7 Argentina + A. flavus (IPA) 1
Santana, et al., 20208 Brasil » A. penicillioides (IPA) 1
Sharma, et al., 20219 Australia » A. fumigatus (CAPA) 1
Hughes, et al., 20200 Inglaterra » A. fumigatus 3(2,6%)
Zhu X, et al., 20200 China » Aspergillus spp. 60 (23,3%)
Yang X, et al., 2020 China » A. flavus 1(1,9%)

» A. fumigatus 1(1,9%)
Freire, et al., 20207 Brasil » A. penicillioides (IPA) 1

IPA: Aspergilosis pulmonar invasiva, CAPA: Aspergilosis asociada a COVID-19. Fuente: Elaboracién propia.

Uno de los primeros casos de IPA por A. fumigatus,
comprobada, en un paciente con COVID-19, fue en un
varon de 79 afos, con diabetes mellitus tipo 2, hipertension,
fibrilacion auricular paroxistica e insuficiencia cardiaca
crénica, en un hospital de Amstelveen, Holanda®® (Tabla 1).

El diagndstico para CAPAe IPA, se basa en la deteccion
de pruebas positivas de GM y 1,3-B-d-glucano (BDG) en
suero, evidencia histopatoldgica y crecimiento de Aspergillus
spp. en cultivo. El GM de LBA es importante para diagnosticar
a estos pacientes, observandose niveles altos en aquellos
con presunta IPA, asi como, la sospecha clinica primaria
para una terapia antimicotica adecuada y dirigida con los
protocolos nacionales e internacionales.“%4"

Algunos métodos de diagndéstico para apoyar
el reconocimiento de estas micosis son la tomografia
computarizada, la biopsia y la broncoscopia. Esta ultima,
esta indicada en pacientes criticamente enfermos, ya que,
junto con la biopsia se consideran métodos invasivos.®?

Candida spp.

Las especies de Candida, son la causa mas importante
de micosis oportunistas en el mundo. Constituyen un problema
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de salud publica, con una alta mortalidad cuando se complica
con shock séptico.“® Estas levaduras se encuentran en
superficies mucosas y cutaneas del cuerpo humano. Pocas
especies estan asociadas con la enfermedad, que incluyen
a C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis,
C. krusei y C. dubliniensis. La especie mas aislada sigue
siendo C. albicans.®¥

En pacientes graves con COVID-19, la candidiasis
orofaringea (OPC) podria ser una causa probable de
morbilidad en estos, la que comienza con la colonizacion
de Candida spp. en la mucosa oral. Los enfermos pueden
sentir malestar local, una sensacion alterada del gusto, ardor
bucal, glosodinia, disfagia y dificultad para respirar. En la
mayoria de los casos, esta candidiasis se adquiere de forma
enddgena, cuando el paciente esta inmunodeprimido.“®

En un estudio, en la Universidad de Ciencias
Médicas de Teheran, Iran, se investigaron 53 pacientes
hospitalizados con COVID-19 y OPC, encontrando que
C. albicans era el patégeno mas comun, representando
el 70,7%, seguido de C. glabrata 10,7%, C. dubliniensis
9,2%, C. parapsilosis sensu stricto 4,6%, C. tropicalis 3%
y C. krusei 1,5%® (Tabla 2).
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Tabla 2 - Resumen de casos de candidiasis asociadas a COVID-19.

Autores y referencias Pais Microorganismo Casos (%)

Salehi et al. 2020®) Iran » C. albicans 46 (70,7%)

» C. glabrata 7 (10,7%)

» C. dubliniensis 6 (9,2%)

» C. parapsilosis sensu strictus 3 (4,6%)

» C. tropicalis (OPC) 2 (3%)
Chowdhary et al. 202004 India » C. auris 10 (67%)

» C. albicans 3 (20%)

» C. tropicalis 1 (6,6%)

» Candida krusei (Candidemia) 1 (6,6%)
Hughes et al. 2020 Inglaterra » C. albicans (Candidemia) 3(2,7%)
Zhu X et al. 20207 China » C. albicans (Candidemia) 2 (0.8%)
Chen N et al. 20207 China » C. albicans 3 (3%)

» C. glabrata 1(1%)
Almeida et al. 2021¢" Brasil » C. auris (Colonizados) 11

OPC: Candidiasis orofaringea. Fuente: Elaboracion propia.

La candidiasis invasiva es rara, pero se asocia con
mortalidad alta en los enfermos criticos, tratados con
antimicrobianos de amplio espectro, nutricién parenteral
y examenes invasivos, o en aquellos con neutropenia
prolongada y deterioro inmunolégico. En estos, el riesgo
de infeccién por especies de Candida puede aumentar
significativamente, surgiendo la necesidad de un
reconocimiento temprano de la micosis, de terapia antifungica
y una intervencion adecuada, que son requisitos basicos
para mejorar el resultado en los pacientes en UCI.®46)

Hay especies de Candida que se aislan en menor
frecuencia, como Candida auris. En Brasil, en Bahia, en el
afo 2020, se encontraron los primeros cultivos de pacientes
en un hospital terciario, mostrando crecimiento de C. auris“?
(Tabla 2). Esta especie fue diferenciada de otras por MALDI-
TOF, en un grupo de pacientes hospitalizados en UCI
COVID-19. Laidentificacién mostrd un nivel de confianza del
99,9%.“7 Esta técnica, se ha utilizado con éxito en entornos
clinicos, como herramienta de diagnéstico para detectar
bacterias, hongos vy virus, y su patogénesis, pudiendo
identificar también al SARS-CoV-2.4®

Hay que tener en consideracion otros microorganismos
en Latinoamérica, ya que, a medida que avanza COVID-
19, se podrian presentar casos de micosis endémica. En
Argentina, en el 2020, una mujer de 36 afos, con VIH,
ingresd a un servicio de urgencias, tras sufrir 15 dias
de disnea, tos y sudores nocturnos. En la paciente se
encontré Histoplasma capsulatumy la RT-PCR fue negativa
para SARS-CoV-2. Después de 7 dias de tratamiento, la
prueba fue positiva y la paciente fue trasladada a una
sala de COVID-19.49 En Brasil, un varén de 43 afios,
con infeccion por VIH, presentaba los mismos sintomas
que el caso anterior. Cuarenta y ocho horas, después del
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ingreso del paciente, en su cultivo de piel y hemocultivo
de una muestra previa, hubo crecimiento de Histoplasma
capsulatum y se obtuvo un resultado positivo de RT-PCR
para SARS-CoV-2, a partir de la muestra tomada al ingreso
hospitalario.®

Existe un alto riesgo de propagacion del SARS-CoV-2
en los centros hospitalarios, por lo que el CDC actualiza
constantemente las recomendaciones para el control de
la infeccidon. Asimismo, hay que fortalecer las practicas
estandares de control de infecciones hospitalarias, teniendo
como objetivo reducir la propagacion nosocomial.“? A partir
de mayo de 2021, hay informes de numerosos casos de
COVID-19, en la India, otros en Brasil, Paraguay, Uruguay,
México asociados a mucoromicosis, en diabéticos o con
tratamiento con corticoides, parte de los cuales han sido
revisados por Singh et al.®"

Es importante destacar la labor invisible de los
Laboratoristas clinicos (Tecnélogos Médicos, Biomédicos,
Farmacéuticos, Médicos Laboratoristas) en la actual
pandemia para detectar al SARS-CoV-2, ya que son estos
profesionales quienes realizan los examenes de PCR para
el diagnostico de COVID-19. El primer caso descrito en
Chile, en Talca, fue realizado por un Tecnélogo médico. 5253

En Chile, hay mas de 130 laboratorios que realizan
PCR, informando resultados de examenes de COVID-19,
en todas las regiones del pais. La implementacion de estos
laboratorios en distintos paises que realicen PCR, tiene
un efecto positivo, al permitir ejecutar examenes por esta
técnica que probablemente no habrian sido implementados
si no fuese por la pandemia.

En Chile, en la ciudad de Valparaiso, Cruz R, et al,
evidencio un aumento de la positividad del biomarcador
GM durante el afio 2019-2020, viéndose un incremento de
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solicitudes de este marcador en muestra de LBA, lo que
demostré un acrecentamiento de las micosis en pacientes
criticos en la pandemia de COVID-19.%4

Es necesario mejorar los flujogramas para el
diagnostico de la coinfeccion en estos pacientes, para tener
una sospecha oportuna, proporcionando un tratamiento
eficiente y, ademas; de mantener a la poblacién informada,
adhiriéndose a las normas sanitarias para fortalecer la
prevencion de la COVID-19 y de infecciones secundarias.

Abstract

The global outbreak of SARS-CoV-2, described as of 2019 whose
expansion caused the COVID-19 pandemic, has created a risk to
people’s health, presenting itself as a threat to life and an international
public health emergency, which to the date cannot be controlled.
Coinfection in these patients, by viruses, bacteria and fungi, increases
the difficulty of diagnosis, treatment and prognosis of the disease.
It’s important to deepen the knowledge about the SARS-CoV-2
virus and the co-infections that could occur, in particular, in patients
with COVID-19 who present with mycosis. The objective of this
bibliographic review is to determine the importance of mycosis, as
an opportunistic disease, in patients affected by SARS-CoV-2. A
systematic bibliographic review was carried out in the “PubMed-
NCBI” database, using the keywords and / or headings: “COVID-19”,
“SARS-CoV-2”, “Coronavirus”, “COVID-19 and coinfection”,“Mycosis”,
“Aspergillus spp.”, “Candida spp.” COVID-19 and Aspergillus spp.”,
“COVID-19 and Candida spp.”. From the analysis of the literature,
one can conclude the importance of respiratory mycoses, caused by
various fungal pathogens in patients with COVID-19. The disease was
described in 2019 and there is few a information on cases and their
management, making it necessary to strengthen the investigation of
coinfection in these patients, in order to improve the flow charts of
clinical suspicion, contributing to diagnoses, accurate treatments and
promoting prevention against to this pandemic.

Keywords
SARS-CoV-2; Immunosuppression; Coinfection; Aspergillus spp.;
Candida spp.
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Imunomodulagcao causada por parasitoses oportunistas em casos
de COVID-19: um breve estudo

Immunomodulation caused by opportunistic parasites in COVID-19 cases: a brief report

Lillian O. P. Silva’
Joseli M. R. Nogueira?

INTRODUGAO

Resumo

Até o presente momento, foram notificadas mais de 550 mil mortes causadas por CO-
VID-19 no Brasil. Estimulada pelo SARS-Cov-2, a formacédo de um inflamassoma causa
umprocesso inflamatério sistémico, responsavel pela progressao da enfermidade, e ainda
favoreceo surgimento de doengas oportunistas, como as parasitoses, que sdo excelentes
moduladoras do sistema imunolégico, induzindo uma toleréncia do organismo através
do equilibrio entre as respostas pré-inflamatérias e anti-inflamatodrias. A partir disso, um
levantamento bibliografico foi realizado com o objetivo de avaliar a possivel relagdo imuno-
moduladora das infec¢des parasitarias na COVID-19. Ha uma extensa discusséo quanto
a presenca de parasitoses concomitantes a esta coronavirose, devido a possibilidade de
modulagéo do sistema imunoldgico, que pode ser capaz de refrear ou intensificar a pro-
gresséo da COVID-19, bem como interferir na soroconversao pés-vacina dos individuos
afetados, uma vez que doengas diretamente relacionadas aos processos inflamatérios,
como Diabetes mellitus do tipo 2, tornam estes individuos mais susceptiveis as formas mais
graves desta pandemia. Sendo assim, ainda que alguns autores sugiram a possibilidade
da helmintiase experimental como uma alternativa para a imunomodulagao, trata-se de
uma ideia controversa, que necessita de maiores estudos para avaliar se tal procedimento
seria seguro e viavel de ser aplicado ou néo.

Palavras-chave
COVID-19; Imunomodulagéo; Parasitoses oportunistas

de membrana, glicoproteinas de membrana e a proteina
Spike, que é a responsavel pela capacidade de invaséo

Em dezembro de 2019, a cidade de Wuhan (China)
notificou um surto de pneumonias com causa desconhecida.
Mais tarde, o coronavirus SARS-Cov-2 foiidentificado como
causadorde uma sindrome respiratoria aguda grave, sendo
o terceiro virus da familia Coronaviridae conhecido neste
século que é responsavel por uma pneumonia de extrema
letalidade, tendo como antecessores o MERS-Cov e o
SARS-Cov. Em margo de 2020, essa patologia, denomi-
nada COVID-19, foi declarada como uma pandemia pela
Organizagéo Mundial de Saude, devido a sua disseminagéo
extremamente rapida.(*2%

O SARS-Cov-2 é um virus zoonatico esferoidal, perten-
cente a familia Coronaviridae, constituido de uma fita simples
de RNA, apresentando quatro genes principais, responsaveis
pela codificagdo das proteinas de nucleocapsideo, proteinas

celular do virus,uma vez que se trata de uma proteina com
duas subunidades, sendo capaz de reconhecer o receptor
e se fundir a membrana celular.*®

Até o presente momento, agosto de 2021, ja foram
mais de 550 mil 6bitos causados poressa coronavirose no
Brasil e cerca de 3,45 milhdes em todo o mundo.® Contudo,
a OMS acredita que o nimero de mortes pode ser até trés
vezes maior do que o divulgado nos dados oficiais, devido
a subnotificagdo dos mesmos e a dificuldade das autorida-
des sanitarias para apurar todos os casos.(” A COVID-19
apresenta um grande espectro de manifestagdes clinicas,
que podem ser diretamente relacionadas a “chuva de
citocinas” estimulada pelo virus, tambémconhecida como
inflamassoma, um complexo multiproteico capaz de induzir
a liberacgado de citocinas proé-inflamatérias.®
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Ao sairem do controle, essas moléculas desencadeiam
um processo inflamatorio sistémico em cascata, oriundo da
presenca de macrofagos e mondcitos infectados pelo SARS-
Cov-2, o que acarreta a liberagéo de IL-1, IL-2, IL-6, IL-18,
TNF-a e Casp1p20, exacerbando a resposta inflamatoria
normal de defesa, sendo caracteristico da forma grave da
doenga em questao, onde, muitas vezes, pode levar o paciente
a faléncia multipla dos érgdos e até mesmo a morte. Essa
alteracao da cascata imunoloégica permite que a COVID-19
avance de formas assintomaticas ou oligossintomaticas para
uma doencga grave e de péssimo prognostico. Além disso,
0 aumento dos niveis de IL-6 no sangue dos pacientes foi
diretamente associado ao risco de morte dos individuos.®21%.M

E valido ressaltar que ha uma relagdo direta entre
doencas infecciosas e parasitarias, neste caso, entre os
parasitas e a COVID-19, pois doengas causadas por virus,
como dito anteriormente, sdo capazes de interferir no sistema
imunoldégico através do inflamassoma, o que favorece o sur-
gimento de outras infecgdes, desta vez, causadas por fungos,
protozoarios e helmintos." Por outro lado, os parasitas
sdo excelentes moduladores da resposta imunoldgica, uma
vez que induzem uma toleréncia do organismo ao invasor
através do equilibrio entre as respostas pré-inflamatoérias e
anti-inflamatérias, cujo potencial vem sendo explorado no
tratamento de esclerose multipla e doengas inflamatdrias
intestinais, como a colite ulcerativa, por exemplo.('3141%

Fundamentado nestas informacgdes, este artigo teve
como objetivo avaliar, com base na literatura, a relagao imu-
nomoduladora das infecgbes parasitarias com a COVID-19
e 0 seu possivel impacto na saude do paciente.

MATERIAIS E METODOS

As buscas bibliograficas foram realizadas em bases
de dados, como o Portal Periédicos CAPES e o PUBMED,
disponiveis em https://www-periodicos-capes-gov-br./ e
<https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/>, respectivamente. Ao
finalizar as pesquisas, as referéncias duplicadas foram
excluidas. Foram abarcados artigos publicados nos ultimos
cinco anos, preferencialmente entre 2020 e 2021, periodo
correspondente ao inicio da pandemia no Brasil até os dias
atuais, em inglés, portugués ou espanhol. Devido a dife-
rengas nos processos de indexagao nas bases de dados
bibliograficas, optou-se pela busca por termos livres, sem
0 uso de vocabulario controlado (descritores).

Com essa estratégia, houve uma recuperagéo de
um numero maior de referéncias, garantindo a detecgédo
da maioria dos trabalhos publicados dentro dos critérios
preestabelecidos. Os termos “Parasitoses oportunistas”,
“‘COVID-19”, “Pandemia”, “SARS-Cov-2”, “Infecgdes para-
sitarias”, “Parasitoses” e suas respectivas tradugdes para o
inglés foram combinados com as associagoes e desfechos
de interesse nas trés primeiras paginas de cada portal.
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A selegao dos artigos foi baseada na leitura dos titulos
seguida dos resumos e os trabalhos que apresentavam
o enfoque correspondente foram lidos na integra, dando
origem aos resultados deste artigo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os helmintos estdo entre as principais infecgdes
parasitarias. Casos de esquistossomose e outras doengas
causadas por helmintos transmitidos pelo solo (HTS), como
tricuriases, ancilostomiases e ascaridiase, sdo extrema-
mente comuns em todo o mundo, principalmente em paises
subdesenvolvidos. Tais parasitos sdo capazes de regular a
resposta imunoldgica do paciente, através da ativagao de
células T reguladoras, células do tipo TH, ou ambas. Sendo
assim, os helmintos acabam modulando a supresséo da
resposta imune do tipo 1, responsavel pela atividade infla-
matdria, a principal resposta em casos de infecgdes virais.('®

Doencgas como Diabetes mellitus do tipo 2, bem como
a obesidade e a sindrome metabdlica estdo amplamente
relacionadas aos processos inflamatérios do sistema imu-
noldgico do paciente, o que torna tais individuos mais sus-
ceptiveis as formas mais graves da COVID-19, haja vista
que se trata de uma doenga capaz de ativar uma liberagao
intensa de citocinas pro-inflamatorias, culminando em uma
faléncia sistémica.® Hays e sua equipe acreditam que a
coinfecgao helmintica seja uma alternativa para evitar for-
mas mais severas da COVID-19, dado o histérico destes
parasitas quanto a modulagao da resposta inflamatoéria. De
acordo com os autores, tal resposta pode até mesmo ser
capaz de modular a inflamagédo pulmonar causada pelo
SARS-Cov-2.("

Ssebambulidde e sua equipe (2020) também afirmam
que a presenca de parasitas pode favorecer a modula-
¢ao do sistema imunolégico do paciente para combater a
COVID-19. De acordo com os autores, estudos mostram
uma redugado no numero de casos de infecgdes causadas
pelo SARS-Cov-2 em regides assoladas por parasitoses
como malaria, esquistossomose e diversas helmintiases
oriundas do solo. Essa resposta imunomoduladora tem sido
utilizada para embasar a lentiddo do crescimento da curva
da COVID-19 na Africa em 2020, haja vista que se trata de
uma regiao assolada por parasitoses.(1819

O estudo realizado por Gebrecherkos e colaborado-
res, em fevereiro de 2021, corrobora com tal afirmacgao,
uma vez que a pesquisa recente mostra que a COVID-19
se mostrou mais severa em casos de pacientes que nao
apresentavam uma coinfec¢ao parasitaria. Os resultados
obtidos por esses autores demonstram que, possivelmente,
os parasitas intestinais avaliados, helmintos e protozoarios,
sejam responsaveis por modular a resposta imune do
paciente, reduzindo a hiperinflamagao causada pela virose
em questdo. Além disso, os autores também afirmam que
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pacientes com comorbidade que possuiam infecgdes para-
sitarias concomitantes apresentaram menor probabilidade
de desenvolver a forma severa da COVID-19.?%

De acordo com os dados destacados no levantamento
clinico da equipe de Wolday, dos 751 pacientes infectados
com o virus SARS-Cov-2, cerca de 37,8% apresentavam
infeccOes parasitarias simultaneas. Tais individuos que
possuiam coinfecgdes de parasitas como Entamoeba spp.,
Hymenolopis nana e Schistosoma mansoni apresentaram
menores chances de desenvolver a versdo mais grave da
COVID-19, onde apenas 10,6% evoluiram para a forma
severa da virose em questao. Ao longo do estudo, os autores
relataram 11 mortes, sendo todas do grupo de pacientes
que ndo apresentaram a coinfecg&o.®?"

Em contrapartida, Bradbury e sua equipe reforcam a
ideia de que infecgbes causadas por helmintos podem ativar
as respostas do tipo 1 e 2, o que pode acarretar a redugao
da resisténcia imunoldgica dos pacientes ao SARS-Cov-2
e, consequentemente, agravar o estado dos pacientes em
casos de coinfecgdo. Os autores sugerem ainda que a
comunidade cientifica deve investigar a possibilidade de tais
parasitoses favorecerem a disseminagédo da COVID-19 em
regides endémicas de helmintos.?? Por outro lado, Rollot e
colaboradores afirmaram que a coinfecgao esquistossomo-
tica interferiu positivamente em uma infecgao respiratéria
por Herpes virus, reduzindo a gravidade da doencga a partir
do aumento da ativagéo de linfocitos T . ,,, especificos para
o virus, através da liberagdo de IL-4,?% sugerindo uma ideia
contraria ao estudo de Bradbury e colaboradores (2020)
quanto a modulagéo dos helmintos em casos de infecgbes
virais, como a COVID-19.

Nao obstante, deve-se levar em consideragéo o fato
de que a COVID-19 também pode causar sintomas seme-
Ihantes a algumas parasitoses de ciclo pulmonar, como é
0 caso dos helmintos transmitidos pelo solo. A pneumonia
parasitaria é decorrente da migracéo da larva, fazendo com
que o individuo acometido apresente manifestagcdes como
tosse, febre, falta de ar e até mesmo a chamada sindrome
de Loffler, oriunda da reagéo antigénica. Sendo assim, o
risco de diagnésticos errados em casos de parasitoses
em meio a pandemia é elevado, favorecendo o tratamento
inadequado e o agravamento da situagao do paciente.®

Diferentes pesquisas afirmam que as coinfecgdes
helminticas sdo responsaveis por um aumento considera-
vel na morbimortalidade de doengas graves, como AIDS,
malaria e tuberculose. Partindo desse pressuposto, Abdoli
afirma que os helmintos também podem ser responsaveis
por um agravo na COVID-19. Além disso, segundo ele,
a imunomodulacido destes parasitas pode causar uma
ineficacia das vacinas, principalmente em pacientes imu-
nocomprometidos, ou seja, que apresentam idade avan-
¢ada, comorbidades e/ou gestantes, prejudicando, assim,
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a imunizagéo da populagdo.®) Corroborando com essa
proposta, Hartmann e sua equipe relataram a reducao da
eficacia da vacina contra H1N1, com presenga concomitante
ou prévia da infecgao helmintica, observando a redugéo
da quantidade e da qualidade dos anticorpos produzidos
por indugdo vacinal.®®)

E valido ressaltar que, até o presente momento, por
ser um assunto extremamente novo, alguns dos trabalhos
citados estdo na modalidade preprint, o que pode compro-
meter a fidedignidade de alguns dos resultados. Sendo
assim, ainda que alguns autores sugiram a possibilidade da
helmintiase experimental como uma alternativa para modu-
lagdo imunoldégica, trata-se de uma ideia muito controversa
e que exige maiores estudos, controlados e aprofundados,
para avaliar sua viabilidade.

CONCLUSAO

Apesar da importancia do tema alvo deste trabalho,
observa-se que a quantidade de artigos abordando essa
associagdo COVID x Parasitoses ainda é bastante escassa.
Aimunomodulagdo é também um assunto intricado e muitos
estudos ainda devem ser realizados para embasar melhor
todas as perguntas langadas. Apesar de alguns artigos
afirmarem que a coinfecgédo pode levar a um prognéstico
positivo, outros, em contrapartida, indicam o inverso. Muitas
variaveis existem e todas elas devem ser consideradas
antes de qualquer julgamento ou decisdo. E opinido das
autoras que somente o investimento macico em estudos
nesse segmento pode elucidar a complexa relagao entre o
sistema imune, as parasitoses e a COVID-19.

Abstract

Until now, more than 550,000 deaths caused by COVID-19 have
been reported in Brazil. Stimulated by Sars-Cov-2, the formation of an
inflammasome causes a systemic inflammatory process, responsible for
the progression of the disease, and favors the emergence of opportunistic
diseases, such as parasitosis, which are excellent modulators of the
immune system, inducing a tolerance of the organism through the
balance between pro-inflammatory and anti-inflammatory responses.
From this, a bibliographical survey was carried out with the aim of
evaluating the possible immunomodulatory relationship of parasitic
infections in COVID-19. There is an extensive discussion regarding
the presence of parasitic diseases concomitant to this coronavirus,
due to the possibility of modulation of the immune system, which may
be able to curb or intensify the progression of COVID-19, as well as
interfere with the post-vaccine seroconversion of affected individuals,
a since diseases directly related to inflammatory processes, such as
type 2 diabetes mellitus, make these individuals more susceptible to
the more severe forms of this pandemic. Thus, although some authors
suggest the possibility of experimental helminthiasis as an alternative
to immunomodulation. This is a controversial idea, which needs further
studies to assess whether such a procedure would be safe and viable
to apply or not.
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Avaliacao farmaco-toxicolégica do emprego de N-acetilcisteina no
manejo da COVID-19

Pharmacological and toxicological evaluation of the N-acetylcysteine in clinical management
of COVID-19

Matheus Grilo de Oliveira Carvalho’
Virginia Martins Carvalho?

Resumo

Introducgao: Diversos alvos farmacolégicos tém sido estudados com o objetivo de mini-
mizar as consequéncias da infecgao causada pelo virus da COVID-19. A hiperinflamagao
pulmonar foi associada ao estresse oxidativo embasando a administragéo de antioxidantes,
especialmente N-acetilcisteina, que vem sendo proposta como terapia de suporte e investi-
gada em estudos clinicos. Objetivo: Realizar uma analise critica do uso da N-acetilcisteina
em pacientes com COVID-19 com base em suas propriedades farmaco-toxicoldgicas.
Material e métodos: Andlise critica a partir de revisao bibliografica de artigos originais e
de revisao de dados epidemioldgico, clinicos e estudos de caso. Os dados farmacoldgicose
toxicologicos foram comparados para avaliar potenciais riscos e beneficios da adogéo
desta terapia. Resultado: Afisiopatologia da COVID-19 esta associada a hiperinflamacéo
causada pela liberagao de citocinas e quimiocinas, denominada tempestade de citocinas
que agrava a infecgdo respiratéria, podendo levar ao quadro de Sindrome de Angustia
Respiratéria Aguda (SARA). Esse conjunto de fatores pode ser responsavel pelo aumento
do estresse oxidativo que esta relacionado com a gravidade da infecgdo. A N-acetilcistei-
na parece atenuar o quadro inflamatério pela atividade antioxidante e anti-inflamatéria e
apresenta baixa toxicidade, sendo bem tolerada em doses de até 500 mg/kg. Conclusao:
A N-acetilcisteina possui potencial no tratamento de pacientes com COVID-19 em estagios
iniciais da doencga para diminuir o estresse oxidativo.

Palavras-chave
COVID-19; estresse oxidativo; antioxidantes; N-acetilcisteina

INTRODUGAO

Adoenga COVID-19, causada pelo virus SARS-CoV-2,
é responsavel pelo terceiro surto por coronavirus deste
século e o sétimo a infectar seres humanos.” SARS-CoV-2
€ um virus zoonético. O contato inicial entre humanos e o
virus em um mercado de frutos do mar em Wuhan, na China,
com a ingestao de morcegos contaminados constitui uma
das hipoteses da origem da SARS-Cov-2.(" A partir desse
contagio inicial, o virus teria comegado a se propagar pelo
contato entre humanos, a partir de goticulas ou por via
fecal.? Por mais que a SARS-CoV-2 seja menos letal do
que os surtos anteriores, a taxa de transmissao € maior

e pode explicar o porqué da COVID-19 ter causado uma
pandemia com elevada taxa de transmissao em comparagao
aos demais surtos.™"

Esforgcos globais foram adotados para o desenvolvi-
mento de vacinas e terapias farmacoldgicas capazes, respec-
tivamente, de prevenir e tratar efetivamente a COVID-19.
Diferentes abordagens terapéuticas estao sendo avaliadas,
como o uso de anti-inflamatdrios, antivirais, anticoagulantes,
imunomoduladores e antioxidantes.

Dentre os alvos farmacoldgicos, o estresse oxidativo é
relevante na fisiopatologia da infecgdo e pode ser um alvo
promissor. Essa hipotese é sustentada por alguns estudos
gue apontam o estresse oxidativo como um dos fatores que
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levam ao agravamento do paciente infectado, com base
em dados epidemioldgicos e de surtos anteriores.?* Desta
forma, o uso de antioxidantes como terapia de suporte é
justificado e deve ser avaliado.

Entre os antioxidantes utilizados na clinica, a N-acetil-
cisteina (NAC) é um farmaco com propriedades terapéuti-
cas conhecidas em infecgbes respiratoérias, inclusive na
sindrome respiratéria aguda grave (SARA).® Sua atividade
antioxidante, especialmente como precursor de glutationa,
e anti-inflamatdria pode ser explorada no tratamento da
COVID-19. Assim, o objetivo deste trabalho foi realizar uma
analise critica, a luz das publicagdes cientificas, sobre o uso
da NAC como terapia de suporte em pacientes infectados
pelo virus SARS-CoV-2.

MATERIAL E METODOS

A analise critica foi realizada por revisao bibliografica
através de levantamento de artigos originais e de revisédo de
dados epidemioldgicos, estudos clinicos e estudo de casos.
As bases utilizadas no levantamento bibliografico foram
PubMed, Scielo, EBSCO e Elsevier. Os estudos clinicos
foram levantados no site clinicaltrials.gov; os dados epide-
miolégicos foram extraidos de érgéos oficiais de saude, como
a Organizagdo Mundial da Saude e o Ministério da Saude.

Os descritores adotados foram: “COVID19”, "SARS-
COV 27, “ARDS”, “ACEZ2”, “antioxidants”, “antioxidants the-
rapy”, “n-acetylcysteine”, “gluthatione” e “oxidative stress”.
Para aperfeigoar o mecanismo de busca, foram utilizados
os operadores booleanos “and, “or” e “not”. Os estudos
foram avaliados a partir da leitura dos resumos e os que
se encaixaram dentro da tematica do estudo foram inclui-
dos na reviséo. Além disso, foi aplicado um filtro temporal
entre 2003 e 2021 dos estudos selecionados para a revisao
bibliografica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O estresse oxidativo e a COVID-19

Correlagao entre o estresse oxidativo e o agravamento
da COVID-19 foi sugerida em casos de SARA causada por
outras coronoviroses, com base na avaliagdo de manifes-
tagbes clinicas e mecanismos fisiopatoldgicos.

O estresse oxidativo € uma condigao patoldgica definida
como um desequilibrio das concentragbes endbégenas de
fatores pro-oxidantes em relagdo a antioxidantes.® Os
radicais livres constituem os fatores pré-oxidantes e sado
compostos principalmente por espécies reativas de oxigénio
(EROs) e espécies reativas de nitrogénio (ERNs) que con-
tribuem em lesdes celulares, desequilibrio metabdlico e na
liberagao de marcadores pré-inflamatérios.® As moléculas
reativas em condicbes de homeostase atuam no metab-
olismo transportando elétrons em reagdes bioquimicase
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participam de mecanismos de defesa celular em processos
inflamatdrios, na ativagao de genes e fertilizagao de 6vulos.

Se o0 aumento de espécies reativas contribui para o
agravamento da COVID-19, o uso de antioxidantes poderia
atenuar o quadro de lesao celular ocasionado pelo estresse
oxidativo, melhorando o desfecho clinico. Os dois principais
danos estudados sao os macromoleculares teciduais e o da
interrupcao dos circuitos tiol redox executado especialmente
pela glutationa.®

Achados laboratoriais em pacientes com COVID-19
justificam a investigacado do papel do estresse oxidativo
neste quadro inflamatdrio. Alguns marcadores, como a
ferritina, glutationa (GSH) e acido urico apresentam-se
alterados em pacientes infectados. Polonikov® relatou
uma deficiéncia de GSH em pacientes com COVID-19
e encontrou uma correlagdo entre essa deficiéncia e o
agravamento da infecgdo, embora sua casuistica seja de
apenas quatro pacientes. O esgotamento de GSH afeta o
potencial antioxidante celular, levando a maior concentragéo
de EROs, que por sua vez estimula a produgéo de fatores
pro-inflamatorios, como NF-kBe TNF-a.®A hiperferritina
observada em pacientes com COVID-19 esta associada
ao aumento da mortalidade.” A ferritina € uma proteina
globular que armazena ferro e € utilizada como marcador
em processos inflamatérios e no processo de regulagao
do ferro. O aumento de ferritina ocorre concomitante ao
aumento da hepcidina, um importante hormonio que induz
o armazenamento de ferro devido a sua sobrecarga ou a
estimulos de outros hormdnios e citocinas.® Desta forma, é
possivel que esses dois marcadores possam sinalizar uma
sobrecarga de ferro em especial no local da inflamagéo,
que pode estar relacionada com o aumento do estresse
oxidativo, a partir da reacédo de Fenton.

Outro marcador clinico observado em pacientes com
COVID-19 foi a diminuigdo da dosagem de acido Urico,
sendo referida correlagcao entre o decréscimo de acido
urico e aumento da gravidade da doencga.® Na clinica, a
avaliagao da dosagem de acido urico é utilizada principal-
mente como marcador do metabolismo de purinas e de
inflamagdo. O acido urico possui grande participagéo na
defesa antioxidante, neutralizando por volta de 60% das
EROs presentes no plasma.('®

Avaliando os aspectos epidemiolégicos da COVID-19,
observa-se que pacientes idosos, portadores de doengas
crénicas como hipertensao, diabetes e asma e fumantes sédo
mais suscetiveis a ter insuficiéncia respiratoria e, assim, um
pior prognéstico em comparagao aos demais grupos popula-
cionais.WEste grupo de pacientes também esta relacionado
por possuir condigdes clinicas favoraveis ao aumento do
estresse oxidativo,® em geral sdo pacientes que apresentam
resposta antioxidante menos competente e um aumento de
EROs e ERNs devido aos processos fisiopatolégicos de
suas morbidades. Desequilibrio redox foi observado em
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ensaios em modelo animal, em que ratos idosos infectados
com a SARS-CoV-1 apresentaram lesées pulmonares mais
graves em comparagao com ratos jovens, sendo sugerido
que o sistema de defesa antioxidante enfraquecido devido
a senescéncia com aumento de EROs estaria relacionado
a gravidade.® Assim, um quadro clinico mais vulneravel a
variagdes de EROs, especialmente em idosos, pode con-
tribuir para a suscetibilidade do agravamento da infecgéo,
justificando a insergéo desse grupo de pacientes em grupo
de risco para a COVID-19.

Diferentes mecanismos de geracéo de radicais livres
foram propostos para o SARS-CoV-2a partir da fisiopatologia
da COVID-19 e de comparacgdes por infec¢des por outros
coronavirus, em especial o0 SARS-CoV-1.Alguns desses
mecanismos envolvem a ativacdo da NADPH oxidase
(Nox) via receptor da enzima conversora de angiotensina-2
acoplado a proteina G tipo 1(AT1), a geragao e liberagédo de
EROs via NSP5 e a degranulagao de neutrdéfilos (netose),
abordados neste trabalho.

Ativagdo da NADPH Oxidase (Nox) via receptor

AT1R

Aativagéo Nox é a principal via de formagao de EROs,
incluindo &nion radical de superdxido (O,”) e peroxido de
hidrogénio (H,0,).’.Em estudo, Violi et al. mostraram que
pacientes com COVID-19 apresentaram niveis elevados de
Nox2 em relagédo ao controle, sendo que os niveis foram
maiores em pacientes graves em comparag¢ao com pacientes
com quadro leve a moderado, ") sugerindo que a via da Nox
estaria envolvida no aumento do estresse oxidativo durante
ainfecgédo por SARS-Cov-2. Além de aumentar os niveis de
EROs, essa via ativa o NF-kB responsavel pela sintese de
diversas citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias, estando
presente, por exemplo, na formagdo do inflamassoma
NLRP3, levando a piroptose de células infectadas.

Aenzima conversora de angiotensina-2 (ECA-2) possui
uma fungéo contrarregulatéria no sistema renina-angioten-
sina-aldosterona, promovendo vasodilatacao, atividade
anti-inflamatoria, antiproliferativa e cardioprotetora.'? A
infecgéo por SARS-Cov-2 ocasiona um feedback negativo de
ECA-2, aumentando a biodisponibilidade da angiotensina-2,
uma vez que os receptores de ECA-2 estarao reduzidos e
mais moléculas de angiotensina 2 estarao livres,Y AT1R é
ativado resultando em desequilibrio redox a partir da ativagao
da Nox.(™® Aligacao da angiotensina-2 em AT1R resulta na
ativagao de Nox 1 e 2 via proteina quinase C (PKC) e c-src
(uma proto-oncogenese cinase) e na ativagdo de Nox 5
pela liberagdo de calcio intracelular."® As Nox resultarao
na producao de ERO via mitocondrial.

Geragéo de EROs pela 3CLpro (NSP5)

Lin et al." avaliaram em estudo in vitro o papel da
3C-like protease (3CLpro), que é uma das proteases do
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tipo CoV nsp5 (NSP5) na ativagdo da via apoptotica na
SARS-CoV-1, e demonstraram seu papel na ativacao de
caspases e aumento de EROs e NF-kB. A 3CLpro aumentou
as concentracdes de EROs e NF-kB em relagao ao controle.
E provavel que o mesmo ocorra na SARS-CoV-2, uma vez
que a NSP5 possui 97,5% de similaridade.("®

Degranulagéo extracelular de espécies reativas

A degranulagéo extracelular por neutréfilos ocorre
durante o processo inflamatério pulmonar pela COVID-19.
E um mecanismo de destruigdo de patégenos alternativo
a fagocitose, sendo, a principio, benéfico ao organismo.®
Entretanto, um descontrole desta via leva a uma liberacao
exacerbada de proteinas microbicidas e enzimas oxidantes.
@ Schonrich, Raftery e Samstag!'® sugerem que o aumento
do estresse oxidativo em pacientes com COVID-19 leva a
um aumento da netose, que por sua vez eleva a produgao
de EROs e suprime os mecanismos de imunidade adapta-
tiva por linfécitos T, gerando um ciclo vicioso e levando a
gravidade do paciente infectado.

Analise critica da aplicagao terapéutica da

N-acetilcisteina no manejo da COVID-19

O emprego de antioxidantes mostrou resultados
favoraveis no manejo de doengas respiratorias, como
doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), pneumonias,
SARA e sepse pulmonar.®'Ha diversos tipos de terapias
antioxidantes com medicamentos como a N-acetilcisteina
e suplementos alimentares, como vitaminas C, D, E, e
micronutrientes como o magnésio e o zinco que tém por
objetivo melhorar o estado clinico do paciente, restabelecer o
equilibrio antioxidante ou atuar no mecanismo fisiopatolégico.

NAC é um farmaco sintetizado a partir do aminoacido
cisteina, que possui agcao mucolitica, antioxidante, antidota e
anti-inflamatdria.('® Por doar cisteina, atua como precursora
de GSH, que compde o sistema antioxidante endégeno. As
indicacdes farmacolégicas séo: antidoto em pacientes intoxi-
cados por paracetamol e mucolitico em doencgas pulmonares
como DPOC, fibrose pulmonar e infecgbes respiratorias
pulmonares."® A posologia depende da indicagao clinica,
variando de 150mg/kg empregado no tratamento antidotal
na intoxicagao por paracetamol a 200 mg/dia como mucol-
itico. Em relagao as propriedades farmacocinéticas, a NAC
apresenta tempo de meia-vida biolégica de 5 a 6 horas
em adultos, baixa biodisponibilidade, entre 6% a 10% por
administracéo oral, e volume de distribuicdo de 0,5 L/kg.("®

Em relagédo ao perfil toxicolégico, a NAC apresenta
seguranga em doses de até 500 mg/kg."®Em estudos
experimentais, os niveis de doses letais foram 1000 mg/kg
em camundongos, 2445 mg/kg em ratos, 1500 mg/kg em
porquinhos da india, 1200 mg/kg em coelhos e 500 mg/kg
em cdes.!"® Nao existem dados sobre letalidade em seres
humanos, porém a dose letal humana foi estimada entre 5 e
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15 g/kg; considerando a menor dose estimada, a dose letal
para individuo de 70 kg seria de 350 g. Os sinais e sintomas
da intoxicagao aguda sé&o ataxia, hipoatividade, dificuldade
respiratéria, cianose, perda de reflexo e convulsdes. Apesar
do perfil de seguranga elevado, a NAC pode apresentar
eventos adversos, como broncoespasmo em pacientes
asmaticos e irritagdo gastrica que pode agravar quadros
de Ulcera péptica.(®

A possivel atuagao da NAC na infecgdo por SARS-
CoV-2 tem base em mecanismos diretos e indiretos, tais
como agdo antioxidante, anti-inflamatéria e mucolitica
(Figura 1).

A acéo antioxidante da NAC ocorre tanto direta quanto
indiretamente, neste caso doando o substrato cisteina para
a sintese de GSH enddgena. Apesar de a NAC possuir baixa
reatividade aos principais EROs, como H,0,, O* e HO,("9
apresenta alta reatividade ao acido hipocloroso e espécies
relacionadas, que séo liberadas em processos inflamatoérios
por neutréfilos e macréfagos. O restabelecimento dos niveis

de GSH em pacientes com COVID-19 permite o equilibrio
da defesa antioxidante e acao contra os principais mecan-
ismos radicalares, neutralizando EROs como perdxido de
hidrogénio (H,0,), superdxido (O*) e radical hidroxila (HO").®
O esgotamento de GSH foi associado ao agravamento do
quadro clinico de pacientes infectados pela COVID-19,
assim a recuperagado de GSH enddgena é fundamental e
pode ser considerada a principal via de atuagdo da NAC
no manejo da COVID-19.4,

Outro mecanismo indireto de agao antioxidante da NAC
na COVID-19 é pela agéo nos receptores ECA. O mecanismo
de geragéo de EROs via receptor AT1 e da ativagdo da Nox
ocorre de forma exacerbada na SARS-CoV-2 devido a ligagao
do virus ao receptor ECA-2, que atua como contrarregulador
desta via. Estudo in vitro demonstrou a capacidade da NAC
de bloquear o receptor ECA-1, diminuindo as concentragbes
de angiotensina-2 e o estresse oxidativo celular.?® O blo-
queio dessa via pode atenuar a liberagédo de EROs, devido
a inativagdo da Nox pela via da ECA-2.

Figura 1. Atividade farmacolégica da N-acetilcisteina
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A atividade anti-inflamatdria da NAC é devida, em
parte, pelas propriedades da recuperacao dos niveis de
GSH. Estudos demonstram que a NAC diminui importantes
marcadores inflamatorios, que estéo presentes na COVID-19,
como o NF-kB, TNF-a e a IL-6.52" Além disso, a NAC diminui
citocinas relacionadas a formagao do inflamassoma NLRP3,
como a IL-1B, IL-18, além do préprio NF-kB, que participam
da via da piroptose e esta relacionada com a fisiopatologia
da COVID-19.? Essas citocinas sdo responsaveis pela
producdo de outras citocinas pro-inflamatérias e estao
relacionadas com a resposta exacerbada, levando ao
quadro de tempestade de citocinas. Assim, a NAC pode
minimizar o quadro hiperinflamatério em estagios iniciais
da COVID-19 antes que ocorra injuria do tecido pulmonar.
Ainda, a inibigdo de NF-kB pela NAC tem sido associada a
uma diminuig&o da replicagao viral por virus de RNA, como
os Coronavirus.®

Em relagao ao efeito mucolitico da NAC, ele é baseado
na presenga de um grupo sulfidrila livre(-SH) que abre
as ligagbes dissulfeto(S-S) das glicoproteinas do muco,
reduzindo a sua viscosidade e elasticidade.® Liu et al.®®
relata a produgdo de muco pela ativagdo da via IDO-Kyn
como um dos fatores que levam ao quadro de hipdxia na
COVID-19. A ag¢do de um mucolitico como a NAC pode
melhorar a fluidez pulmonar e contribuir para a melhora
clinica da hipoxia.

A NAC demonstra um potencial farmacoldgico na
COVID-19, com mecanismos que poderiam atenuar o
quadro hiperinflamatoério e minimizar a tempestade de
citocinas, além de outros ganhos terapéuticos. Entretanto,
€ necessario cautela para nao hiperestimar sua relevancia
na pratica clinica. A meta-analise realizada por Galvéao et
al.?®demonstrou resultados conflitantes para o uso da NAC
no quadro de lesdo pulmonar aguda e na SARA, embora
parte dos estudos avaliados tenham demonstrado melhora
no estresse oxidativo e nos niveis de oxigenagdo. Espe-
cificamente na COVID-19, um estudo clinico realizado no
Hospital das Clinicas, Sao Paulo, Brasil, avaliou o uso da
NAC intravenosa em pacientes graves e constatou que a
NAC foi ineficaz em reduzir a mortalidade e a necessidade
de ventilagdo mecanica,®” embora tal estudo tenha sido
realizado apenas com pacientes graves, ja hospitalizados.

Em relagdo ao esquema terapéutico, é importante
considerar que o lapso temporal entre o agravo do quadro
clinico e inicio do tratamento farmacoldgico pode representar
fator determinante no prognéstico clinico. O uso da NAC
no tratamento de pacientes intoxicados por paracetamol
€ um exemplo. Em doses toxicas o paracetamol forma o
metabdlito altamente reativo N-acetil-p-benzo-quinonaimina
(NAPQI) responsavel pela necrose hepatica por promover
peroxidagao lipidica nos hepatocitos. Neste quadro, a admin-
istragdo da NAC possui o objetivo de fornecer cisteina ao
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tecido hepatico para a sintese de GSH, que ira diminuir, por
sua vez, o dano celular causado pelo aumento do estresse
oxidativo promovido pela NAPQI. A administragédo da NAC
apos dez horas da intoxicagao, entretanto, comega a demon-
strar uma diminuigao de eficacia terapéutica.®?® Isso ocorre
porque o dano celular causado pelo estresse oxidativo ja
é extenso, e o uso da NAC nao permite regenerar tecido
ja lesionado, mas evitar o processo que leva a necrose
hepatica. Essa logica se aplica aos pacientes infectados por
SARS-CoV-2. A medida que o quadro de hiperinflamacdo e
dano celular avanga, o potencial de prevengéo ao estresse
oxidativo da NAC diminui.

O objetivo terapéutico primario para a NAC é o resta-
belecimento da defesa antioxidante frente 8 COVID-19, a
diminuicao de citocinas pro-inflamatoria, como o NF-kB,
TNF-a e IL-6, e um desfecho clinico mais favoravel, evitando
0 agravamento da infecgdo em pacientes com o quadro leve
amoderado, quadro este que poderia ser aferido pela equipe
de salde. A determinagdo do momento certo para o inicio
da terapia é fundamental, visto que a administragédo deva
ocorrer antes do dano celular extenso devido ao aumento
do estresse oxidativo. Atransigcao entre o quadro moderado
para forma grave seria tardia para o inicio do tratamento
com a NAC. Isso porque, apesar da NAC apresentar pico
plasmatico em menos de duas horas, a glutationa demora
quatro dias para chegar em seu pico em pacientes porta-
dores de SARA.®9)

Atualmente ha sete estudos clinicos registrados no
clinicaltrials.gov que pesquisa a adogao de NAC no manejo
da COVID-19 (Quadro 1). De forma geral, os estudos
utilizam doses elevadas de NAC, acima de 1200 mg/dia,
em diferentes grupos populacionais. Dose de 1200 mg/
dia foi suficiente para diminuir os niveis de TNF-a e IL-6
e elevar os niveis de GSH em estudos clinicos sugerindo
o potencial terapéutico no tratamento de pacientes com
quadro leve a moderado.®? Em relagdo ao tempo de
administracdo, os estudos clinicos trabalham com faixa
de uma a trés semanas de tratamento, sendo tal faixa
relativa ao quadro clinico do paciente que devera ser
avaliada individualmente.

O uso de GSH injetavel possibilita a disponibilidade
imediata do antioxidante independentemente da biossin-
tese celular,®? sugerindo aplicagdo mais adequada em
quadros moderado a grave em ambiente hospitalar que
requer resultados clinicos mais imediatos. Por outro lado,
a administragdo de NAC que apresenta laténcia de quatro
dias para atingir o pico plasmatico de GSH seria de maior
aplicagao em quadros leves a moderados, oferecendo, além
da acao antioxidante, atividade anti-inflamatdria e mucol-
itica. A disponibilidade de varias formulacées de NAC no
mercado, como comprimido, pd, xarope e injetavel, facilita
o planejamento da terapia.
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Quadro 1 - Estudos clinicos sobre manejo de COVID-19 com N-acetilcisteina.

Nome do Estudo Identificagdao

Tipo de
Estudo

Numero de
Participantes

Viade
administragao

Medicamentos

. Dose da n-acetilcisteina
Avaliados

A Study of N-acetylcysteine in

Paralelo, Nao

19 Treatment (INFECT-19) Randomizado

Patients With COVID- NCT04374461 . 84 n-acetilcisteina 6 g/dia injetavel
. randomizado
19 Infection
Trial of Famotidine & N-Acetyl Paralelo n-acetilcisteina:
Cysteine for Outpatients ~ NCT04545008 Randomiza;do Famotidina ' 1,8 g/dia; 3,6 g/dia; 5,4 g/dia Oral
With COVID-19
Efficacy of N- Internados: Dose inicial de 25
Acetylcysteine (NAC) in Paralelo, o mg/kg apds 1,2 g/dia;
Preventing COVID-19 From  NCTO4419025 o omizado 200 n-acetilcisteina  » o latorial: Dose inicial 2,4 Oral
Progressing to Severe Disease g/dia apos 1,2 g/dia
Inflammatory Regulation Effect Paralelo
of NAC on COVID- NCT04455243 ' 1180 n-acetilcisteina 300 mg/kg/dia oral ou injetavel

Glutathione, Oxidative Stress

and Mitochondrial Function  NCT04703036  © 2ralelo, n-acetilcisteina, | o o entacso na dieta Oral
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Abstract

A literatura cientifica mostra associagcédo entre o
estresse oxidativo e o agravamento da COVID-19 suge-
rindo o potencial de antioxidantes no manejo da doenga.
Dentre os antioxidantes disponiveis, a NAC se destaca
pelo uso consagrado como antioxidante, mucolitico e
antidoto para intoxicagdo por paracetamol. A NAC pos-
sui estudos de seguranca e eficacia para as indicagdes
arroladas por diferentes vias de administragdo e tem
disponibilidade no mercado de varias formulagdes. O
uso da NAC podeser recomendado como uma terapia de
suporte na COVID-19. Seu uso individual ndo levara em
si ao processo de cura da infecgdo, mas podera atenuar
alguns aspectos fisiopatoldgicos, como a hiperinflamagéao
e o estresse oxidativo.

Outros antioxidantes com potencial de uso s&o mela-
tonina,que também possui agao anti-inflamatoéria, vitamina
C que vem sendo estudada no manejo da COVID-19 em 53
estudos clinicos registrados no clinicaltrials.gov, e outros
suplementos tais como vitamina E e zinco.
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Introduction: Focusing the efforts to minimizing the injury caused by
COVID-19 virus, many pharmacological targets have been studied.
The lung hyper inflammation was referred as a consequence of the
oxidative stress and supports the antioxidant therapy, especially the
N-acetylcysteine administration that has been proposed in some clinical
studies. Aims: In order to make a critical analysis of COVID-19 clinical
management with N-acetylcysteine, the physiopathology of the infection
was compared with the pharmacological and toxicological properties
of the N-acetylcsteine. Methodology: A literature review was made and
the peer-reviewed articles, epidemiologic data, clinical studies and
case reports were consulted. The pharmacological and toxicological
data were compared to evaluate the potential risks and benefits of the
N-acetylcysteine therapy. Results: The COVID-19 physiopathology
is based on the hyper inflammation that is a consequence of the
cytokines storm (release of a large amount of pro-inflammatory
cytokines and chemokines). The hyper inflammation can result in the
Severe Acute Respiratory Syndrome (SARS). The cytokines storm was
associated with the oxidative stress and the severity of the infection.
N-acetylcysteine seems to improve the inflammation by its antioxidant
and anti inflammatory properties. Furthermore, N-acetylcysteine
shows high tolerability hate in doses until 500 mg/kg. Conclusion:
N-acetylcysteine shows high therapeutic potential to decrease the
oxidative stress in early stages of the infection in COVID-19 patients.

Keywords
COVID-19; oxidative stress; antioxidants; N-acetylcysteine
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INTRODUGAO

Resumo

A pandemia da COVID-19 tem tido um impacto devastador em todo o mundo e levou ao
rapido desenvolvimento de testes diagnédsticos. Diferentes tecnologias vém sendo utili-
zadas para a detecgéo de imunoglobulinas frente a infecgdo por SARS-CoV-2. Ensaios
imunoenzimaticos (ELISA), quimioluminescentes e imunocromatograficos estao disponi-
veis e, no geral, apresentam poder diagndstico limitado, principalmente para a detecgéo
de IgA. A citometria de fluxo tem surgido como alternativa para o desenvolvimento de
métodos sensiveis e especificos para a COVID-19 aplicados para diagnostico, triagem e
estratificagdo da doenca. A citometria de fluxo € uma tecnologia 6ptica baseada em laser
que detecta caracteristicas fisico-quimicas de células ou particulas em um fluido hetero-
géneo. O artigo explora a citometria de fluxo para o diagnostico da COVID-19 em duas
estratégias para a detecgéo de anticorpos no soro ou plasma, uma utilizando antigenos
virais expressos na superficie de células de mamiferos e outra com estes elementos
imobilizados em microesferas (beads). A possibilidade de detecgéo rapida de mdltiplos
anticorpos simultaneamente, com pequeno volume de amostra e elevada sensibilidade e
especificidade, torna a citometria de fluxo uma metodologia promissora para o laboratério
clinico, como ferramenta de referéncia para auxiliar na contengéo do processo pandémico
da COVID-19 e futuros eventos similares.

Palavras-chave
Citometria de fluxo; SARS-CoV-2; COVID-19; anticorpos IgG, IgM e IgA

da Infectologia. Neste contexto, o desenvolvimento de testes
diagnésticos rapidos, sensiveis e de baixo custo é essencial

A COVID-19 é uma sindrome respiratoria aguda,
causada pelo SARS-CoV-2 (Sindrome Respiratéria Aguda
Grave-Coronavirus 2) que se converteu em um processo
pandémico global, com os primeiros casos identificados
no final de 2019. Apds cerca de 20 meses, mais de 200
milhdes de casos e 4 milhdes de mortes por COVID-19 foram
relatados no mundo. O Brasil registrou 10% do numero de
casos e 14% do numero de 6bitos.("

A elevada taxa de transmissdo e agressividade da
COVID-19 aumentou a taxa de internagdo hospitalar de
infectados, em particular nas Unidades de Terapia Intensivas
(UTls), que levaram ao colapso o Sistema de Saude em
muitos locais. Entre os processos para conter a expansao da
COVID-19 a testagem em massa, identificando os infectados,
€ uma premissa essencial para o planejamento e as agbes

entre as ferramentas de combate ao processo pandémico.®

As metodologias que utilizam a transcricdo reversa
seguida de reagdo em cadeia da polimerase em tempo real
(Real time reverse transcription polymerase chain reaction
- RT-gPCR), bem como testes soroldgicos que detectam
anticorpos e antigenos associados ao virus, estao dispo-
niveis ao laboratério.®

ART-gPCR segue como padrao-ouro para diagndstico
de casos de infecgdo por SARS-CoV-2.® A detecgdo de
anticorpos € uma abordagem importante para o monitora-
mento da resposta imunoldgica e para acompanhamento da
soroconversao, relevancia mais acentuada, num contexto
de vacinagao em massa.

Os métodos de deteccado de anticorpos anti-SARS-
-CoV-2 devem ser aplicados durante o processo epidémico
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do Coronavirus. Apds cerca de uma semana desde as
primeiras manifestagdes clinicas, a sensibilidade do diag-
nostico molecular (RT-gPCR) diminui gradualmente para
infecgdes por SARS-CoV-2, devido a redugao da quantidade
de particulas de virus no trato respiratorio. Nesses casos,
os pacientes podem apresentar resultados falsos negativos,
apesar da infecgdo em curso.®

CARACTERISTICAS IMUNOLOGICAS DA
INFECCAO POR SARS-COV-2

Estruturalmente, o virus SARS-CoV-2 é formado pela
proteina nucleocapsideo ou nucleoproteina (N), proteina de
membrana (M), proteina do envelope viral (E) e proteina
Spike (S). A primeira é responsavel pelo empacotamento
de RNA viral formando uma estrutura helicoidal que se
liga as proteinas de membrana. A proteina do envelope e
a Spike interagem para formar o envelope viral, ligando-se
as proteinas de membrana. A proteina S é a responsavel
pela entrada do virus na célula do hospedeiro através da
interagdo com um receptor celular, a enzima conversora de
angiotensina-2 (ECA-2). Esta interacdo acontece através
do dominio de ligagdo no dominio RBD (do inglés recep-
tor-binding domain), que se encontra na subunidade S1.69

A proteina S, mais especificamente o dominio RBD,
é considerada o melhor alvo para terapias e anticorpos
neutralizantes. A detecgdo de anticorpos neutralizantes
anti-S pode ser utilizada como estratégia de triagem para
o tratamento através de soro convalescente. A proteina N
também ¢é altamente imunogénica e comumente utilizada
na identificacao de anticorpos.®

Aresposta imune classica a patdogenos virais envolve
a producéo de IgM no inicio do processo, frequentemente
acompanhada pela emergéncia de IgA, e entdo seguida a
producéo de IgG.(” Na COVID-19, a evidéncia atual é con-
flitante, sendo descrito em algumas pesquisas que a IgM
é produzida primeiro® e, em outras, que as produgdes de
IgM e 1gG ocorrem simultaneamente, semelhante ao que
foi observado em outras SARS associadas a outros coro-
navirus.® O teste para a identificagdo da IgA associado a
COVID-19 fornece uma alternativa clinicamente util, pois
estes anticorpos sao secretados na superficie das mucosas
e sua detecgao e titulos no soro ou plasma podem refletir
uma fungdo imunolégica das membranas mucosas.("® A
soroconversao para IgM e IgG ocorre sete dias apos infec-
¢ao sintomatica em 50% dos pacientes (14 dias em todos),
mas ndo é seguida por declinio rapido na carga viral.("-13
Em geral, se considera que a soroconverséo acontece no
periodo de 20 dias apos inicio dos sintomas para IgG e IgM,
com aumento persistente por trés semanas com variagoes
na ordem de aparecimento das imunoglobulinas.® Também,
estudos apontam que a IgA pode desempenhar uma fungéo
importante na protegcao contra infecgdo por SARS-CoV-2,
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uma vez que IgA esta presente em mucosas, na sua forma
dimérica e o trato respiratdrio superior € a principal porta de
entrada para o virus.!" O perfil do aparecimento de IgA é
semelhante as outras imunoglobulinas.® A determinagao do
perfil soroldgico tem fungéo relevante na epidemiologia da
COVID-19 e na determinagao do status imune dos pacientes
assintomaticos.®"

Em relagédo a metodologia para testagem da COVID-
19, inicialmente, diferentes métodos imunoenzimaticos e
imunocromatograficos foram desenvolvidos, devido ao baixo
custo e flexibilidade de adaptagéo dos testes para uso em
ambientes com pouca infraestrutura.(™® Entretanto, muitos
destes testes apresentam limitagdes, como a dificuldade de
aplicagao em larga escala e resultados inconsistentes.(1¢-1®)

METODOS DE DETECGAO DE ANTICORPOS NA
COVID-19

Os testes soroldgicos para COVID-19 podem ser
realizados atraves das varias metodologias comercialmente
disponiveis, a citar: ensaios imunoenzimaticos (ELISA), imu-
noensaios fluoroenzimaticos, imunoensaios quimiolumines-
centes e imunocromatografia de fluxo lateral. Na esséncia,
estes ensaios detectam duas classes de anticorpos, IgM e
IgG. De uma forma geral, os testes soroldgicos apresentam
alta sensibilidade no periodo de trés semanas apds o inicio
dos sintomas da doenga ©'2. Com relagdo a especificidade
dos testes, é considerada elevada para a detecgéo de IgM e
IgG (maior ou igual a 95%). Entretanto, para a detecgéo de
IgA a especificidade ¢é inferior (84%, considerando o teste
da EUROIMMUN Anti-SARS-CoV-2 ELISA).(® Por isso,
ainda existe necessidade do desenvolvimento de outras
metodologias para o diagnostico sorolégico da COVID-19.

Entre os principios metodoldgicos para identificagao e
monitoramento da COVID-19, a citometria de fluxo tem se
mostrado como uma alternativa relevante.('8:20-23)

A citometria de fluxo € uma técnica capaz de detectar
multiplos pardmetros em uma Unica célula ou em amostras
biolégicas como soro ou plasma. Devido a capacidade de
analisar células individualizadas ou “beads” (microparticulas
ligadas com elementos de interesse, no caso proteinas virais)
e com marcagoes fluorescentes especificas, a citometria de
fluxo sempre esteve muito relacionada ao uso de anticorpos
conjugados a fluorocromos para pesquisa de marcadores
celulares especificos. Por conta da flexibilidade e do uso
consolidado de citdmetros de fluxo para uso diagnéstico, €
previsivel e imperativo o desenvolvimento de metodologias
baseadas em citometria de fluxo no diagndstico imunoldgico
da COVID-19.

As estratégias metodologicas baseadas em citometria
de fluxo podem ser divididas em duas grandes categorias:
sistemas baseados no uso de células e sistemas livre de
células (Figura 1).
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Figura 1. Representagao das duas estratégias experimentais do uso da citometria de fluxo para detecgdo de anticorpos anti-SARS-CoV-2. Em
amarelo esta representado beads (microesferas) recobertas com proteinas do virus. Em verde esta representada uma célula que foi transfectada
para expressar em sua superficie as proteinas do virus. Para ambas as estratégias sao utilizadas amostras biolégicas, como soro, para investigagdo
de diferentes tipos de imunoglobulinas. A reagdo é revelada com anticoporpos anti-imunoglobulinas humanas conjugadas com fluorocromos

(fluoréforos) por citometria de fluxo.

Métodos baseados em células

Estes métodos foram desenvolvidos a partir da trans-
feccéo de células com vetores contendo o gene da proteina
Spike, permitindo a expressao desta proteina na membrana
plasmatica das células eucarioticas. Uma das linhagens
celulares utilizadas neste tipo de abordagem foram as
células HEK293T. Estas células foram transfectadas com
um plasmideo contendo o gene que codifica para a proteina
Spike. Assim, as células passaram a expressar a proteina
Spike nativa na sua membrana plasmatica, possibilitando
o reconhecimento de imunoglobulinas no soro do paciente.
Depois de incubar com o soro, uma segunda etapa de
incubagdo com anticorpo secundario fluorescente foi reali-
zada, possibilitando a detecgao por citometria de fluxo.@024
Células Jurkat também foram avaliadas como “suporte” para
a expressao da proteina Spike. A grande vantagem neste
caso € que estas células sdo cultivadas em suspenséao,
tornando o teste mais pratico.#2%

De maneira geral, os métodos baseados em citometria
de fluxo usando células foram eficazes na deteccao de imu-
noglobulinas no soro, sendo considerados superiores aos
ensaios de ELISA, com alta sensibilidade/especificidade e
diminuindo o limite de detecg&o.("® A expressao da proteina
nativa permite a ligagao de anticorpos que reconhecem dife-
rentes epitopos na proteina Spike e ndo apenas a cadeia S1
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ou o dominio RBD, como acontece em alguns kits comerciais.
% Uma grande desvantagem desta estratégia é a neces-
sidade de infraestrutura para cultivo celular, que pode nao
ser uma realidade para laboratérios clinicos em geral. Outro
problema é a padronizagéo e execugao de procedimentos
de transfecgédo transiente, que geralmente apresentam alta
variabilidade na expresséo de proteinas na membrana celular,
impactando diretamente os resultados obtidos.

Métodos livres de células

Uma alternativa aos métodos baseados no uso de célu-
las € o0 uso de beads ou microesferas para imobilizagdo de
proteinas. As beads sao esferas poliméricas com superficie
quimicamente modificada que possibilita a conjugagéo de
um anticorpo/antigeno. Elas funcionam como um suporte
solido para a captura do analito em uma matriz liquida.®®
Uma vez feita a conjugacgéo, as beads séo incubadas com a
amostra bioldgica. O sistema é revelado através do uso de
anticorpos conjugados com fluoréforos especificos para o
analito, formando uma espécie de sanduiche. Quanto maior
a ligagao do anticorpo conjugado, maior a concentragao
do analito e maior o sinal emitido pelo equipamento.5:27
Outra forma de marcagao é através do uso do complexo
biotina-streptavidina, que proporciona um aumento na sen-
sibilidade do ensaio. Neste caso, o analito capturado ou o
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anticorpo secundario deve ser biotinilado, permitindo o uso
da streptavidina conjugada com o fluoréforo.?®

As beads comercialmente disponiveis usualmente
possuem fluorescéncia intrinseca e podem variar em tama-
nho e intensidade de fluorescéncia. Esta variabilidade de
caracteristicas possibilita a personalizagao do painel analitico
permitindo uma analise multiparamétrica, conhecida como
multiplex. E possivel conjugar, em beads de tamanho e inten-
sidade de fluorescéncia diferentes, antigenos/anticorpos de
interesse para avaliagéo de diferentes fatores, como presenca
de diferentes classes de imunoglobulinas e mediadores
inflamatdrios/citocinas ligadas a resposta imunologica. 2"

Esta metodologia vem sendo utilizada no desenvol-
vimento de testes baseados em citometria de fluxo para o
diagndstico da COVID-19. Egia-Mendikute et al. e Fong et
al.t"81® ytilizaram beads funcionalizadas com streptavidina
para ligagdo de antigenos biotinilados (S1 Spike, RBD e
Nucleocapsideo). As beads foram incubadas com soro para
posterior marcagdao com anticorpos secundarios anti-IgM e
anti-lgG com diferentes fluorocromos. Para Egia-Mendikute
et al.,('"® a combinagao de trés antigenos proporcionou um
teste mais especifico e rapido para detecgao de anticorpos,
além de diminuir o limite de detecgédo quando comparado a
um ensaio de ELISA. As duas metodologias foram superiores
ao ELISA em sensibilidade e especificidade. Fong et al.("®
apontam que testes com beads séo superiores aos testes
imunocromatograficos devido a facilidade de interpretagao
do teste (resultados fracamente positivos no teste imunocro-
matografico podem gerar duvidas de interpretagéo), além
de fornecerem resultados quantitativos, possibilitando o
acompanhamento da soroconversao.

De maneira original, Zattoni et al.®® desenvolveram
uma estratégia baseada em beads para a ligagéo covalente
da proteina do nucleocapsideo através da reacao de conju-
gacéo sulfo-SMCC. O teste foi capaz de detectar anticorpos
no soro do paciente usando uma diluicdo de 1:1000. O uso
de um conjunto de trés anticorpos secundarios comerciais
permitiu a detecgao simulténea de IgG, IgM e IgA. De fato,
a deteccao de IgA foi realizada através do uso de anti-
corpo secundario biotinilado, com posterior incubagao com
streptavidina conjugada com fluorocromo, aumentando a
sensibilidade da detecgéo. Importante ressaltar que este é o
primeiro ensaio descrito na literatura que usa beads comer-
ciais conhecidas como CBA (BD™ Cytometric Bead Array),
possibilitando a detecgéo simultanea de IgG, IgM e IgA.

Testes para a identificagao de anticorpos neutralizantes
sdo outra possibilidade para o uso da estratégia baseada no
uso de beads. O RBD é a porgdo da proteina Spike capaz
de ligar na ECA-2 para infectar os tecidos. A ligagao desta
sequéncia proteica nas beads e incubagdo com ECA-2 bio-
tinilada permite a avaliagdo da competicao entre anticorpos
neutralizante anti-RBD e ECA-2. Na auséncia de anticorpos
neutralizantes, as beads sdo marcadas pela formagao do
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complexo RBD-ECA-2-biotina-streptavidina, gerando sinal
fluorescente pela streptavidina. Na presenca de anticorpos
neutralizantes, ocorre competi¢ao pela ligagdo na sequéncia
RBD entre ECA-2 e anticorpo neutralizante e verifica-se a
diminuigdo da marcagéo por streptavidina, portanto, quanto
maiores os titulos de anticorpos neutralizantes, menor a
fluorescéncia apresentada pela streptavidina.®?

CONSIDERAGOES FINAIS

A deteccgdo de novos casos de infecgbes por SARS-
-CoV-2 no contexto pandémico atual continua vital para a
contencao da propagacao viral, ainda mais com o surgimento
de novas variantes com potencial infectante maior. Por
outro lado, a vacinagdo em massa também demanda testes
confiaveis para acompanhamento da imunidade coletiva.

A citometria de fluxo € uma técnica consolidada no
diagnostico laboratorial e utilizada como ferramenta com
capacidade de triagem em grande escala e elevada con-
fiabilidade. Diferentes testes com matrizes poliméricas e
celulares para pesquisa de anticorpos foram desenvolvidos,
porém as possibilidades de avangos tecnoldgicos se ampliam
rapidamente. A estratégia baseada em beads, especialmente,
permite a conjugagao de diferentes proteinas e possibilita a
pesquisa de varios antigenos simultaneamente, ampliando
0 espectro do resultado com inumeras vantagens diagnés-
ticas. No contexto, a inclusdo de antigenos de outros virus
respiratorios pode permitir a pesquisa multiparamétrica para
diferentes agentes infecciosos e a criagao de painéis diagnos-
ticos bastante completos, realizados em uma Unica analise.

Em sintese, a citometria de fluxo para uso diagnéstico
tem potencial para se tornar uma ferramenta relevante no curso
da pandemia da COVID-19 e futuros processos similares.

Abstract

The COVID-19 pandemic has had a devastating impact around the
world and has led to the rapid development of diagnostic tests. Different
technologies have been used to detect immunoglobulins produced against
SARS-CoV-2 infection. Imnmunoenzymatic (ELISA), chemiluminescent
and immunochromatographic assays are available and, in general, they
have limited diagnostic accuracy, especially for the detection of IgA. Flow
cytometry has emerged as an alternative for the development of sensitive
and specific methods for COVID-19 applied for diagnosis, screening
and stratification of the disease. Flow cytometry is a laser-based optical
technology that detects physicochemical characteristics of cells or
particles in a heterogeneous fluid. The article explores flow cytometry
for the diagnosis of COVID-19 in two strategies for detecting antibodies
in serum or plasma, the first one using viral antigens expressed on the
surface of mammalian cells and the other one with these elements
immobilized on microspheres (beads). The possibility of rapid detection of
multiple antibodies simultaneously, with a small sample volume and high
sensitivity and specificity, makes flow cytometry a promising methodology
for the clinical laboratory, as a reference tool to help stop the COVID-19
pandemic process and similar future events.

Keywords
Flow cytometry; SARS-CoV-2; COVID-19; IgG, IgM and IgA antibodies
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EDIGAO ESPECIAL COVID-19

Vacinagao em mulheres gestantes, puérperas e lactantes
Vaccination in pregnant, puerperal and lactating women

Maria do Socorro Ferreira Martins’ Resumo
Sarah Lais Silva de Freitas?

Catherine Sonaly Ferreira Martins®

Em marco de 2020 a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) declarou o inicio de uma
pandemia devastadora causada pelo virus SARS-CoV-2. Desde entéo, evidéncias cien-
tificas acumuladas mostram que gestantes e puérperas configuram grupos de risco para

complicagdes obstétricas, hospitalizagbes, mortes maternas, prematuridade e o6bitos
fetais, diferente dos resultados publicados no inicio da pandemia. Estudos preliminares
ja evidenciam que a vacinagdo nas gestantes e puérperas é benéfica e segura para o
trindbmio mae-feto-lactente. Os imunizantes atualmente disponibilizados pelo Programa
Nacional de Imunizagdes (PNI) séo funcionalmente inativados, ndo contendo nenhum
componente vivo em suas formulagdes, semelhantes as outras vacinas ja utilizadas no
calendario de vacinagao das gestantes. Além disso, nos estudos experimentais em animais
no foi identificado nenhum efeito teratogénico. O Plano Nacional de Operacionalizagdo
da Vacinagao da Covid-19, na sua 82 edicéo, contempla a vacinagéo para as gestantes
e puérperas acima de 18 anos com e sem comorbidades. Apds a vacinagado em grande
escala realizada em varios paises com imunizantes vetoriais ndo replicantes (Oxford /
AstraZenecal/Fiocruz e Johnson & Johnson), observou-se eventos adversos rarissimos e
graves da sindrome de trombose com trombocitopenia (TTS). Atendendo a solicitagdo da
ANVISA, o Plano Nacional de Imunizagdes suspendeu temporariamente a vacinagao das
gestantes e puérperas com vacinas que utilizem essa plataforma, apds um caso notificado
com uma gestante, na cidade do Rio de Janeiro que resultou em ébito materno e fetal,
com possivel associagdo de causalidade.

Palavras-chave

Vacinas contra COVID-19; gestantes; puérperas; lactantes; eventos adversos

INTRODUGAO

A COVID-19, doenga causada pelo novo Coronavirus
(SARS-CoV-2), surpreendeu o mundo por ter rapida disse-
minagéo e ser potencialmente grave. Os estudos publicados
no inicio da pandemia com gestantes e puérperas sobre a
COVID-19 néo considerava que esse grupo de mulheres
seria de risco e que ndo apresentariam uma maior pro-
babilidade de desenvolver formas graves da doenga com
complicacdes obstétricas evoluindo com hospitalizagbes e
mortes, como também uma maior ocorréncia de prematu-
ridade e obito fetal.(V

No ano de 2020, estatisticas divulgadas pelo Centro
de Controle e Prevengao de Doencgas (CDC) dos Estados

Unidos da América apontaram que gestantes estdo em risco
maior para internagdo em unidades de tratamento intensivo
e para intubagdo.?* Em sintese, apesar das gestantes ndo
apresentarem maior risco de contrair a doenga, quando
infectadas podem ter uma evolugdo pior do que mulheres
da mesma idade que ndo estao gravidas.®

De acordo com analise dos dados publicados do Sis-
tema de Informagéao da Vigilancia Epidemioldgica da Gripe
(SIVEP GRIPE), houve aumento importante da mortalidade
materna por COVID-19 no Brasil, sendo até o dia 02 de
junho de 2021 notificados 455 casos em 2020 e 814 em
20219, Isto representa 10 mortes maternas por semana em
2020 e 38 mortes maternas por semana em 2021. Tanto
nos casos de SRAG, como nos de SRAG confirmados para
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COVID-19, a idade gestacional mais frequente é o terceiro
trimestre®. Comparando os anos de 2020 e 2021, a mortali-
dade materna semanal aumentou em 283% e a mortalidade
da populacéo em geral em 105%, confirmando os achados
do CDC de que gestantes constituem grupo de maior risco
para complicagdes e 6bito decorrente da COVID-19.

OBJETIVO

O objetivo desse trabalho foi apresentar uma breve
revisdo do impacto da COVID- 19 nas gestantes, puérperas
e lactantes e avaliar alguns fatores de risco relacionados a
saude dessa populagdo como também as recomendacgdes
especificas da vacinagao contra a COVID-19 nesse grupo,
além de relatar eventos adversos raros observados com
um dos imunizantes.

A metodologia empregada foi através da selegao
aleatoria de artigos e publicagbes mais recentes sobre o
tema, como as notas técnicas atualizadas emitidas pelo
Ministério da Saude.

VACINAS ATUALMENTE RECOMENDADAS PARA
GESTANTES E PUERPERAS NO BRASIL

Nenhuma das vacinas em uso atualmente, tanto no
Brasil como no mundo, incluiu gestantes nos estudos de
fase 3. Segundo o MS, as vacinas Sinovac/Butantan (Coro-
navac®©) e Pfizer/BioNTech (Comirnaty©®), que passam a
ser disponibilizadas para as gestantes no Brasil, sdo de
categoria B (nos estudos realizados em animais ndo foram
observados efeitos teratogénicos) e estdo descritas nas
suas respectivas bulas.”

Avacina Coronavac®©, de virus inativado, é produzida
com tecnologia semelhante as atualmente ofertadas para
gestantes no calendario para esse grupo no PNI®. Ja a
vacina da Pfizer/BioNTech (Comirnaty©) utiliza uma pla-
taforma inovadora, de RNA mensageiro™. Nos EUA, esta
ultima foi recomendada para gestantes de risco e os dados
de monitoramento publicados até o momento demonstram
seguranca de seu uso nessa condi¢do, confirmado por
recentes publicagdes.®1?

SUSPENSAO DA VACINA ASTRAZENECA/FIOCRUZ

As vacinas COVID-19 em uso no Brasil ndo foram
avaliadas em estudos de fase 3 em gestantes e puérperas
e, portanto, nao possuem indicagédo para uso em bula de
maneira indiscriminada, sendo seu uso recomendado apenas
apos avaliagdo do risco-beneficio.") Os dados de seguranga
para uso na gestacdo provém sobretudo de estudos em
animais, que nao demonstraram riscos aumentados de
complicagédo, bem como de relatos de uso pos-implantagao
nos diversos paises.("

144

Agestacgéao por si sé € uma condigao com risco aumen-
tado de eventos de trombose e sangramento."? Contudo,
nao ha evidéncias de que ela seria um fator de risco para
a ocorréncia da sindrome de trombose com trombocitope-
nia (TTS)."? Considerando o mecanismo fisiopatoldgico
proposto e especifico para esta sindrome (presenca de
autoanticorpos contra o fator 4 plaquetario), ndo é esperado
que haja um risco aumentado de ocorréncia da sindrome
em individuos que possuam outros fatores predisponentes
para trombose, incluindo gestantes.(? A excegdo sdo indi-
viduos que apresentaram quadro prévio de trombocitopenia
induzida por heparina.('?

Asuspenséo temporaria da vacina AstraZeneca/Fiocruz
em gestantes e puérperas € resultado do monitoramento e
vigilancia de eventos adversos com as vacinas COVID-19
que estdo sendo utilizadas no Brasil.(®

Apos o recebimento da notificagdo de um caso de
TTS em gestante que resultou em 6bito materno e fetal,
com possivel associagdo causal com a vacina AstraZeneca/
Fiocruz no estado do Rio de Janeiro, o caso foi avaliado
pela Cémara Técnica Assessora em Farmacovigilancia de
Vacinas e outros Imunobiolégicos (CTAFAVI), tendo sido
classificado como nivel 2 de certeza diagndstica (caso
provavel).(® Trata-se de uma sindrome extremamente rara,
inicialmente descrita na Europa, com incidéncia estimada
ao redor de um caso para cada 100 mil doses administra-
das da vacina. Até o momento n&o haviam sido notificados
casos desta sindrome em gestantes em todo o mundo.('®

As gestantes e puérperas que ja receberam dose(s)
da vacina AstraZeneca/Fiocruz devem ser orientadas a
procurar atendimento médico imediato se apresentar nos
4 a 28 dias seguintes a vacinacao os seguintes sintomas:
falta de ar, dor no peito, inchago em perna, dor abdominal
persistente, sintomas neuroldgicos, como dor de cabeca
persistente e de forte intensidade, visao borrada, dificuldade
na fala ou sonoléncia, pequenas manchas avermelhadas na
pele além do local em que foi aplicada a vacina.™

Os trabalhadores da saude deveréo ficar atentos
para os sinais e sintomas da sindrome de TTS e as reco-
mendagbes de manejo adequado, conforme detalhado na
Nota técnica n.° 441 /2021 — CGPNI/DEIDT/SVS/MS.("

E importante que seja esclarecido que uma iden-
tificacdo precoce dos sintomas relacionados a possiveis
eventos adversos poés-vacinagdo (EAPV) a vacina Oxford/
AstraZenecal/Fiocruz e com uma intervencao terapéutica
adequada, a letalidade para esses casos diminui bastante.

RECOMENDAGOES ATUAIS DO PNI SOBRE A
VACINAGCAO NAS GESTANTES E PUERPERAS E
LACTANTES

A Federagéo Brasileira de Ginecologia e Obstetricia
(FEBRASGO), a Sociedade Brasileira de Imunizagdes
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(SBIm), a Sociedade Brasileira de Pediatria (SBP) e a Asso-

ciacao Médica Brasileira (AMB) reforcam que a COVID-19

em gestantes esta associada a risco elevado de morbidade

e mortalidade materna, além do maior risco de prematuri-

dade e 6bito fetal.('®

Considerando a avaliagéo do perfil de risco-beneficio
da vacinagao contra a COVID-19 em gestantes e puérperas
até 45 dias do pds-parto, o PNI entende que neste momento

o perfil de risco-beneficio neste grupo seja altamente favo-

ravel a vacinagao e faz as seguintes recomendagoes:('®)

a) Vacinar gestantes e puérperas (até 45 dias ap6s o parto),
a partir de 18 anos, como grupo prioritario independente-
mente da presenca de fatores de risco adicional.

b) A vacinagdo das gestantes e puérperas (até 45 dias
apos o parto), a partir de 18 anos, devera ser realizada
com as vacinas que nao contenham vetor viral (Sinovac/
Butantan e Pfizer/Wyeth), ndo estando recomendado
intercambialidade entre laboratérios produtores para
aquelas que receberam sua primeira dose com o imuni-
zante AstraZeneca/Oxford.

c¢) Avacinagao podera ser realizada em qualquer trimestre
da gestacao.

d) Avacinagao das gestantes e puérperas (até 45 dias apds
o parto), a partir de 18 anos, devera ser condicionada
a uma avaliacdo individualizada, compartilhada entre
a gestante e seu médico, do perfil de risco-beneficio,
considerando as evidéncias e incertezas disponiveis até
0 momento.

e) A vacinagao podera ser realizada em lactantes que
pertengam a algum dos grupos prioritarios ja elencados,

no momento da convocagdo do respectivo grupo, nao
sendo necessaria a interrupgao da lactagao, no entanto
a lactagao em si ndo sera considerada como prioritaria
para a vacinagao.

f) Para avacinagao das gestantes e puérperas devera ser
exigido prescrigdo médica.

Os dados fornecidos pelo Ministério da Saude de
janeiro a maio de 2021, estdo presentes na Tabela 1 e
na Tabela 2, do total de doses aplicadas das vacinas da
COVID-19 em gestantes e puérperas no Brasil e a incidéncia
de eventos adversos notificados para cada 100 mil doses
aplicadas dos respectivos imunizantes.('®

Trabalhos preliminares publicados em varios paises
mostraram também o provavel beneficio da vacinagédo das
gestantes trazendo protecao para o feto e o bebé, através
dos anticorpos transplacentarios da classe IgG, mas ainda
precisamos saber o nivel dessa protegédo para diversas
vacinas, por quanto tempo protegera essa crianga e se
essa protegao sera a mesma para os diferentes desfechos
de leve, moderado ou grave.(¢')

VACINAGAO NAS LACTANTES

A OMS, a SBP e outras entidades internacionais
se posicionaram claramente a favor da vacinagao nesse
grupo de lactantes, mesmo nao sendo considerado como
prioritario; sua recomendacgéo atual de vacinagao € para
aquelas lactantes com comorbidades ou pertencentes a
grupo de alto risco ocupacional, enquanto ndo dispomos

Tabela 1 - Distribuicdo das doses aplicadas de vacinas para COVID-19 em gestantes durante os meses de janeiro até maio de 2021.

Imunobiolégicos

Doses aplicadas

Dose 1 Dose 2 Total
AstraZeneca/Fiocruz 37.455 1.134 38.589
Sinovac/Butantan 6.760 2.989 9.678
Pfizer/Wyeth 39.342 23 39.365
Total 83.577 4.055 87.639

Fonte: CGPNI/DEIDT/SVSMS.

Tabela 2 - Eventos adversos notificados em gestantes com registro nominal de vacinagdo contra a COVID-19, periodo de janeiro a maio de 2021,

Brasil.
AstraZeneca/ Ca Sinovac/ Ca Pfizer/ Ca

. Incidéncia Incidéncia Incidéncia Total

Fiocruz Butantan Wyeth
Graves 19 49,2 0 0,0 5 12,70164 24
Obitos 3 7,8 0 0,0 1 2,540328 4
Néao grave 357 925,1 40 413,3 18 45,7259 415
Total 376 9744 40 413,3 23 58,42754 439

*Incidéncia por 100 mil doses administradas.
Fonte: CGPNI/DEIT/SVSMS.
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de estudos. A OMS nao preconiza a interrupgcéo da ama-
mentagdo apds a vacinagido.®

Sao citadas como referéncias as orientacdes vacinais
do CDC que, por seu comité de imunizagbes Advisory
Committee on Immunization Practices (ACIP), defende ser
altamente improvavel que os componentes das vacinas
contra COVID-19 possam ser excretados no leite materno
e, mesmo que o fossem, seriam digeridos no intestino dos
lactentes.(™®O CDC ainda confirma que atualmente nenhuma
das vacinas utiliza virus vivos e, portanto, ndo podem pro-
vocar a doenga COVID-19 e nem alterar o material genético
de quem as recebe.(®

As vacinas inativadas tém sido utilizadas ha décadas em
lactantes, sem nenhum risco ou prejuizo ao recém-nascido ou
lactente. O puerpério, inclusive, é considerado um excelente
momento de atualizagdo do calendario vacinal da mulher.

O E-lactancia, site destinado principalmente a estudos
de compatibilidade ou ndo de medicamentos e substancias
utilizadas pela mulher durante a amamentagéo, se posiciona
afavor da vacinagao de lactantes (situagédo bastante segura,
provavelmente compativel, risco leve ou pouco provavel),
citando nominalmente as vacinas da Pfizer, Moderna e
Oxford.("9

A Academia Médica de Aleitamento Materno (ABM)
confirma que ha pouca plausibilidade biologica de que a
vacina cause danos aos lactentes e chama a atencéao para
os anticorpos (IgA secretéria contra o SARS-CoV-2) provin-
dos do leite de mulheres vacinadas que podem proteger a
crianga amamentada, como ja temos estudos mostrando
essas evidéncias, mas ainda ndo sabemos se no total de
anticorpos recebidos pelo bebé os valores sdo os mesmos
para todas as vacinas e por quanto tempo a crianga ficara
protegida.™® Um beneficio claro da vacinagéo da lactante
& propiciar a protecao destas mulheres contraa COVID-19,
diminuindo, portanto, o risco tedrico de transmitir a infecgao
aos filhos destas méaes vacinadas.

Espera-se que em um futuro proximo sejam ofertadas
vacinas em quantidade suficiente para vacinagao universal
de gestantes, puérperas e lactantes, pois ao se vacinar
esse grupo de mulheres, além de evitar seu adoecimento
também protege indiretamente seus bebés.

CONCLUSAO

Afalta de ensaios clinicos nas pesquisas com gestan-
tes, puérperas e lactantes, torna a vacinagdo desse grupo
um assunto muito controverso e sem unanimidade nas
suas recomendacdes, seja pelas entidades internacionais,
nacionais ou sociedades cientificas. Diante desse contexto
pandémico, avaliando risco da doenca versus beneficio
alcangado pela vacinagéo, o PNI decide vacinar gestantes
e puérperas (ateé 45 dias apds o parto), a partir de 18 anos,
como grupo prioritario independentemente da presenga de
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fatores de risco adicional, e devera ser realizada com as
vacinas que nao contenham vetor viral (Sinovac/Butantan e
Pfizer/Wyeth), podendo ser realizada em qualquer trimestre
da gestacgéo. Devera ser condicionada a uma avaliagao indi-
vidualizada, compartilhada entre a gestante e seu médico,
considerando as evidéncias e incertezas disponiveis até o
momento. O Ministério da Saude aguarda uma posigéo da
OMS sobre 0 assunto, como também novas evidéncias cien-
tificas e dados epidemiolégicos para novas recomendagoes.

Abstract

In march 2020, the World Health Organization announced the onset
of a devastating pandemic caused by the SARS-CoV-2 virus. Since
then, accumulated scientific evidence have been showing that pregnant
and postpartum women are at risk groups for obstetric complications,
hospitalizations, maternal deaths, prematurity and fetal deaths, unlike
the results obtained at the beginning of the pandemic. Preliminary
studies have already shown that vaccination in pregnant women is
beneficial and safe for the mother-fetus/infant trinomial. Covid-19
vaccines currently available on the National Program Immunization
(PNI) don't contain any live component in their formulations and they
are similar to other inactivated vaccines that have been already used
safely in the vaccination schedule of pregnant women. Furthermore,
experimental studies in animals did not identify any teratogenic effects so
far. The 8th edition of Covid-19 National Plan for the Operationalization
of Vaccination, advise to perform Covid-19 vaccination in pregnant
and postpartum women over 18 years of age with comorbidities.
However, some states are following their own guidelines, and to
recommend immunizing even those without comorbidities. After
large-scale vaccination carried out in several countries with non-
replicating vector immunizing agents (Oxford / AstraZeneca / Fiocruz
and Johnson & Johnson), very rare and serious adverse events of
thrombocytopenic thrombocytosis (TT) were observed. In response to
ANVISA’s request, the PNI temporarily suspended the vaccination of
pregnant and postpartum women with vaccines that use this platform,
after a case reported with a pregnant woman in the city of Rio de Janeiro
that resulted in maternal and fetal death, with a possible association
with the Oxford / AstraZeneca / Fiocruz vaccine. Additionally, the PNI
interrupted the vaccination of pregnant and postpartum women without
comorbidities or risk factors for infection with any immunizing agent
using this immunizing.

Keywords
Covid-19 vaccines; pregnant women; postpartum women; breastfeeding
women, adverse events to vaccines
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INTRODUGAO

Resumo

Objetivo: Analisar as alteracdes de exames laboratoriais de gestantes e puérperas com
diagnéstico laboratorial de COVID-19 atendidas em uma maternidade de referéncia em
Fortaleza/Ceara, no periodo de margo a outubro de 2020. Métodos: Trata-se de um estudo
retrospectivo, descritivo, com abordagem quantitativa, envolvendo analise de dados dos
exames laboratoriais de pacientes com diagndstico confirmatério para COVID-19 no periodo
de margo a outubro de 2020. Os dados foram coletados a partir dos resultados de exames
obtidos nas plataformas institucionais, revisédo de dados e evolugdes do prontuario fisico
e eletronico. Resultados: As pacientes apresentaram notéria redugéo de hemoglobina e
hematécrito, leucocitose com linfopenia e alteragao de parametros bioquimicos de fungao
hepatica. Na amostra estudada, obteve-se um percentual de ébitos de 5%. Além disso,
evidenciou-se alteragdo de marcadores de inflamagéao e coagulacéo, dados que corrobo-
ram com os estudos na area. Conclusdo: As alteragdes especificas da COVID-19 foram
detectadas nos dois grupos de pacientes, ressaltando-se a importancia da realizagéo de
novos estudos com enfoque na populagdo gestante e puérpera, pois as consequéncias
da doenga nessa populagao podem afetar diretamente o bindmio méae-bebé.

Palavras-chave
Coronavirus; Gestantes; Teste laboratorial

disseminacgao praticamente imediata por outros paises. Em
fevereiro, a COVID-19, nome dado a doenga causada pelo

Coronavirus € um RNA virus zoondtico, da ordem
Nidovirales e familia Coronaviridae. Esta é uma familia
de virus responsavel por processos infecciosos no trato
respiratorio, isolados pela primeira vez em 1937.("

Em dezembro de 2019 ocorreu o primeiro caso de uma
pneumonia atipica, posteriormente associada a um agente
etiologico conhecido como novo Coronavirus, SARS-CoV-2,
identificado em Wuhan, na China, no dia 31 de dezembro.®

Desde entao, os casos comegaram a se espalhar rapi-
damente pelo mundo, iniciando no continente asiatico e com

SARS-CoV-2, chamou atengao pelo aumento exponencial
de novos casos e mortes no Ira e na ltalia, além do colapso
dos sistemas de saude.”

Atransmissdo do SARS-CoV-2 de pessoa para pessoa
se da por meio da autoinoculagéo do virus em membranas
mucosas (nariz, olhos ou boca) e do contato com superficies
inanimadas contaminadas, o que alerta para a necessidade
de adogao rapida e preventiva de medidas de protegao
humana, a fim de impedir a propagacgéo da doenga entre
as pessoas.® A sintomatologia da COVID-19 é ampla e
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Alteragdes em mulheres com COVID-19

pode variar desde quadros gripais leves, incluindo tosse,
coriza e dores de garganta, até pneumonias severas, com
necessidade de ventilagdo mecanica ou auxilio respiratério."

A partir da observagao clinica e epidemiologia da
doenga, os individuos idosos e acometidos por condigbes
clinicas preexistentes (como hipertensao, cardiopatias,
doengas pulmonares, cancer) foram elencados como a
populagdo mais suscetivel a desenvolver quadros seve-
ros de COVID-19. Nesse contexto, o Ministério da Saude
incluiu, por meio da nota técnica numero 12 do presente
ano, gestantes e puérperas na populacao considerada de
risco para a doenga.®

Os Coronavirus podem causar resultados adversos
graves na gestagao, como aborto espontéaneo, parto prema-
turo, restricao de crescimento intrauterino e morte materna.
Apesar da transmisséo vertical do SARS-CoV-2 ainda nao
ter sido completamente elucidada, a transmissao perinatal
foi suspeita em um relato de caso publicado na literatura.®

O diagnostico preciso da COVID-19 é dado através do
teste molecular para o SARS-CoV-2, coletando amostras
obtidas por swab nasofaringeo para identificagao do virus
(preferencialmente realizado entre o terceiro e sétimo dia
apos inicio dos sintomas) ou testes soroldgicos para identifi-
cacgado de anticorpos (apds o sétimo dia de sintomatologia).(”

No entanto, a partir da experiéncia clinica e relatos
internacionais, a doenca foi percebida como multissistémica,
capaz de atingir diversos 6rgaos e tecidos e apresentar
manifestagdes além das respiratorias, incluindo disturbios
de coagulagéo, injuria miocardica, faléncia multiplas de
6rgaos, entre outros.®?

Associadas aos exames diagnosticos, as analises
laboratoriais complementares possibilitam avaliar a evo-
lugdo, surgimento e progressao de disfungdes organicas,
assim como acompanhamento da melhora ou deterioragéo
clinica do paciente. Através dos parametros bioquimicos e
hematoldgicos, pode-se nortear a conduta multiprofissional,
reavaliar diariamente a necessidade e eficacia da terapia
medicamentosa, bem como planejar racionalmente as
abordagens ao paciente.®

OBJETIVOS

Gerais

Analisar as alteragdes de exames laboratoriais de
gestantes e puérperas com diagnostico laboratorial de
COVID-19 atendidas em uma maternidade de referéncia em
Fortaleza/Ceara, no periodo de margo a outubro de 2020.

Especificos

Descrever o perfil clinico e epidemiolégico de gestantes
e puérperas diagnosticadas com COVID-19 na instituicdo e
descrever os desfechos clinicos vivenciados pelas mulheres
diagnosticadas com COVID-19.

RBAC. 2021;53(2):148-154

MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo retrospectivo, descritivo, com
abordagem quantitativa, envolvendo analise de dados dos
exames laboratoriais de pacientes com diagndstico con-
firmatorio para COVID-19 no periodo de margo a outubro
de 2020. Os dados foram coletados a partir dos resultados
de exames obtidos nas plataformas institucionais, revisao
de dados e evolugdes do prontuario fisico e eletrénico. As
variaveis analisadas foram os parametros hematologicos
(eritrograma, leucograma, plaquetograma, coagulograma,
dimero-D, fibrinogénio) e bioquimicos das pacientes (mar-
cadores de fungao renal, hepatica, proteina C reativa,
eletrolitos, ferritina, creatinofosfoquinase, bilirrubina total e
fracOes, lactato desidrogenase, colesterol total e fragdes),
idade, data de diagnéstico, desfecho clinico.

Foram incluidas na pesquisa todas as pacientes com
diagnostico laboratorial positivo para COVID-19 através de
swab nasofaringeo com detecgdo de SARS-CoV-2, testes
rapidos ou sorologia com identificagao de anticorpos IgM,
atendidas na instituigdo no periodo entre margo e outubro
de 2020. Foram excluidas do estudo as pacientes cujos
laudos diagnosticos de COVID-19 néo puderam ser encon-
trados nos prontuarios ou plataformas institucionais. Os
dados foram armazenados no programa Microsoft Excel
2013 e, posteriormente, submetidos a analise estatistica
descritiva simples, sendo apresentados sob a forma de
graficos e tabelas.

ETICA

O estudo foi projetado de acordo com as diretrizes e
normas regulamentadoras de pesquisa envolvendo seres
humanos (Resolugéo n° 466/12 do Conselho Nacional de
Satide — CNS, 1996) e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) sob o parecer de nimero 4.246.813.

RESULTADOS

Durante o periodo de margo a outubro, foram notifi-
cadas no Nucleo de Vigilancia Epidemiolégica (NUVE) da
instituicao, 43 pacientes com diagndstico confirmatdrio por
teste rapido com IgM e swab nasofaringeo com detecgao
de SARS-CoV-2.

As notificagdes foram classificadas quanto a gravi-
dade do quadro respiratério como sindrome gripal (SG) ou
sindrome respiratéria aguda grave (SRAG). A sindrome
gripal era caracterizada por pelo menos dois dos seguintes
sintomas: febre (mesmo que referida), calafrios, dor de gar-
ganta, dor de cabega, tosse, coriza, disturbios olfativos ou
disturbios gustativos. Para classificacao de SRAG, seria um
individuo com sindrome gripal que apresentasse: dispneia/
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desconforto respiratorio OU pressao persistente no térax
OU saturagao de O2 menor que 95% em ar ambiente OU
coloragao azulada dos labios ou rosto.

Em relagédo as caracteristicas dessa populagao, a
faixa etaria média do grupo com SG foi de 27,8 anos e
24,7 para SRAG.

Gréfico 1. Estratificagdo das pacientes quanto a sintomatologia do
quadro respiratorio.

Conforme demonstrado no Grafico 1, 26 (60%) pacientes
apresentaram SG e 17 (40%) SRAG. Trés pacientes foram
excluidas da analise dos exames laboratoriais por ndo apre-
sentarem nenhum registro de exame na instituicdo durante
o periodo de internag&o. No grupo de SRAG ocorreram dois
Obitos, representando 5% da amostra total de pacientes.

Em relagéo a presenga/auséncia de comorbidades,
46,2% das pacientes com SG apresentaram pelo menos
uma, entre elas: asma, diabetes mellitus gestacional, sin-
drome HELLP, hipertensao arterial e insuficiéncia renal. No
grupo com SRAG, 58,8% das pacientes eram acometidas
por pelo menos um dos seguintes fatores: obesidade,
diabetes mellitus gestacional, insuficiéncia renal, asma,
hipertenséo gestacional.

Conforme descrito na Tabela 1, entre as pacientes
classificadas com sindrome gripal, todas as que apre-
sentaram leucocitose (76,2%) cursaram com neutrofilia
(>7500/mm?3), com 28,6% dessas apresentando desvio a
esquerda e presenga de mais de 500 bastonetes por mili-
metro cubico no leucograma. Considerando as pacientes

Tabela 1 - Parametros hematolégicos das pacientes com COVID-19.

de SRAG com leucocitose, 78,6% apresentaram neutrofilia
sem desvio a esquerda.

A linfopenia (< 800 linfoécitos/mm?)® foi observada
em 66,7% das pacientes com SG e 64,7% em SRAG.
As contagens de mondcitos (referéncia: 80-1000/mm?),®
basdfilos (referéncia: 0-150/mm?)® e eosindfilos (referéncia:
40-600/mm?3)® mantiveram-se dentro da normalidade nos
dois grupos de pacientes.

No grupo com SG, a fungao renal foi avaliada em 21
pacientes (86,9% da amostra total). Dessas, 61,9% apre-
sentam valores normais de ureia e creatinina (considerando
valores de referéncia entre 10 e 50 mg/dL para ureia e 0,6 a
1,1 mg/dL para creatinina);® 19,05% apresentaram prejuizo
da fungao renal com valores elevados desses parametros e
19,05% apresentaram valores abaixo dos de referéncia. No
outro grupo de pacientes, foram avaliadas 14 mulheres (82,4%
da amostra total). Dessas, 71,4% apresentam valores normais
de ureia e creatinina e 28,6% apresentaram prejuizo da fungdo
renal com valores aumentados. As alteragdes de transaminases
hepaticas foram mais evidenciadas no grupo com sindrome
gripal, o que pode ser justificado também pelo maior nimero
de pacientes avaliadas (16) em relagdo as com SRAG (12).

A gama-glutamiltransferase (GGT ou gama GT) é
uma enzima que se encontra em diversos 6rgaos do corpo,
como rim, figado, vesicula biliar, baco e pancreas. Entre
estes, o figado é a principal fonte de GGT no sangue,
contribuindo na avaliagéo da fungao hepatica. Apesar dos
valores expressivos encontrados no presente estudo, res-
salta-se a limitagao da coleta ter sido realizada em apenas
quatro pacientes (duas de cada grupo), o que pode nao
representar fielmente o comportamento do parametro no
restante do grupo. As bilirrubinas foram avaliadas em oito
pacientes com SG e em duas com SRAG, apresentando-se
elevadas em apenas uma paciente (Grafico 2).

Em relagdo aos parametros para avaliagdo de coa-
gulagcdo e marcadores de inflamagéao/infeccao utilizados
na COVID-19, foram observados resultados conforme
demonstrados no Grafico 3.

Sindrome gripal SRAG
Diminuido Normal Elevado Diminuido Normal Elevado
N N N N N N
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Hemoglobina 16 7 - 13 4 -
(Referéncia: 12-16 g/dL)® (69,7%) (30,3%) (76,4%) (23,6%)
Hematocrito 17 6 - 12 4 1
(Referéncia: 36%-45%)® (79,3%) (20,7%) (70,6%) (23,6%) (5,8%)
Leucécitos - 5 16 - 3 14
(Referéncia: 4000-11000 /mm?)® (23,8%) (76,2%) (17,7%) (82,3%)
Contagem de plaquetas 9 13 1 6 9 2
(Referéncia: 150.000-450.000/mm?3)® (39,1%) (56,5%) (4,4%) (35,3%) (52,9%) (11,8%)
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Gréfico 2. Alteragbes em parametros de fungéo renal e hepatica nas pacientes avaliadas.

Grafico 3. Percentual de alteragdo em marcadores inflamatérios e parametros de coagulagédo.

A proteina C reativa (valor de referéncia: 0 a 0,5 mg/
dL),® considerada importante marcador de fase aguda,
apresentou-se elevada na maioria das pacientes nos dois
grupos analisados, ratificando a importancia de sua analise
em detrimento da pouca especificidade. A analise do lac-
tato, realizada mediante dosagem sérica e em gasometrias
arteriais, representa importante instrumento para analise
da perfuséao tecidual de oxigénio, tendo sido realizada em
duas pacientes de cada grupo e alterada apenas naquelas
com diagnostico de sindrome gripal.

Os coagulogramas das pacientes avaliadas apresenta-
ram poucas e divergentes alteragdes, com reducao da ativi-
dade do tempo de atividade de protrombina (TAP), ou seja,
menor que 70%)® em 37,5% das mulheres com SG e 8,3%
na SRAG. O tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA)

RBAC. 2021;53(2):148-154

e INR (referéncia: menor ou igual a 1,2)® estiveram alterados
em 37,5% no grupo classificado com SG; enquanto na SRAG,
16,07% e 8,03% apresentaram elevagéo de TTPA (valor de
referéncia: menor ou igual a 1,3)®e INR, respectivamente.

No grupo com SG, o fibrinogénio (valor de referéncia:
180-350 mg/dL)® foi avaliado em 11 pacientes, revelando-se
elevado em 81,8% dessas. A dosagem de ferritina (valor de
referéncia: 9-148 ng/mL)® foi solicitada para nove pacientes,
com aumento em 77,8% dessa populagéo. Para as mulheres
com SRAG, o fibrinogénio foi avaliado em sete pacientes,
estando elevado em 85,7% delas; a dosagem de ferritina
foi solicitada para seis pacientes, com aumento em 33,3%
dessa populagao.

O dimero-D ou D-dimero, uma das grandes apos-
tas dos pesquisadores para avaliagao de progndstico da
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doenca e coagulacao intravascular disseminada (CID), foi
0 parametro com alteragdo mais uniforme entre os grupos,
alterado (>0,5 ug/mL) em 100% das pacientes avaliadas
(sete de cada grupo).

Percebeu-se pouca alteragdo, em comparagao aos
valores de referéncia, nos niveis séricos de sédio, potassio,
magnésio, calcio e fésforo, ocorrendo apenas uma pequena
incidéncia de episodios de hipocalemia e hiponatremia. Uma
limitagdo na analise dos eletrélitos foi a solicitagdo desse
exame em uma pequena parcela das pacientes avaliadas.

Outros parametros avaliados nas pacientes internadas
com SG e SRAG foram a lactato desidrogenase (LDH) e
creatinofosfoquinase (CPK), conforme demonstrado na
Tabela 2. ACPK é util para ajudar no diagnostico de doengas
como infarto, insuficiéncia renal ou pulmonar, dentre outras.
Em associagdo com a LDH e troponina auxilia na triagem
de problemas cardiacos ou de alteragdes hepaticas, sendo
também solicitada a dosagem de TGO/ AST (Transaminase

Tabela 2 - Valores de CPK e LDH das pacientes com COVID-19.

Oxalacética/ Aspartato Aminotransferase), TGP/ ALT (Tran-
saminase Glutamico Pirdvica/ Alanina Aminotransferase) e
GGT (gama-glutamiltransferase).

Devido a importancia clinica e incidéncia no grupo de
gestantes, alguns dados foram cruzados com o diagnéstico
de sindrome HELLP, que pode representar importante fator
confundidor na analise das alteragdes laboratoriais atribuidas
a COVID-19. Esta sindrome representa uma das formas
graves dos transtornos hipertensivos gestacionais, sendo um
acrostico para os critérios estabelecidos para sua presenca:
hemolise (hemolysis), elevagdo das enzimas hepaticas
(elevated liver enzymes) e plaquetopenia (low platelets).

Como demonstrado na Figura 1, grande parte das
alteragdes relacionadas a hemolise, a dano hepatico e a
plaquetopenia, condigbes observadas nas pacientes com
SG, cursou com o diagnoéstico de sindrome HELLP, invia-
bilizando a associagdo dessas alteragbes unicamente ao
SARS-CoV-2 (Figura 2).

Sindrome gripal SRAG
Diminuido Normal Elevado Diminuido Normal Elevado
N N N N N N
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
. - 6 2 - 2 4
& . ©)
CPK (Referéncia: < 170 mg/dL) (75%) (25%) (33,3%) (66,7%)
. - 4 9 - 2 6
. - ®
LDH (Referéncia: 230-460 U/L) (30,8%) (69,2%) (25%) (75%)

Figura 1. Alteragbes laboratoriais versus sindrome HELLP em pacientes com SG.
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Figura 2. Alteragbes laboratoriais versus sindrome HELLP em pacientes com SRAG.

DISCUSSAO

O presente estudo foi desenvolvido em uma populagéo
com parametros laboratoriais sensibilizados pelo processo de
gestacéo, parto e puerpério. Como descrito nos resultados
hematolégicos, os dois grupos de pacientes apresentaram
notéria reducéo de hemoglobina e hematdcrito, fenébmeno
ja descrito na literatura a partir do segundo trimestre da
gestacgao, portanto, ndo podem ser interpretados somente
sob a ética da COVID-19.7

O achado de linfopenia nos dois grupos estudados
corrobora com o estudo de Huang et al.,") no qual foram
encontradas contagens baixas de linfocitos e leucécitos na
maioria dos pacientes. No entanto, em nossos resultados,
evidenciou-se a leucocitose com aumento de neutréfilos nas
mulheres avaliadas. GAO et al.®) sugeriram, a partir dessa
observacao, que o SARS-CoV-2 pode atuar principalmente
nos linfécitos, especialmente os linfocitos T, assim como o
SARS-CoV. Alguns estudos sugerem que os danos aos lin-
focitos T podem ser um fator importante que leva as reagoes
exacerbadas dos pacientes acometidos pela COVID-19.®)

Atrombocitopenia (redugdo do numero de plaquetas)
foi evidenciada em mais de 35% das pacientes nos dois gru-
pos, sendo um importante indicador para avaliar o aumento
do risco de doenga grave e mortalidade em pacientes com
COVID-19 e, portanto, deve servir como indicador clinico de
agravamento da doenga durante a hospitalizagédo.® Entre-
tanto, € importante ressaltar que, em nossos resultados, a
plaquetopenia cursou, em mais de 50% das pacientes, com
o diagnostico de sindrome HELLP — sindrome hipertensiva
da gestacédo que apresenta trombocitopenia entre seus
achados laboratoriais.

RBAC. 2021;53(2):148-154

Entre os marcadores de inflamacéao/infecgao utilizados
na COVID-19 e avaliagao do coagulograma, a PCR, D-di-
mero e fibrinogénio apresentaram notodrio aumento entre
as pacientes infectadas, mostrando-se como parametros
de grande relevancia na COVID-19. Wang et al. (2020)
encontraram niveis mais elevados de D-dimero no grupo
de pacientes internados em UTI, enquanto no presente
estudo 100% das pacientes dos dois grupos apresentaram
aumento do marcador.

As alteragdes de enzimas hepaticas mais evidencia-
das no grupo com SG vao de encontro ao que Huang et
al." relataram em seu estudo, com maiores variagdes no
grupo de pacientes submetidas a cuidados em unidades
de terapia intensiva (UTI).

O aumento de CPK e LDH mais evidenciado no grupo
de pacientes com SRAG corrobora com achado de Wang
et al.,"% no qual as pacientes em cuidados intensivos apre-
sentaram valores mais elevados dos dois parametros, em
comparagao aos pacientes em enfermarias.

Em relacdo aos achados inespecificos sobre os ele-
trolitos, ratifica-se o que ja fora demonstrado em outros
estudos, nos quais ndo houve representacgéo estatistica ou
clinicamente significativa de alteragdes nas concentragdes de
sédio ou potassio nos pacientes com COVID-19 em estado
grave/fatal em comparagdo aos casos leves.(™

Uma grande limitagdo do estudo € a auséncia de
mensuragao da procalcitonina, importante sinalizadora
de processos infecciosos bacterianos, permitindo maior
acuracia no diagnostico e uso racional de antimicrobianos,
quando devidamente evidenciada a presenga de infecgao.

A presenga concomitante de condigdes obstétricas e
puerperais especificas pode representar importante fator
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confundidor na analise dos exames, uma vez que as alte-
racdes podem ter sido causadas pela sindrome HELLP,
cascata da coagulacgao ativada apds o parto, entre outros.

Outras limitagdes encontradas no estudo foram: a
falta de reagente para dosagem de D-dimero em algumas
pacientes, a discrepancia de solicitagdo de exames entre
enfermarias e unidades de terapia intensiva (nesses cole-
tados diariamente), a auséncia de solicitagdo exames para
avaliagéo bioquimica completa das pacientes analisadas.

CONCLUSAO

Durante o periodo de margo a outubro, foram notifi-
cadas no Nucleo de Vigilancia Epidemiolégica (NUVE) da
instituicao 43 pacientes com diagndstico confirmatorio por
teste rapido com IgM e swab nasofaringeo com detecgao
de SARS-CoV-2. Em relagdo as caracteristicas dessa
populagdo, a faixa etaria média do grupo com SG foi de
27,8 anos e 24,7 para SRAG.

Na estratificagao por grupos, 26 (60%) das pacientes
apresentaram SG e 17 (40%), SRAG. Trés pacientes foram
excluidas da analise dos exames laboratoriais por ndo apre-
sentarem nenhum registro de exame na instituigdo durante
o periodo de internagdo. No grupo de SRAG ocorreram dois
obitos, representando 5% da amostra total de pacientes.

As alteracdes laboratoriais que apresentaram maior
evidéncia na amostra estudada foram a diminuicdo de
parametros do eritrograma (hemoglobina e hematdcrito),
plaquetopenia e leucocitose (com neutrofilia) no leucograma.
Outros marcadores que demonstraram notorias variagoes
foram PCR, D-dimero e fibrinogénio, os quais ja foram bem
descritos em literatura como importantes sinalizadores da
gravidade e prognéstico da COVID-19.

Ressalta-se a importancia da realizacdo de novos
estudos com enfoque na populagdo gestante e puérpera,
pois as consequéncias da doenga nessa populagao podem
afetar diretamente o binbmio méae-bebé. Além disso, através
do dominio e conhecimento das alteracbes laboratoriais,
pode-se avaliar e atuar previamente na elaboragdo de um
desfecho favoravel para essa mulher e seu filho.

Abstract

Objective: To analyze the changes in laboratory tests of pregnant
women and postpartum women with a laboratory diagnosis of COVID-19
attended at a reference maternity hospital in Fortaleza / Ceara, from
March to October 2020. Methods: This is a retrospective, descriptive
study, with a quantitative approach, involving the analysis of data from
laboratory tests of patients with a confirmatory diagnosis for COVID-19
in the period from March to October 2020. The data were collected
from the results of tests obtained in the institutional platforms as well
as data review and evolution physical and electronic medical records.
Results: The patients showed a marked reduction in hemoglobin and
hematocrit, leukocytosis with lymphopenia and alteration of biochemical
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parameters of liver function. In the sample studied, a percentage of
deaths of 5% was obtained. In addition, changes in inflammation and
coagulation markers were evidenced, data that corroborate with studies
in the area. Conclusion: Specific changes in COVID-19 were detected
in the two groups of patients, emphasizing the importance of conducting
further studies focusing on the pregnant and postpartum population,
as the consequences of the disease in this population can be applied
directly in the mother-child binomial.
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Coronavirus Infections; Pregnant Women; Laboratorial Test
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EDIGAO ESPECIAL COVID-19

Acuracia diagndstica dos métodos sorolégicos de deteccao da

COVID-19

Diagnostic accuracy of serological methods for detecting COVID-19

Flavia Martinello’

INTRODUGAO

Resumo

Arapida caracterizagdo do genoma do Coronavirus-2 (SARS-CoV-2) mobilizou a produgéo
em larga escala de métodos diagndsticos. Agéncias reguladoras aprovaram condicional-
mente o uso emergencial de varios deles. Na emergéncia de saude, inumeros exames fo-
ram utilizados sem o devido conhecimento da qualidade. O objetivo desta revisdo narrativa
foi destacar a acuracia diagndstica dos métodos sorologicos de diagnéstico da COVID-19
em termos de sensibilidade e especificidade clinicas. A sensibilidade diagndstica variou
até 50% entre estudos, enquanto a especificidade apresentou menor variagao; no entanto,
uma mesma marca chegou a apresentar variacéo de 32%. Considerando-se o critério de
especificidade >95% definido pelo FDA, apenas uma marca de ensaio para detec¢do de
IgG e outra para IgM atingiram a meta. Para a detecgéo de IgA e de IgA+IgM, as Unicas
marcas apresentadas ndo atingiram a meta. Entre as cinco marcas para deteccdo de
IgM+1gG, apenas uma néao atingiu a especificidade clinica. Para Ig total, as duas marcas
apresentaram especificidade aceitavel. Considerando-se o critério de sensibilidade clinica
>90%, apenas 6 dos 25 estudos com diferentes marcas de ensaios para detecgéo de
IgG apresentam o desempenho especificado; destas, nenhuma é brasileira. Nenhuma
das marcas de ensaios para detecgéo de IgM e IgM+IgG apresentaram o desempenho
especificado. A Unica marca apresentada para deteccdo de IgA+IgM atingiu a meta
especificada pelo FDA. Os ensaios imunocromatograficos apresentaram menor sensib-
ilidade. Os resultados demonstraram o pobre valor diagnostico dos imunoensaios, mas
com potencial para estudos soroepidemiolégicos. Mais estudos de validagéo analitica e
acuracia diagnodstica de ensaios s&o essenciais, principalmente dos reagentes nacionais.

Palavras-chave
Acuracia diagnéstica; COVID-19; 1gG; IgM; testes sorolégicos; SARS-CoV-2

em larga escala. Nao ha registro precedente de aplicagao
do conhecimento cientifico tao rapido e eficiente para pro-

Com a identificagao da sindrome respiratdria aguda
grave (SARS) causada pelo Coronavirus-2 (SARS-CoV-2)
em dezembro de 2019 e a rapida caracterizagdo do genoma
completo do virus, a industria de produtos para diagnéstico
in vitro se mobilizou rapidamente para a produ¢ao em larga
escala de métodos diagndsticos.(" Inicialmente, além dos
métodos moleculares para identificagdo do virus, foram
produzidos exames chamados soroldgicos para a identi-
ficacdo de anticorpos das classes IgA, IgM, IgG e totais.
Posteriormente, surgiram os imunoensaios para deteccédo de
antigeno (Ag) viral. Estes imunoensaios, principalmente os
imunocromatograficos, possibilitaram a testagem em massa
na populagdo.” No entanto, foram os métodos moleculares
desenvolvidos in house que garantiram o diagndstico preciso

ducdo de métodos diagndsticos (kits) de forma simultanea
ao descobrimento e expansdo da doenga no planeta."

Desde o inicio da emergéncia de saude publica, a
Organizagdo Mundial de Saude (OMS) enfatizou testar
quantos individuos fosse possivel e rastrear pessoas
infectadas e seus contatos como estratégia eficaz para
reduzir a propagagdo do virus.®% Assim, agéncias regu-
latérias como a OMS, o FDA (do inglés, Food and Drug
Administration) americano e mesmo a ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria) no Brasil, aprovaram
condicionalmente o uso emergencial de varios novos méto-
dos.?% Dessa forma, varios tipos de exames disponiveis
foram utilizados ainda que sem o devido conhecimento da
qualidade dos mesmos.

" Docente do Departamento de Andlises Clinicas, Universidade Federal de Santa Catarina, SC, Brasil.
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ACURACIA DIAGNOSTICA DOS METODOS
LABORATORIAIS DIAGNOSTICOS DA COVID-19

Os ensaios diagnosticos diretos identificam a infec-
¢ao diretamente ao detectar o RNA ou um antigeno viral,
enquanto os indiretos detectam os anticorpos contra o virus
em um individuo que foi exposto.® A Figura 1 ilustra os
principais métodos laboratoriais para diagndstico da doenga
causada pelo SARS-CoV-2, denominada COVID-19, do
inglés coronavirus disease.

Esses métodos de diagndstico tém rendimento, efi-
ciéncia, requisitos de configuracao e de infraestrutura,
desempenho analitico e tempos de liberagao de resultado
variaveis. Além de depender do equipamento e do método
em si, o resultado laboratorial também depende do pro-
tocolo de coleta de amostra, da qualidade dos reagentes
usados, do potencial de contaminagao cruzada e da forma
de armazenamento das amostras e reagentes.® Esses
fatores devem ser considerados ao selecionar um método
de diagnéstico rapido e confiavel para ajudar a tomar uma
decisdo apropriada e agbes de salde publica imediatas.®

Diretos
Ag

2 S
5
o )
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= . ey =
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COVID-19

Indiretos

Ac

TC
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Figura 1. Principais métodos para diagnéstico da COVID-19.

Legenda:RT-PCR, transcrigdo reversa seguida da reagdo em cadeia da polimerase em tempo real; CRISPR, repeticdes palindromicas curtas agrupadas e
regularmente espagadas; LAMP, amplificagao isotérmica mediada por alga; ELISA, imunoensaio enzimatico; LFIA, imunoensaio de fluxo lateral, CLIA, imunoensaio
de quimiluminescéncia; CMIA, imunoensaio de microparticulas de quimiluminescéncia; ECLIA, imunoensaio de eletroquimiluminescéncia; Ag, antigeno; Ac, anticorpo;

TC, tomografia computadorizada.
Fonte:Adaptado de GIRI et al, 2021.©®
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Poucos estudos tém apresentado dados de desem-
penho analitico de testes moleculares ou imunoensaios
quantitativos como precisao intra e interensaio, exatidao,
limite de deteccao, avaliacao de interferentes, linearidade,
sensibilidade analitica, etc.('* Assim, ndo esta claro para os
laboratérios quais ensaios apresentam melhor desempenho e
se os resultados desses diferentes ensaios sdo comparaveis.”

Com a utilizagdo em larga escala dos métodos sorologi-
cos qualitativos, na rotina laboratorial, as validagdes dos
mesmos tém se limitado a analise da sensibilidade e espe-
cificidade clinicas.

A sensibilidade analitica compreende a concentracao
do analito que causa uma variagao no valor do sinal analitico
medido. Quanto mais sensivel um método, menor é a con-
centragao do analito capaz de gerar um sinal no sistema de
deteccdo do método.® Contudo, o termo sensibilidade analitica
tem sido utilizado, de forma equivocada, como sinénimo de
limite de detecgao (LD), que é o menor valor detectavel do
teste, significantemente diferente de zero, e depende da
amplitude da leitura do branco e da precisdo desta medida.
(149 A especificidade analitica, por sua vez, é a capacidade de
um método analitico de medir apenas o analito procurado.®

Por outro lado, a sensibilidade clinica ou sensibilidade
diagnéstica define quao frequentemente um resultado é
positivo quando uma doenga em particular esta presente.
Normalmente é expressa como percentual de individuos com
uma doenga que tem o resultado positivo. A especificidade
clinica, por sua vez, € quao frequentemente um resultado
€ negativo na auséncia de uma doencga em particular. Nor-
malmente é expressa como percentual de individuos sem
uma doenga que tem o resultado positivo.®

Os exames laboratoriais desempenham papel funda-
mental no diagnostico e tratamento da COVID-19. Um método
diagnostico deve ter sensibilidade e especificidade suficientes
para tomar decises clinicas apropriadas rapidamente."-%
Nesse contexto, o objetivo desta reviséo narrativa foi destacar
a acuracia diagnostica dos métodos soroldgicos de diagndstico
da COVID-19 em termos de sensibilidade e especificidade
clinicas, e sob essa perspectiva discutir a influéncia das
limitagbes dos métodos no controle da pandemia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ha varios estudos apresentando a acuracia clinica
de ensaios soroldgicos, possivelmente por ser o tipo de
ensaio mais produzido. Entre as dezenas de marcas de
reagentes disponiveis no mercado, buscamos apresentar
o desempenho daquelas conhecidas internacionalmente e
utilizadas no Brasil, e também dos kits produzidos no Brasil,
ainda que haja poucos estudos sobre estes ultimos.

ATabela 1 sumariza os achados e apresenta os dados
de 14 marcas de reagentes. Destas, algumas analisam
anticorpos totais (2), IgA (1), IgM (7), IgG (12), IgM+IgG
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(6), e IgA+IgM (1). Cinco metodos s&o utilizados pelas
diferentes marcas, LFIA — imunoensaio de fluxo lateral ou
imunocromatografico (5), ELISA—imunoensaio enzimatico
(4), CLIA — imunoensaio de quimiluminescéncia (3), CMIA
— imunoensaio de microparticulas de quimiluminescéncia
(1), e ECLIA imunoensaio de eletroquimiluminescéncia (1).
Para um mesmo ensaio foram encontrados de um a quatro
estudos. Os sete estudos foram realizados em seis paises,
sendo dois no Brasil. Assim, como observado por Mark etal.,®
foi possivel verificar que a acuracia diagnéstica varia entre
estudos e entre as marcas de reagentes. A especificidade
diagndstica apresentou menor variagéo entre os estudos,
no entanto, uma mesma marca chegou a apresentar 32%
de diferenca de especificidade. A sensibilidade diagnéstica
dos ensaios foi analisada, em amostras coletadas, em
média, 14 dias apo6s o inicio dos sintomas, que representa
um periodo com maior sensibilidade. A sensibilidade dos
reagentes variou até 50% entre estudos. Contudo, cabe
destacar que algumas marcas dispdem de apenas um
estudo de avaliagdo da acuracia diagnéstica (Tabela 1).

Considerando-se o critério de especificidade >95%
definido pelo FDA para autorizagdo de uso emergencial,'®
entre os ensaios em que foi descrita a especificidade, apenas
uma marca (Vircell) de ensaio para detecg¢éo IgG nao atingiu
essa meta em dois estudos. Para a detecgéo de IgM, apenas
uma marca com um unico estudo ndo atingiu a meta (Mbi-
olog Diagndsticos). Para a detecgéo de IgA, a unica marca
apresentada (Euroimmun) n&o atingiu a especificidade clinica
minima proposta pelo FDA em quatro estudos diferentes.
Para a detecgao de IgA+IgM, a Unica marca apresentada
(Vircell) ndo atingiu a especificidade clinica minima proposta
pelo FDA em dois estudos diferentes. Entre as cinco marcas
que produzem kits para detecgéo de IgM+1gG, apenas uma
marca (Biomanguinhos) n&o atingiu a especificidade clinica.
Para Ig totais, as duas marcas apresentaram especificidade
aceitavel em diferentes estudos (Tabela 1).

Considerando o critério de sensibilidade clinica >90%,
a maioria dos ensaios nao atingiu a meta especificada
pelo FDA para autorizagao de uso emergencial."® Apenas
6 (24%) dos 25 estudos com as 12 diferentes marcas de
ensaios para detecgao de IgG apresentam o desempenho
especificado, destas nenhuma é brasileira. Nenhum dos
nove estudos com sete diferentes marcas de ensaios para
detecgao de IgM apresentaram o desempenho especificado,
incluindo as cinco marcas brasileiras. Da mesma forma,
nenhum dos seis estudos com cinco diferentes marcas de
ensaios para detecc¢édo de IgM+IgG apresentam o desem-
penho especificado, incluindo as cinco marcas brasileiras.
Da unica marca apresentada com ensaio para detecgéo de
IgA (Euroimmun), apenas um dos quatro estudos indicou
sensibilidade >90%. Por outro lado, a unica marca apre-
sentada (Vircell) para detecgao de IgA+IgM atinge a meta
especificada pelo FDA nos dois estudos (Tabela 1).
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Tabela 1 - Sensibilidade e especificidade diagndsticas segundo o ensaio, o fabricante, 0 método, o nimero de amostras testadas na pesquisa, o
periodo da coleta de amostra, o pais e a referéncia do estudo.

Teste Fabricante Método Sensibilidade Especificidade N° de N° de dias (Referéncia)
clinica (%) clinica (%) amostras apos o inicio Pais do estudo
testadas dos sintomas
[e]€] Abbott (Architect) - EUA CMIA 79,2 99,3 433 >14 (25) EUA
1gG Abbott (Architect) - EUA CMIA 95,2 - 21 16-20 (26) Franga
[e]€] Abbott (Architect) - EUA CMIA 84,7 99,5 2970 >14 (27) Israel
19G Abbott (Architect) - EUA CMIA 96 100 76 >10 (22) Croacia
1gG Beckman (Accsess) - EUA CLIA 58,3 99,8 424 >14 (25) EUA
1gG Beckman (Accsess) - EUA CLIA 81,5 100 480 >14 (27) Israel
19G Diasorin (Liaison S1/S2) - EUA CLIA 54,2 98,4 433 >14 (25) EUA
1gG Diasorin (Liaison S1/S2) - EUA CLIA 71,4 - 21 16-20 (26) Francga
19G Diasorin (Liaison S1/S2) - EUA CLIA 82,4 98,7 2941 >14 (27) Israel
19G Euroimmun - Alemanha ELISA 50,0 97,5 433 >14 (25) EUA
IgG Euroimmun - Alemanha ELISA 87,2 95,8 47 >14 (14) Brasil
IgG Euroimmun - Alemanha ELISA 100 93 76 >10 (22) Croacia
1gG Euroimmun - Alemanha ELISA 88,2 100 28 >10 (16) Brasil
19G Vircell Microbiologists - Espanha ELISA 93,2 53,4 74 >14 (14) Brasil
1gG Vircell Microbiologists - Espanha ELISA 96 85 72 >10 (22) Croacia
[e[€] Snibe (MAGLUMI™ 2000 Plus) - China  CLIA 88,0 - 25 >13 (4) Italia
[e]€] Snibe (MAGLUMI™ 2000 Plus) - China  CLIA 93 100 76 >10 (22) Croacia
[e]€] Snibe (MAGLUMI™ 2000 Plus) - China  CLIA 87,5 96,0 90 >15 (16) Brasil
IgG Biotech (One Step) - China LFIA 68,9 - 74 >14 (14) Brasil
IgG Biomanguinhos - Brasil LFIA 78,4 - 74 >14 (14) Brasil
IgG ECO teste - Brasil LFIA 87,8 - 74 >14 (14) Brasil
IgG Gold Analisa - Brasil LFIA 74,3 - 74 >14 (14) Brasil
IgG MbiologDiagnosticos (Allserum) - Brasil  ELISA 78,9 98,1 7 >14 (14) Brasil
[e[€] Wama (Imunorapido) - Brasil LFIA 83,8 - 74 >14 (14) Brasil
IgG Wama (Imunorapido) - Brasil LFIA 72,2 100 28 >15 (16) Brasil
IgM Snibe (MAGLUMI™ 2000 Plus) - China  CLIA 56 100 76 >10 (22) Croacia
IgM Snibe (MAGLUMI™ 2000 Plus) - China  CLIA 88,0 - 25 >13 (4) ltalia
IgM Biotech (One Step) - China LFIA 28,4 - 74 >14 (14) Brasil
IgM Biomanguinhos - Brasil LFIA 62,2 - 74 >14 (14) Brasil
IgM ECO teste - Brasil LFIA 82,4 - 74 >14 (14) Brasil
IgM Gold Analisa - Brasil LFIA 12,2 - 74 >14 (14) Brasil
IgM MbiologDiagnésticos (Allserum) — Brasil ELISA 50,7 70,4 71 >14 (14) Brasil
IgM Wama (Imunorapido) - Brasil LFIA 44,6 - 74 >14 (14) Brasil
IgM Wama (Imunorapido) - Brasil LFIA 55,6 100 28 15 a 21 dias (16) Brasil
Ig Total  Bio-Rad (Platelia) - EUA ELISA 833 99,3 433 >14 (25) EUA
Ig Total  Bio-Rad (Platelia) - EUA ELISA 90,5 76 16-20 (26) Franca
Ig Total  Roche (Elecsys) - EUA ECLIA 79,2 99,8 433 >14 (25) EUA
Ig Total  Roche (Elecsys) - EUA ECLIA 85,7 - 21 16-20 (26) Francga
Ig Total Roche (Elecsys) - EUA ECLIA 89,0 100 2005 >14 (27) Israel
Ig Total Roche (Elecsys) - EUA ECLIA 96 100 76 >10 (22) Croacia
(continua)
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Tabela 1 - Sensibilidade e especificidade diagndsticas segundo o ensaio, o fabricante, 0 método, o nimero de amostras testadas na pesquisa, o
periodo da coleta de amostra, o pais e a referéncia do estudo. (continuacédo)

Teste Fabricante Método Sensibilidade Especificidade N° de N° de dias (Referéncia)
clinica (%) clinica (%) amostras apos o inicio Pais do estudo
testadas dos sintomas
IgM+IgG  Biotech (One Step) - China LFIA 83,7 100 74 (14) Brasil
IgM+IgG  Biotech (One Step) - China LFIA 68,9 100 74 >14 (14) Brasil
IgM+IgG  Biomanguinhos - Brasil LFIA 82,4 81,0 74 >14 (14) Brasil
IgM+IgG  ECO teste - Brasil LFIA 89,2 99,1 74 >14 (14) Brasil
IgM+IgG  Gold Analisa - Brasil LFIA 74,3 98,3 74 >14 (14) Brasil
IgM+IgG  Wama (Imunorapido) — Brasil LFIA 86,5 97,4 74 >14 (14) Brasil
IgA+IgM  Vircell Microbiologists - Espanha ELISA 959 23,3 74 >14 (14) Brasil
IgA+IgM  Vircell Microbiologists - Espanha ELISA 100 70 73 >10 (22) Croacia
IgA Euroimmun - Alemanha ELISA 70,8 79,9 433 >14 (25) EUA
IgA Euroimmun - Alemanha ELISA 894 82,2 47 >14 (14) Brasil
IgA Euroimmun - Alemanha ELISA 96,0 90 76 >10 (22) Croacia
IgA Euroimmun - Alemanha ELISA 88,0 90,0 106 >15 (16) Brasil

LFIA: imunoensaio de fluxo lateral (imunocromatografico), CLIA: imunoensaio de quimiluminescéncia, CMIA: imunoensaio de microparticulas de quimiluminescéncia,

ECLIA: imunoensaio de eletroquimiluminescéncia, -: Nao informado.

Contudo, diversas revisdes sistematicas e meta-ana-
lises da acuracia diagndstica dos ensaios soroldgicos para
COVID-19 destacam alto risco de falhas nos estudos em
relacdo a sele¢ao de pacientes/amostras, interpretagdo dos
resultados dos ensaios e da performance dos mesmos.('":'2
Além disso, varios estudos consideram amostras positivas
baseando-se em apenas um resultado de RT-PCR (tran-
scri¢ao reversa seguida da reagédo em cadeia da polimerase
em tempo real), ignorando o potencial de resultados falsos
negativos também deste método." Estas revisées tém
demonstrado uma especificidade total de 96,6% a 98% para
0s imunoensaios e sensibilidade variavel de acordo com
0 método, tipo de anticorpo pesquisado, tempo de coleta
apos inicio dos sintomas,"-""-'? tipo de amostra, e do limite
de detecgdo dos métodos. De forma semelhante ao que
observamos, alguns estudos também concluiram que, em
geral, os ensaios imunocromatograficos (LFIA) apresentaram
menor sensibilidade.1?

Castro et al. analisaram a acuracia diagndstica infor-
mada pelos fabricantes dos ensaios comerciais registrados
no Brasil em 2020.("® Os autores observaram que, segundo
os dados dos fabricantes, a sensibilidade dos ensaios
para detecgdo de anticorpos anti-SARS-CoV-2 da classe
IgM varia de 55% a 90%, portanto, tendo sido autorizada
a comercializagdo de reagentes que podem apresentar
taxa de resultados falsos negativos de 44%.'®) Este dado
foi confirmado no estudo de Cota et al., que encontraram
sensibilidade de 52% para o mesmo ensaio (Biomangui-
nhos). Outros dois ensaios (Biotech-OneStep e ECO teste)
apresentaram desempenho no estudo de Cota et al. inferior
ao especificado pelos fabricantes."
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No Brasil, o Instituto Nacional de Controle da Qualidade
em Saude (INCQS) também tem feito um monitoramento
pos-mercado da qualidade de dispositivos para diagnds-
tico in vitro da COVID-19. O instituto tem verificado que
aproximadamente 39% dos reagentes, incluindo todos os
tipos de testes, tém se mostrado em nao conformidade
em relagdo as informagbes declaradas pelos fabricantes
na instrugdo de uso, normalmente com sensibilidade e/ou
especificidades divergentes. ("

A Sociedade Brasileira de Analises Clinicas assim
como outras sociedades cientificas também se uniu para
avaliar kits de diagnostico para SARS-CoV-2 disponiveis no
mercado brasileiro. Ainda, no momento dessa pesquisa, 0s
resultados dos kits da Roche (Elecsys), da Biotech e da Eco
estavam, a pedido das empresas, em revisao pelo comité
gestor da parceria.('®

Os resultados apresentados nesta revisdo, assim
como os resultados de Controle Externo da Qualidade dis-
poniveis,'” podem contribuir na escolha do método e marca
a serem adquiridos por um laboratério. A falta de consenso
ou a baixa reprodutibilidade dentro de uma mesma marca de
reagente também pode estar relacionada a realizagao das
analises de forma diferente do preconizado pelo fabricante.
A observagao de tamanha variagdo de resultados entre
estudos reforga a necessidade de validagao ou verificagdo
dos métodos antes da sua implantagdo na rotina laboratorial.

Padoan et al. relataram que a validagdo dos métodos
representa um pré-requisito dos ensaios laboratoriais no
diagnoéstico e monitoramento dos pacientes com COVID-
19. Os autores relataram que poucos ensaios tém sido
completamente validados pelos laboratérios, porque esse
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processo demanda tempo.® Com grande dificuldade,
devido a auséncia de amostras controle no inicio da pan-
demia, os laboratoérios necessitaram realizar validagdes,
na mesma velocidade da expansao da COVID-19, para
atender com segurancga a crescente demanda pelos testes
diagnosticos. Nesse contexto, certamente foram realizados
exames laboratoriais sem a devida validacao, e, conse-
quentemente, a menor qualidade dos resultados pode ter
contribuido para o diagndstico incorreto ou nao isolamento
de pacientes com suspeita de COVID-19 e disseminagao
do virus na sociedade.

A OMS nao recomenda o uso de testes laboratoriais
remotos baseados em anticorpos na tomada de decisao
clinica.®'® Contudo, dois estudos mostraram menor sen-
sibilidade clinica da RT-PCR, em relagdo a tomografia
computadorizada e aos ensaios sorolégicos, para detectar
a COVID-19 em pacientes altamente suspeitos.(1%2%

Em estudos clinicos, outros fatores ainda podem
afetar os resultados. Foram relatadas possiveis interferén-
cias nos imunoensaios por Candida albicans, Bordetella
pertusis, Chlamydia pneumoniae, Haemophilus influen-
zae, Legionella pneumophila, Streptococcus pneumoniae,
Streptococcus pyogenes, Mycobacterium tuberculosis,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Myco-
plasma pneumoniae, Rhinovirus, Adenovirus, Enterovirus,
Virus Parainfluenza e Influenza.?" Reagdes cruzadas com
imunoensaios para detecgdo de anticorpos contra SARS-
-CoV-2 foram observadas em amostras expressando IgG
para virus Epstein-Barr, IgG para Citomegalovirus, IgG
para Varicella zoster, e anticorpos anti-HBS.?? Reacgdes
cruzadas também podem ser causadas por algumas
substancias presentes no nariz dos pacientes como os
descongestionantes fenilefrina, oximetazolina e gel nasal
de cloreto de sodio, antifungico fluconazol, pastilhas para
dor de garganta contendo benzocaina e mentol, antiviral
oseltamivir (Tamiflu), antibiéticos em pomada nasal como
mupirocina e tobramicina, e o anti-inflamatério propionato
de fluticasona.®®"

Nesse contexto, percebe-se que ainda ha um longo
caminho para os fabricantes de ensaios sorolégicos bus-
carem conjuntos diagndsticos mais sensiveis e especificos
para o SARS-CoV-2. Assim como foi observado no diag-
nostico sorolégico do virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), varias geragoes de ensaios foram produzidas até que
chegassemos ao desempenho atual dos reagentes que se
tornaram muito mais sensiveis e especificos, e ainda assim
o diagnostico é realizado por pelo menos dois testes. Uma
nova geracgao de testes sorologicos para o SARS-CoV-2,
que utilizam uma glicoproteina Spike trimérica recombinante
como antigeno de captura, ja esta disponivel.) No entanto,
ainda nado ha estudos cientificos comparando as acuracias
clinicas em uma mesma populacgao.

160

Agarantia de qualidade e o suporte regulatorio em torno
dos testes continuam sendo um desafio. Ha varios exem-
plos de kits de diagndstico de COVID-19 sendo retirados
do mercado em varios paises devido a falta de qualidade.
A falta de um padréao de referéncia estabelecido, o uso de
diferentes amostras, o preparo de amostras e a compreensao
incompleta da dindmica viral ao longo do tempo da infecgao
dificultam a avaliag&o rigorosa da precisdo do diagnéstico
dos muitos ensaios introduzidos para COVID-19,® que sédo
considerados ainda recentes.

Uma ampla variedade de exames laboratoriais para
diagnostico da COVID-19 de diferentes fabricantes esta
entrando no mercado a cada semana, e, na pressa para
coloca-los em operacao, as informacgdes sobre esses para-
metros criticos de desempenho analitico e diagndstico e as
informacodes exclusivas do fabricante, muitas vezes, ainda
nao estdo divulgadas.®

Por enquanto, a OMS recomenda os exames de
detecgao de Ag por imunoensaios para monitorar a incidén-
cia da COVID-19, particularmente, em regides remotas
ou grupos fechados, como escolas, presidios e casas de
permanéncia de longa duracéo.®® Novas tecnologias, como
métodos baseados em CRISPR (repeti¢des palindromicas
curtas agrupadas e regularmente espagadas) e LAMP
(amplificacéo isotérmica mediada por alga) aplicados em
testes laboratoriais remotos, devem fornecer sistemas de
ensaio rapidos, simples, de baixo custo, portateis e estaveis
a temperatura configurados para locais com recursos limita-
dos.® Considerando-se a possibilidade de que a COVID-19
permanecera na populagdo como os virus da gripe, um
método de teste multiplex para multiplas doengas deve
ser considerado como uma plataforma de teste de rotina
no futuro.®

CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados demonstram o pobre valor diagndstico
dos imunoensaios, mas com potencial para estudos soroepi-
demioldgicos. Sugere-se que sdo essenciais mais estudos
de validagao analitica e acuracia diagndstica de ensaios,
principalmente dos reagentes nacionais.

Abstract

The rapid characterization of the coronavirus-2 (SARS-CoV-2) genome
has mobilized the large-scale production of diagnostic methods.
Regulatory agencies have conditionally approved the emergency use
of several of them. In the health emergency, numerous tests were used
without proper knowledge of quality. The aim of this narrative review
was to highlight the diagnostic accuracy of serological methods for the
diagnosis of COVID-19 in terms of clinical sensitivity and specificity.
The diagnostic sensitivity varied up to 50% between studies, while
the specificity showed less variation, however, the same brand even
showed a variation of 32%. Considering the >95% specificity criteria
defined by the FDA, only one test brand for detection of IgG and one
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for IgM reached the goal. For the detection of IgA and IgA+IgM, the
only brands presented did not reach the goal. Among the 5 marks for
detecting IgM+IgG, only one did not reach clinical specificity. For total
Ig, both brands had acceptable specificity. Considering the criterion of
clinical sensitivity >90%, only 6 of the 25 studies with different brands
of assays for detection of IgG present the specified performance, none
of which are Brazilian. None of the brands of assays for detecting
IgM and IgM+IgG showed the specified performance. The only brand
presented for detection of IgA+IgM reached the target specified by the
FDA. Immunochromatographic assays showed lower sensitivity. The
results demonstrated the poor diagnostic value of immunoassays, but
with potential for seroepidemiological studies. More studies on analytical
validation and diagnostic accuracy of assays are essential, especially
for national reagents.

Keywords
Diagnostic accuracy; COVID-19; IgG; IgM; serological tests; SARS-CoV-2
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INTRODUGAO

Resumo

Os esforgos envidados para o controle e extingdo da pandemia do novo Coronavirus-2019
(COVID-19) néo estéo obtendo éxito, e ja atingiram critérios epidemioldgicos alarmantes,
tendo infectado mais de dez milhdes de pessoas no Brasil e mais de 100 milhdes no mundo.
A infecgdo por este virus pode causar a sindrome respiratéria aguda grave, com danos
diretos ao epitélio das vias aéreas, permitindo a instalagcao de patdégenos secundarios de
origem bacteriana e fungica, como exemplo os fungos do género Aspergillus, que podem
causar complicagdes nas manifestagdes clinicas e aumentar a taxa de mortalidade. Porém,
mesmo com a alta probabilidade de infecgdo por estes fungos, verifica-se que séo poucos
os estudos direcionados a este assunto, como também, em alguns paises, ndo ha critério
para identificar os fungos patégenos em geral, sendo possivel que o verdadeiro numero
de coinfecgdes e a necessidade de internagdo em UTI seja maior. Portanto, neste artigo,
revisamos estudos anteriores sobre a CAPA em bancos de dados eletrénicos e discutimos
a necessidade do diagnostico da aspergilose invasiva para aumento da sobrevida dos
pacientes envolvidos. Neste trabalho recomendamos o diagndstico correto e precoce das
infecgdes fungicas invasivas em pacientes com COVID-19, e que novos estudos sobre o
tema sejam realizados para padronizar um diagndstico eficaz e comprovado.

Palavras-chave
Aspergilose Pulmonar Invasiva; Coronavirus; Erros de Diagnéstico

traqueobrdnquica de grande impacto e baixa resolutividade,
é relatada em varios paises,®'? e no entanto, mesmo com a

O surto de COVID-19, que até o momento se mantém
fora de controle no mundo, teve grande impacto e provocou
grandes mudancgas na sociedade mundial, nos sistemas
de saude e, principalmente, em hospitais e laboratérios de
microbiologia clinica nos Ultimos meses. E possivel afirmar
que este virus mudou o mundo. Apesar dos aprofundados
estudos focando em seu controle, uma das alternativas
para pacientes criticos € a utilizagdo de corticosteroides,
que comumente podem acarretar lesdes epiteliais nos
pulmdes, o que torna propicio o desenvolvimento de coin-
fecgbes fungicas, que nos pulmdes tem como principal
agente etiolégico os Aspergillus, sendo assim possivel a
instalacdo da COVID-19 associada a aspergilose pulmo-
nar (CAPA).("? Esta patologia, uma infecgdo pulmonar ou

devida importancia na sobrevida dos pacientes, o verdadeiro
numero de coinfecgao ainda pode nao ser fiel ao que tem
sido relatado,3'¥ visto que todos os exames micoldgicos
raramente sdo realizados na grande maioria dos centros
médicos-hospitalares no mundo,® resultando em uma
falta indevida de informagdes, dificultando o diagnoéstico e
o tratamento para esse tipo de enfermidade.

Os poucos estudos sobre a CAPA em andamento tra-
zem numeros alarmantes, a exemplo do estudo realizado na
Franca, onde foram descritos nove pacientes com COVID-19
e aspergilose pulmonar invasiva (33% dos 27 internados na
UTI com COVID-19),® e na Alemanha, onde os prontuarios
foram revisados,® demonstrando a necessidade de estudos
mais extensos relatando a ocorréncia dessa coinfecgdo em
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todo o mundo. Portanto, neste artigo, revisamos estudos
sobre aspergilose invasiva em infecgdes causadas pelo
COVID-19 e a necessidade e eficiéncia do diagndstico
atualmente usado para aumentar a taxa de sobrevivéncia
de individuos afetados.

MATERIAIS E METODOS

Protocolo de revisao sistematica

O presente estudo seguiu a recomendagéo das dire-
trizes e dos procedimentos do PRISMA (ltens Principais
para Relatérios de Revisdes Sistematicas e Meta-analises),
para a preparacao de revisdes sistematicas, definidas como
um estudo organizado, do maior niumero de resultados de
pesquisas sobre um tema, tentando explicar as diferencas
encontradas ao longo do mesmo. Nenhum protocolo foi
utilizado para avaliar a qualidade das publicagdes inclui-
das no estudo.

Estratégia de pesquisa e critérios de

elegibilidade

Na primeira fase do estudo, foi realizada uma busca
em bases de dados eletrdnicos, incluindo Pubmed, Google
Scholar e Web of Science, que foram pesquisadas com
as seguintes palavras-chave: COVID-19, SARS-CoV-2,
influenza, aspergilose invasiva e infecgdes invasivas fungi-
cas. Por se tratar de um evento recente, o intervalo de tempo
estabelecido terminou em 2021 e n&o tem data de inicio.

Para a segunda fase, os artigos foram selecionados
segundo os seguintes critérios: ser artigo original, ter sido
publicado em inglés, portugués ou espanhol, e relatar,
descrever ou revisar aspergilose invasiva como coinfec¢do
em pacientes com o novo virus corona.

DISCUSSAO

Os fungos do género Aspergillus sao patdégenos opor-
tunistas que podem causar colonizagao em cavidades pree-
xistentes, infecgao propriamente dita, processos alérgicos
e intoxicagdes, sendo o trato respiratério a principal porta
de entrada para esse microrganismo e local de infecgéo.
(15 Essa patologia esta associada a altas taxas de mortali-
dade e é uma complicagao proeminente em pacientes com
imunossupressao profunda, como aqueles submetidos a
transplante hematopoiético, bem como aqueles com leséo
pulmonar estrutural que recebem corticosteroides para
sua condicao de base, e pacientes com doenga pulmonar
obstrutiva crénica.('8'"

Ainda nado se sabe se 0 SARS-CoV-2 predispde o
hospedeiro a aspergilose invasiva como um fator indepen-
dente do hospedeiro, e a verdadeira incidéncia, resultados
e mecanismos fisiopatolégicos da doenga invasiva nao
foram elucidados neste cenario,!'® entretanto, sabemos que

164

0 uso de corticosteroides e o dano epitelial a esse 6rgao
causado por essa infecgdo sdo os principais fatores de
risco para o desenvolvimento de coinfec¢des bacterianas
ou fungicas. Além disso, os efeitos colaterais das vias de
reconhecimento do hospedeiro necessarias para a ativagao
da imunidade antiviral podem, paradoxalmente, contribuir
para um ambiente inflamatério altamente permissivo que
favorece a patogénese.(™

Por se tratar de um virus novo, muitos profissionais
consideram como base os numeros de infecgbes anteriores,
como influenza, e estipulam que a CAPA pode ser um fator
de risco independente para aspergilose invasiva, com uma
incidéncia de 19%, em comparagéo com 5% em pacientes
de UTI com pneumonia,'® evidenciando que a coinfecgéo é
possivel, e que a COVID-19, em sua forma grave, promove
o desenvolvimento de aspergilose, porém a negligéncia e
falta de notificagbes tornam esta doenga subnotificada, onde
o numero total de casos pode ser superior ao relatado."314

Um diagndstico ideal global esta sendo ativamente
investigado em um estudo exploratério multinacional em
andamento em conjunto com a Confederagédo Europeia
de Micologia Médica (ECMM). Esta entidade define de
modo geral que a CAPA é uma infecgdo pulmonar ou tra-
queobrénquica que pode ser comprovada por deteccao
histopatoldgica ou microscoépica direta, ou ambas, de ele-
mentos fungicos que sao morfologicamente consistentes
com fungos do género Aspergillus.?* Ja Gangneux et al.,(®
que enfatiza o diagndstico em pacientes criticos internados
em UTI, recomenda a triagem e diagndstico precoce com
métodos nao culturais, portanto o teste de galactomanana
por liquido bronco-alveolar € uma importante ferramenta,
porque altas indicagdes dessa proteina foram observadas
nesses individuos, viabilizando esse diagndstico para esse
tipo de caso.® Portanto, o uso de galactomanana no lavado
bronco-alveolar € uma possivel forma de estabelecer o
diagnéstico precoce da CAPA em pacientes criticos de risco,
sendo a alternativa mais promissora para o diagndstico.
(21.22.23) Em resumo, os métodos mais comuns citados até o
momento incluem a tentativa de detectar o fungo em meios
de cultura de liquido bronco-alveolar e aspirado traqueal,
além da utilizagao de testes soroldgicos de biomarcadores,
como galactomanana convencional, aspirado traqueal
e amostras de soro. Outros testes de diagndstico que
podem ser Uteis também incluem PCR de Aspergillus, soro
1,3-BD-glucano, ensaio de fluxo lateral de Aspergillus para
deteccgéo de galactomanano e o teste usando o dispositivo
de fluxo lateral especifico para Aspergillus.(*

Em conclusado, além de todas as dificuldades sdo
somadas a essas evidéncias diversas problematizagoes
nesses diagnosticos. Nesses diversos métodos existe a
formagao de aerossois que apresentam riscos para pacien-
tes e profissionais de saude,?® além de que a sensibilidade
e o desempenho dos testes de galactomanana, PCR de

RBAC. 2021;53(2):163-166



CAPA — Necessidade de diagnostico preciso

Aspergillus e teste de 1,3-BD-glucano podem ser variaveis
em casos com pacientes ndo imunocomprometidos e em
relatérios iniciais, como também os sinais radioldgicos e
clinicos em pacientes nao neutropénicos podem ser ines-
pecificos, tornando o diagndstico em diversos casos incon-
clusivo. Somando-se a esses fatores, em diversos paises,
como exemplo o Brasil, ndo é bem aplicada e difundida a
utilizagao de métodos de detecgao preliminar de fungos na
rotina hospitalar.®4'® Ressalte-se que a validade dos dados
dessas escassas pesquisas com énfase no diagnéstico da
CAPA precisa ser confirmada em outros estudos, para que
os profissionais de saude disponham dessa ferramenta util
para decidir em que circunstancias a terapia antifungica
deve ser iniciada precocemente. Lembrando que, para o
sucesso completo do tratamento para essa patologia, ainda
€ necessaria experiéncia com o uso empirico ou direcionado
de antifungicos no cenario COVID-19, principalmente em
relagéo a eficacia, duragéo do tratamento e possiveis reagbes
adversas a medicamentos no cenario de hepatotoxicidade.®

CONCLUSOES

Com o conjunto de artigos levantados na reviséo sis-
tematica, foi possivel avaliar que estudos sdo necessarios
para comprovar a eficacia dos testes para o diagndstico da
CAPA, visto que esta coinfeccdo desempenha um papel
critico na dissecgdo de eventos mecanisticos que resul-
tam em aumento da susceptibilidade ao Aspergillus, tendo
em vista que esta infecgao esta apenas comegando a ser
desvendada. Embora o foco principal dos médicos seja o
controle da infecgéo bacteriana em COVID-19, ignorar as
infeccdes fungicas potencialmente fatais pode aumentar a
taxa de mortalidade.

N&o menos importante, hé a necessidade de politicas
internacionais de saude coordenadas, que devem ser ado-
tadas para garantir uma melhor viséo global da pandemia e
suas complicagdes patoldgicas, buscando homogeneidade
na atenc¢ao a saude, para que os reais impactos sejam mais
facilmente percebidos e resolvidos com dados concretos
e riqueza de informagdes. Com a gama de propostas aqui
discutidas, a aplicabilidade dos testes antifungicos em
pacientes criticos internados em UTI & imprescindivel, a
fim de diminuir a mortalidade geral no contexto pandémico
vivenciado pela COVID-19.

Abstract

The new corona virus 2019 (COVID-19) is becoming unstoppable, and
has already reached alarming epidemiological criteria, having infected
more than 10,000,000 in Brazil and more than 100,000,000 worldwide.
Infection with this virus can cause severe acute respiratory syndrome,
which causes direct damage to the airway epithelium, allowing the
invasion of secondary pathogens of bacterial and fungal origin, such
as fungi of the genus Aspergillus, which can cause complications
in clinical manifestations. and increase the mortality rate, however,
even with the high probability of infection by these fungi, it appears

RBAC. 2021;53(2):163-166

that there are few studies directed to this subject, and also, in some
countries there is no criterion to identify pathogenic fungi in general, it
is possible that the true number of co-infections and the need for ICU
admission is greater. Therefore, in this article, we reviewed previous
studies on CAPA in electronic databases, and discussed the need
for the diagnosis of invasive aspergillosis to increase the survival
of the patients involved. Therefore, in this work, we recommend the
correct and early diagnosis of invasive fungal infections in patients
with COVID-19, and that further studies on the subject be carried out
to standardize an effective and proven diagnosis.

Keywords
Invasive Pulmonary Aspergillosis; Coronavirus Infections; Diagnostic
Errors

REFERENCIAS

1. Clancy CJ, & Nguyen MH. (2020). COVID-19, superinfections and
antimicrobial development: What can we expect?. Clinical Infectious
Diseases.

2. Zhang G, Hu C, Luo L, Fang F, Chen Y, Li J, Peng Z, & Pan H.
(2020). Clinical features and short-term outcomes of 221 patients
with COVID-19 in Wuhan, China. Journal of Clinical Virology, 104364.

3. Alanio A, Delliere S, Fodil S, Bretagne S & Mégarbane B. (2020).
Prevalence of putative invasive pulmonary aspergillosis in critically
ill patients with COVID-19. The Lancet Respiratory Medicine.

4. Koehler P, Cornely O, Béttiger, B, Dusse F, Eichenaue A, Fuchs,
Hallek M, Jung N, Klein F, Persigehl T, Rybniker J, Kochanek M,
Boll B, & Shimabukuro-Vornhagen A. (2020).COVID-19 associated
pulmonary aspergillosis. Mycoses.

5. SharmaA, HofmeyrA, Bansal A, Thakkar D, Lam L, Harrington Z, &
Bhonagiri D. (2020). COVID-19 associated pulmonary aspergillosis
(CAPA): An Australian case report. Medical Mycology Case Reports.

6. Lescure FX, Bouadma L, Nguyen D, Parisey M, Wicky PH, Behillil
S, Gaymard A, Bouscambert-Duchamp M, Donati F, Le Hingrat Q,
EnoufV, Houhou-Fidouh N, Valette M, Mailles A, Lucet JC, Mentre
F, Duval X, Descamps D, Malvy D, Timsit JF, Lina B, van-der-Werf
S, & Yazdanpanah Y. (2020). Clinical and virological data of the
first cases of COVID-19 in Europe: a case series. The Lancet
Infectious Diseases.

7. Blaize M, Mayaux J, Nabet C, Lampros A, Marcelin AG, Thellier
M, Piarroux R, Demoule A, & Fekkar A. (2020). Fatal invasive
aspergillosis and coronavirus disease in an immunocompetent
patient. Emerging infectious diseases, 26(7), 1636.

8. Lescure FX, Bouadma L, Nguyen D, Parisey M, Wicky PH, Behillil
S, Gaymard A, Bouscambert-Duchamp M, Donati F, Le Hingrat Q,
EnoufV, Houhou-Fidouh N, Valette M, Mailles A, Lucet JC, Mentre
F, Duval X, Descamps D, Malvy D, Timsit JF, Lina B, van-der-Werf
S, & Yazdanpanah Y. (2020). Clinical and virological data of the first
cases of COVID-19 in Europe: a case series. The Lancet Infectious
Diseases.

9. Antinori S, Rech R, Galimberti L, Castelli A, Angeli E, Fossali T,
Bernasconi D, Covizzi A, Bonazzetti C, Torre A, Carsana L, Tonello
C, Zerbi P, & Nebuloni M. (2020). Invasive pulmonary aspergillosis
complicating SARS-CoV-2 pneumonia: A diagnostic challenge.
Travel Medicine and Infectious Disease.

10. Prattes J, Valentin T, Hoenigl M, Talakic E, Reisinger AC, & Eller P.
(2020). Invasive pulmonary aspergillosis complicating COVID-19
in the ICU-A case report. Medical Mycology Case Reports.

11. Rutsaert L, Steinfort N, Van Hunsel T, Bomans P, Naesens R,
Mertes H, Dits H, & Van Regenmortel N. (2020). COVID-19-
associated invasive pulmonary aspergillosis. Annals of Intensive
Care, 10(1), 1-4.

12. van Arkel AL, Rijpstra TA, Belderbos HN, van Wijngaarden P, Verweij
PE, & Bentvelsen RG. (2020). COVID-19 Associated pulmonary
aspergillosis. American Journal of Respiratory and Critical Care
Medicine, (ja).

165



Araujo EM, Lima-Neto RG

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

166

Gangneux JP, Bougnoux ME, Dannaoui E, Cornet M, & Ralph ZJ.
(2020). Doencas fungicas invasivas durante o COVID-19: Devemos
estar preparados. Journal De Mycologie Medicale.

Arastehfar A, Carvalho A, van de Veerdonk FL, Jenks JD, Koehler
P, Krause R, Cornely OA, S Perlin D, Lass-Florl C, & Hoenigl M.
(2020). COVID-19 Associated Pulmonary Aspergillosis (CAPA)—
From Immunology to Treatment. Journal of Fungi, 6(2), 91.
Sidrim JJC, & Rocha MFG. (2004). Micologia médica a luz de
autores contemporaneos. Guanabara Koogan.

Kosmidis C, & Denning DW (2015). The clinical spectrum of
pulmonary aspergillosis. Thorax, 70(3), 270-277.

Wang H, Ding Y, Li X, Yang L, Zhang W, & Kang W. (2003).
Fatal aspergillosis in a patient with SARS who was treated with
corticosteroids. New England Journal of Medicine, 349(5), 507-508.
Verweij PE, Gangneux JP, Bassetti M, Briggemann RJM, Cornely
OA, Koehler P, Lass-Florl C, van de Veerdonk FL, Chakrabarti A,
& Hoenigl M. (2020). Diagnosing COVID-19-associated pulmonary
aspergillosis. The Lancet Microbe, 1(2), e53-e55.
Schauwvlieghe AFAD, Rijnders BJA, Philips N, Verwijs R,
Vanderbeke L, Van Tienen C, Lagrou K, Verweij PE, Van de Veerdonk
FL, Gommers D, Spronk P, Bergmans DCJJ, Hoedemaekers A,
Andrinopoulou ER, van den Berg CHSB, Juffermans NP, Hodiamont
CJ, Vonk AG, Depuydt P, Boelens J, & Wauters J. (2018). Invasive
aspergillosis in patients admitted to the intensive care unit with severe
influenza: a retrospective cohort study. The Lancet Respiratory
Medicine, 6(10), 782-792.

Wahidi MM, Lamb C, Murgu S, Musani A, Shojaee S, SachdevaA,
Maldonado F, Mahmood K, Kinsey M, Sethi S, Mahajan A, Majid A,
Keyes C, Alraiyes AH, Sung A, Hsia D, & Eapen G. (2020). American
Association for Bronchology and Interventional Pulmonology (AABIP)
statement on the use of bronchoscopy and respiratory specimen
collection in patients with suspected or confirmed COVID-19
infection. J Bronchology Interv Pulmonol.

21.

22.

23.

24.

Meersseman W, Lagrou K, Maertens J, Wilmer A, Hermans G,
Vanderschueren S, Spriet I, Verbeken E, & Van Wijngaerden E.
(2008). Galactomannan in bronchoalveolar lavage fluid: a tool for
diagnosing aspergillosis in intensive care unit patients. American
journal of respiratory and critical care medicine, 177(1), 27-34.
Lahmer T, Rasch S, Spinner C, Geisler F, Schmid RM, & Huber
W. (2020). Invasive pulmonary aspergillosis in severe coronavirus
disease 2019 pneumonia. Clinical Microbiology and Infection.
Segrelles-Calvo G, Aratjo GRS, Llopis-Pastor E, Carrillo J,
Hernandez-Hernandez M, Rey L, Rodriguez Melean N, Escribano
I, Anton E, Zamarro C, Garcia-Salmones M, & Frases S. (2020).
Prevalence of opportunistic invasive aspergillosis in COVID-19
patients with severe pneumonia. Mycoses.

Koehler P, Bassetti M, Chakrabarti A, Chen SCA, Colombo AL,
Hoenigl M, Klimko N, Lass-Florl C, Oladele RO, Vinh DC, Zhu LP,
Boll B, Briggemann R, Gangneux JP, Perfect JR, Patterson TF,
Persigehl T, Meis JF, Ostrosky-Zeichner L, White PL, Verweij PE, &
Cornely OA (2020). Defining and managing COVID-19-associated
pulmonary aspergillosis: the 2020 ECMM/ISHAM consensus criteria
for research and clinical guidance. The Lancet Infectious Diseases.

Correspondéncia

Eduardo Marques de Araujo

Universidade Federal de Pernambuco

Av. Prof. Moraes Rego, 1235 - Cidade Universitaria,
Recife - PE - CEP: 50670-901

RBAC. 2021;53(2):163-166



EDIGAO ESPECIAL COVID-19

Prevaléncia de infecgao pelo SARS-CoV-2 em profissionais de saude
em um Hospital Universitario no Rio de Janeiro durante a pandemia

de COVID-19 em 2020

Prevalence of SARS-CoV-2 infection in healthcare professionals at a University Hospital in
Rio de Janeiro during the COVID-19 pandemic in 2020

Mauricea Francisco da Silva Romero
Gonzalez'

Ricardo de Souza Carvalho’

Isabelle de Carvalho Rangel

Patrick Menezes'

Beatriz Pereira de Azevedo’
Fernando Raphael de Almeida Ferry’

INTRODUGAO

Resumo

A soroprevaléncia do SARS-CoV-2 foi determinada a partir de um inquérito epidemiolo-
gico transversal realizado no Hospital Universitario Gaffrée e Guinle, na cidade do Rio
de Janeiro, Brasil, nos meses de outubro a novembro de 2020, durante a pandemia de
COVID-19, na populagao de funcionarios que exercia atividade laboral naquele periodo. A
caracterizagdo sociodemografica foi realizada, além da analise das associagdes entre as
variaveis de interesse ou exposi¢do com a infecgao pelo SARS-CoV-2, para estabelecer
quais sinais e sintomas foram de maior prevaléncia. Para o estudo foram coletadas amos-
tras de sangue e utilizados ensaios imunocromatograficos (COVID-19 IgG/IgM ECO Test®
e Medtest® Coronavirus (COVID-19) IgG/IgM), para detectar IgG e IgM anti-SARS-CoV-2.
Um célculo amostral obtendo-se 391 profissionais de saliide demonstrou que 173 (44,2%)
individuos apresentaram ao menos um resultado positivo para infecgao pelo SARS-CoV-2.
N&o houve diferenga significativa entre as medianas das idades dos pacientes que apre-
sentaram infecgédo pelo SARS-CoV-2 (mediana 40 anos, I1Q 34-53) e dos que ndo apre-
sentaram infecgdo (mediana 39 anos, 11Q 32-49), valor de P= 0,148. Também n&o houve
diferenca entre o sexo dos profissionais com infeccdo e sem infecgéo pelo SARS-CoV-2
(OR =1,02; IC 95% 0,59 — 1,78). Dos 173 profissionais que apresentaram infec¢édo pelo
SARS-CoV-2, 70 (40,5%) relataram sintomas relacionados a COVID-19, enquanto 41
(23,7%) profissionais relataram que nao apresentaram nenhum sintoma e 62 (35,8%) nao
informaram sobre presenca ou ndo de sintomas, sendo excluidos da andlise. Os sintomas
mais frequentemente apresentados pelos profissionais infectados foram: cefaleia 46,5%
(59/127); perda de olfato 32,3% (41/127); perda de paladar 30,7% (39/127); tosse seca
27,6% (35/127); diarreia 24,4% (31/127); dores no corpo 27,6% (35/127); outros 13,4%
(17/127); dores nas pernas 11,8% (15/127); tonteira 11,8% (15/127) e febre 9,4% (12/127).
Estabelecer um protocolo de vigildncia com um teste facil e rapido para as politicas de
COVID-19 entre os profissionais na linha de frente e atuantes na assisténcia é imperativo
para o controle da transmissdo de SARS-CoV-2 e definir critérios epidemioldgicos que
orientem a tomada de decis&o quanto ao isolamento de profissionais infectados sintoma-
ticos e assintomaticos.
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de um betacoronavirus pertencente ao mesmo subgénero
de epidemias anteriores: Coronavirus da Sindrome Res-

O Coronavirus da Sindrome Respiratoria Aguda
Grave 2 (SARS-CoV-2) foi notificado pela primeira vez
em 31 de dezembro de 2019 a Organizagdo Mundial de
Saude (OMS), sendo identificado como o patégeno que
causa a doencga de Coronavirus 19 (COVID-19). Trata-se

piratéria Aguda Grave 2 (SARS-CoV), na China em 2002,
e o Coronavirus da Sindrome Respiratéria do Oriente
Médio (MERS-CoV), no Oriente Médio em 2012, sendo
transmitido através de goticulas respiratérias e aerossois
de pessoas infectadas.(?
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Apbs o primeiro surto de COVID-19 em Wuhan, China,
uma onda de infec¢des causadas pelo SARS-CoV-2 espa-
Ihou-se da China para os continentes asiatico, europeu,
africano, americano e Oceania, levando a OMS a declarar,
em 30 de janeiro, estado de Emergéncia de Saude Publica
de Importancia Internacional (ESPII) e logo apés, em 11
de margo de 2020, pandemia por COVID-19,84 adotando
diretrizes para o diagnéstico laboratorial, manejo clinico,
prevencgao da infecgdo, controle nos servigos de saude,
comunicagéo de riscos e envolvimento da comunidade.®9

O primeiro caso registrado e notificado pelo Ministério
da Saude (MS) de infecgdo por COVID-19 no Brasil foi o
de um homem apdés retorno de viagem da ltalia, em 26 de
fevereiro de 2020. Logo apds, houve um aumento drama-
tico de casos de pessoas infectadas, levando o governo
brasileiro em margo de 2020 a implementar medidas de
distanciamento fisico.™

A sintomatologia causada pela COVID-19 assemelha-
-se a de outras viroses e as Diretrizes para o Diagndstico
e Tratamento do COVID-19 pela Comissdo Nacional de
Saude da China classificou a gravidade do COVID-19 em
trés estagios: leve, quando os sintomas clinicos s&o leves,
sem achados radioldgicos anormais; moderado, quando
ha a manifestacado de febre, tosse e outros sintomas estao
presentes com pneumonia na tomografia computadorizada
(TC) de torax, e grave, quando ha desconforto respiratorio
com frequéncia respiratéria abaixo de 30/min, saturagao
de oxigénio < 93%, pressédo parcial de oxigénio no san-
gue arterial < 300 mmHg e critico, podendo evoluir para
insuficiéncia respiratéria, choque, tromboembolismo e
disfungdes vitais, exigindo monitoramento em unidades de
tratamento intensivo.® A taxa de letalidade varia segundo
faixa etaria e condigdes clinicas associadas.® Hoje, a
COVID-19 representa grande ameacga a saude publica por
ja ter causado a morte em 6% dos infectados no mundo.
Dados recentes da OMS computaram 98,2 milhdes de
casos notificados e mais de 2,1 milhdes de mortes desde
o inicio da pandemia.®

A pesquisa do virus SARS-CoV-2 constitui importante
etapa no monitoramento da taxa de incidéncia e gerencia-
mento do processo epidemioldgico durante a pandemia de
COVID-19 e os testes laboratoriais para o seu diagndstico
podem ser divididos em duas categorias: aqueles que
detectam diretamente o virus (seu genoma ou antigenos)
e aqueles que detectam a resposta imunoldgica humana
a sua presenga (anticorpos IgM, IgA e 1gG). Apesar de o
método RT-PCR (uma técnica para amplificar um fragmento
de RNA especifico em DNA complementar usando a enzima
transcriptase reversa) ter sido aprovado pela OMS como
0 “padrao ouro” de diagnostico para deteccdo do SARS-
-CoV-2, testes de resposta imunoldgica sao importantes para
determinar a imunidade protetora em varias categorias da
populagao infectada pelo SARS-CoV-2, permitindo monitorar
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o progresso da infeccao em pacientes hospitalizados,
rastreio de contactantes e sobretudo fornecer vigilancia
epidemiolégica em nivel regional, podendo ser realizados
apos o periodo agudo da doenga ou exposi¢ao com infecgao
assintomatica, para avaliar a resposta imunoldgica e sua
duragdo, bem como respostas a vacinagao contra o virus.
Desta forma, o teste rapido que detecta a presencga de
anticorpos contra o virus SARS-CoV-2 pode ser utilizado
para o estudo em uma populagéo com o objetivo de estudar
a sua imunidade contra a COVID-19.(19

Estudos de Oliveira et al.,(" a partir de um inquérito
sorolégico com pacientes ambulatoriais do Hospital das
Clinicas na cidade de Sao Paulo (Brasil), demonstraram
que 32,8% dos participantes que testaram positivo para
anticorpos IgG anti-SARS-CoV-2 eram assintomaticos.
Neste mesmo contexto, Hallal et al.,'? em estudo seme-
Ihante porém com um grande estudo transversal onde foram
realizados dois inquéritos soroldgicos de Soroprevaléncia
em 133 cidades englobando todos os estados brasileiros,
demonstraram a alta heterogeneidade da prevaléncia com
uma variagao de 0% a 25,4%. Estas pesquisas de Oliveira
e Hallal concluiram que a proporc¢éo de pacientes que des-
conheciam ter tido contato com o virus reflete a escassez
de exames realizados na populagdo.(®

Embora haja estudos de prevaléncia da COVID-19 na
populagdo mundial em geral, ha uma compreensao limitada
das taxas de infecgao entre os profissionais de saide, mesmo
estes representando um componente particularmente impor-
tante nesta pandemia por SARS-CoV-2.(") Indo de encontro
com essa necessidade, alguns estudos de prevaléncia de
anticorpos para SARS-CoV-2 entre profissionais de saude
tem demonstrado os fatores de risco para sua transmissao.

Os profissionais que trabalham na assisténcia a saude
na linha de frente no combate a pandemia causada pela
COVID-19 colocam-se em posi¢cao de maior risco a infec-
¢ao do que outros individuos da comunidade® e a falta
de apresentagdes clinicas que caracterizem os individuos
assintomaticos representam grande desafio para o controle
da pandemia. Desta forma, o estudo da transmissao assin-
tomatica e suas implicagbes para a vigilancia refletem a
importancia do estudo temporal e a dindmica da infecgdo.("?

Pesquisas realizadas em um hospital universitario, na
Turquia demonstraram que, entre profissionais assistenciais,
ha um alto risco de transmissao da SARS-CoV-2 ao fornecer
cuidados aos pacientes, apontando para a importancia da
pesquisa periddica do virus, com o objetivo de o detectar
precocemente e promover o isolamento destes profissionais
infectados.(®

Sotgiu et al.,('” utilizaram um teste rapido de imunoen-
saio (Fluxo Lateral Point-of-Care) e demonstraram que 7,4%
dos profissionais em atividade possuiam imunoglobulinas
IgG e que 14,4%, apesar de assintomaticos, possuiam a
doenca ativa, apresentando imunoglobulinas IgM.
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Estudos de Sotgiu e colaboradores"” demonstraram
que os resultados encontrados nos estudos de prevaléncia
demonstram a importancia em se obter respostas as questoes
epidemioldgicas a respeito de anticorpos para COVID-19.
Durante a pandemia, métodos como os de testagens simples,
rapidos e em massa para detectar a infecgdo por SARS-CoV-2
sao fundamentais para a tomada de medidas eficazes e de
vigilancia no combate a infecgao. Desta forma, o teste rapido
de Imunoensaio de fluxo lateral (LFIA) para o diagndstico
de COVID-19, representa uma tecnologia eficiente para o
diagnéstico rapido de infecgdes por coronavirus. Estes testes
s3o realizados pela metodologia da imunocromatografia,®
séo fabricados na forma de kits e requerem apenas uma gota
de sangue, soro ou plasma. Os resultados sao lidos visual-
mente pelo aparecimento de faixas nas zonas de controle e
testes podem ser usados para estudos de triagem em locais
como estagbes ferroviarias, aeroportos, clinicas privadas,
hospitais rurais e unidades de diagnéstico ndo equipadas.
Sua aplicagdo mais racional é a triagem em massa da
populagéo de grupos de risco, bem como de pessoas com
uma forma assintomatica da doenca.(1°2%

Com o objetivo de avaliar a sensibilidade de trés tes-
tes imunocromatograficos (ICT) para detecc¢éo rapida de
anticorpos contra SARS-CoV-2,?" destacou a importancia
da realizagéo dos testes sorolégicos quando o tempo de
inicio dos sintomas for maior que uma semana, uma vez
que a sensibilidade dos trés ensaios de ICT foi notavelmente
maior durante os estagios intermediario e tardio da doenca.

OBJETIVOS

Realizar a soroprevaléncia qualitativa de anticorpos
IgG e IgM anticoronavirus nos profissionais de saude sinto-
maticos ou assintomaticos, das areas assistencial e admi-
nistrativa do Hospital Universitario Gaffrée e Guinle, no Rio
de Janeiro, através de testes rapidos imunocromatograficos.

MATERIAIS E METODOS

Aliniciativa do estudo de prevaléncia de infecgéo pelo
SARS-CoV-2 entre os profissionais de saude do Hospital
Universitario Gaffrée e Guinle foi proposta pela diregao
da instituigdo, que teve como objetivo principal quantificar
a real exposigao dos seus profissionais ao SARS-CoV-2,
desde a decretagdo da pandemia pelo novo coronavirus
pela Organizagao Mundial de Saude em 11 de marco de
2020, e, secundariamente, subsidiar tomadas de decisbes
a respeito de medidas de prevencgao e bloqueio da difuséo
da COVID-19 entre os trabalhadores do hospital. Deste
modo, o estudo foi devidamente apresentado e aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa do HUGG e todos os
participantes que concordaram em participar do estudo
assinaram o TCLE.
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Para realizagcao da pesquisa foi realizado o calculo
amostral tomando como base a populacéo total de profis-
sionais de saude do hospital de 1.958 individuos, segundo
o departamento de gestao de pessoas da instituigao, entre
médicos, enfermeiros, fisioterapeutas, residentes, recepcio-
nistas, assistentes sociais, técnicos administrativos, entre
outros. Tomou-se como base uma margem de erro amostral
de 4,5% e um nivel de confianga de 95% obtendo-se um
tamanho amostral de 391 profissionais.

Todos os profissionais testados foram informados sobre
0s objetivos do estudo, riscos e vantagens. O material e as
informacodes so foram coletados apos assinatura do termo
de consentimento livre e esclarecido.

Para execucgao dos testes foram adquiridos dois testes
imunocromatograficos para pesquisa de anticorpos IgM e
IgG para SARS-CoV-2: o kit COVID-19 IgG/IgM ECO Test®
(ECO DIAGNOSTICA, Nova Lima - MG, Brasil), doravante
denominado TR-ECO e o kit Medtest Coronavirus (COVID-
19) IgG/IgM (MedLevensohn e Hangzhou Biotest Biotech,
Hangzhou, China), doravante denominado TR-MEDTEST.
Ambos os testes se trata de ensaio imunocromatografico
de fluxo lateral sobre membrana para detecgéo qualitativa
em 10-15min de AC IgM e IgG de maneira individualizada
para o SARS-CoV-2. Segundo a analise de acuracia para
testes diagndsticos registrados na ANVISA para a COVID-
19,8 ambos os testes demostraram alta sensibilidade e
especificidade (Quadro 1).

Quadro 1 - Realizagao de testes diagnosticos aprovados pela ANVISA
no Brasil para COVID-19

COVID-19 IgG/IgM ECO Test | MedTest coronavirus
(COVID-19)

1gG [e[€;

Sensibilidade: 95% Sensibilidade: 97,4%
Especificidade: 99% (95%Cl: 86,2-99,9%)
Especificidade: 99,3%
(95%Cl: 96,2-99,9%)
Precisao: 98,9 %
(95%Cl: 96,1-99,9%)

IgM IgM

Sensibilidade: 90% Sensibilidade: 86,8%
Especificidade: 94% (95%Cl: 71,9%-95,6%)
Especificidade: 98,6%
(95%CI:95,0%-99,8%)
Precisdo: 96,1%
(95%Cl: 92,2%-98,4%)

Fonte: Bulas TR-ECO®/ TR-MEDTEST®

O protocolo para realizagdo do estudo consistiu ini-
cialmente na realizagdo de pesquisa de AC através do
TR-ECO em todos os profissionais de salde convocados
para testagem entre o periodo de 10/09/2020 a 12/11/2020.
Todos os individuos da pesquisa concordaram em realizar um
segundo teste imunocromatografico comparativo, no caso o
TR-MEDTEST, simultaneamente com o TR-ECO, isto é, com
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amesma amostra de sangue coletado. Todos os profissionais
participantes foram submetidos a um pequeno questionario e
responderam sobre sinais e sintomas relacionados a COVID-
19, realizagao de RT-PCR para SARS-CoV-2, desempenho
de fungao assistencial ou administrativa, participagdo na
assisténcia direta a pacientes com COVID-19, presenga
de comorbidades, além de sexo e idade. Para os casos de
profissionais com critérios clinicos ou epidemiolégicos, bem
como todos os casos com detecgdo de AC IgM reagente,
independente do teste imunocromatografico realizado,
foram afastados das atividades laborativas e submetidos
ao RT-PCR para SARS-CoV-2.

Para o estudo foi considerado como critério de infec-
cao pelo SARS-CoV-2 (atual ou passada) a presenga de
ao menos um resultado positivo em qualquer um dos testes
executados para detecgao de infecgao pelo SARS-CoV-2
(RT-PCR, IgG ou IgM).

Para estudo dos dados, foram realizadas anali-
ses descritivas dos testes realizados, da prevaléncia de
infeccao pelo SARS-CoV-2 e das caracteristicas dos pro-
fissionais de saude. Para analise da normalidade foram
utilizados os testes de Kolmogorov-Smirnov. Para analise
das associagdes entre as variaveis de interesse ou expo-
si¢do com a infeccao pelo SARS-CoV-2, foram realizados
o teste qui-quadrado ou o teste exato de Fischer e para

Tabela 1 - Resultado TR-ECO

a comparacao de medianas foi utilizado o teste U de
Mann-Whitney. Para analise de concordancia foi utilizado
o coeficiente de concordancia kappa (k) entre os testes
imunocromatograficos em comparagdo com o RT-PCR
para SARS-CoV-2. Para quantificar os fatores preditores de
infecgao pelo SARS-CoV-2, foram realizadas a regressao
logistica uni e multivariada. A forga da associagao entre
os fatores preditores foi expressa como razéo de chances
(OR, do inglés Odds-Ratio), juntamente com o intervalo
de confiangca de 95% e P-valor. As analises estatisticas
foram consideradas significativas quando o valor de P <
0,05. Todas as analises foram realizadas no programa
estatistico IBM SPSS®, versao 27.0 para Mac.

RESULTADOS

Foram incluidos no estudo 391 profissionais de saude
que realizaram ao menos uma testagem para pesquisa
de anticorpos IgG/IGM e/ou RT-PCR para SARS-CoV-2,
segundo os critérios anteriormente citados, resultando em
891 testes imunocromatograficos para detecgdo de AC
IgM/IgG — 391 profissionais realizaram TR-ECO (Tabela 1)
e TR-MEDTEST (Tabela 2) e 109 teste de RT-PCR (Tabela
3). Os resultados dos testes imunocromatograficos e do
RT-PCR estao apresentados nas respectivas tabelas.

Frequéncia Porcentagem Porcentagem valida Porcentagem acumulativa
Valido IgM+/IgG+ 8 2,0 2,0 2,0
IgM-/IgG+ 146 37,3 37,3 39,4
IgM-/IgG- 237 60,6 60,6 100,0
Total 391 100,0 100,0
Tabela 2 - Resultado TR-MEDTEST
Frequéncia Porcentagem Porcentagem valida Porcentagem acumulativa
Valido IgM+/IgG+ 41 10,5 10,5 10,5
IgM+/1gG- 11 2,8 2,8 13,3
IgM-/IgG+ 42 10,7 10,7 24,0
IgM-/1gG- 297 76,0 76,0 100,0
Total 391 100,0 100,0

Tabela 3 - Resultado RT-PCR SARS-CoV-2

Frequéncia Porcentagem valida
Vélido  Nao Reativo 75 68,8%
Reativo 34 31,2%
Total 109 100,0%
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Dos profissionais participantes, a maioria composta
por 271 individuos (69,7%) eram do sexo feminino e 118
(30,3%) do sexo masculino. Amediana da idade de todos os
profissionais foi de 40 anos (l1Q 34-49). Quanto a atividade
profissional, 181 (46,3%) profissionais desempenhavam
atividade estritamente assistencial, isto é, diretamente no
atendimento aos pacientes, e 100 (25,6%) profissionais
desempenhavam atividades ndo-assistenciais; 110 (28,1%)
profissionais ndo informaram atividade profissional. Quanto
ao local das atividades, 268 (68,5%) profissionais desem-
penhavam suas atividades em areas de enfrentamento a
COVID-19, enquanto 13 (3,3%) profissionais desempe-
nhavam suas atividades em outras areas e 110 (28,1%)
profissionais nao informaram suas areas de atuacgao.

Quanto aos resultados dos testes realizados para
deteccdo do SARS-CoV-2, 178 profissionais (45,5% - IC
95% 40,4% - 50,6%) apresentaram ao menos um resultado
positivo conforme critério da pesquisa para infecgao pelo
SARS-CoV-2. Nao houve diferenga significativa entre as
medianas das idades dos pacientes que apresentaram
infeccdo pelo SARS-CoV-2 (mediana 40 anos, 11Q 34-53)
e dos que ndo apresentaram infecgao (mediana 39 anos,
[1Q 32-49), valor de P=0,148. Também nao houve diferenca
entre o sexo dos profissionais com infecgdo e sem infecgdo
pelo SARS-CoV-2 (OR = 1,02; IC 95% 0,59 — 1,78).

Dos 178 profissionais que apresentaram infec¢ao pelo
SARS-CoV-2, apenas 115 (64,6%) responderam sobre a
presenca de sintomas relacionados a COVID-19, sendo que
71 (61,7%) relataram sintomas relacionados a COVID-19,
enquanto que 44 (35,4%) dos profissionais relataram que
nao apresentaram nenhum sintoma, portanto considerados
assintomaticos, e 63 nao informaram sobre presenga ou nao
de sintomas, sendo excluidos desta andlise. Dos 127 relatos
de sintomas relacionados a COVID-19 foram mais frequente-
mente apresentados pelos profissionais infectados: cefaleia
46,5% (59/127); perda de olfato 32,3% (41/127); perda de

paladar 30,7% (39/127); tosse seca 27,6% (35/127); diarreia
24,4% (31/127); dores no corpo 27,6% (35/127); outros 13,4%
(17/127); dores nas pernas 11,8% (15/127); tonteira 11,8%
(15/127) e febre 9,4% (12/127), conforme o Grafico 1. Impor-
tante salientar que os individuos com infecgao sintomatica pelo
SARS-CoV-2 apresentaram mais de um sintoma e por isso o
somatério do percentual dos sintomas ultrapassa os 100%.

Para avaliar a concordancia dos testes imunocroma-
tograficos foi utilizado o coeficiente de concordancia kappa
(k). Para a detecgao da IgG através do TR-ECO obteve-se
um k= 0,27 (p<0,01) e para a detecgéo da IgM pelo mesmo
método um k=0,27 (p=0,44) tendo como teste de referéncia
a deteccao prévia do SARS-CoV-2 através de RT-PCR. Da
mesma forma, foi realizada a mesma analise para a I1gG
do TR-MEDTEST, obtendo um k=0,40 (p<0,01) e para IgM
pelo mesmo TR-MEDTEST, k= 0,42 (p<0,01) (Tabela 4).

Em relagéo a soroconversao apos infecgéo confirmada
por RT-PCR para SARS-CoV-2, 23 (67,7%) pacientes dos
34 com RT-PCR reagente apresentaram IgG e/ou IgM
reagentes com o TR-ECO, enquanto 11 pacientes (32,3%)
nao apresentaram detecgédo de AC para SARS-CoV-2 pelo
teste. Resultados semelhantes foram obtidos pelo TR-ECO,
com 22 (64,7%) pacientes apresentando AC IgG e/ou IgM
detectados, enquanto 12 (35,3%) ndo apresentaram AC
detectados pelo método (Quadro 2).

Aregressao logistica univariada foi realizada para cada
sintoma isoladamente e os resultados da Odds Ratio (OR)
e dos Intervalos de Confianca de 95% estéo expressos na
Tabela 5.

Foi também realizada uma regresséo logistica binaria
multivariada com o intuito de verificar quais os sintomas
seriam preditores para infecgdo pelo SARS-CoV-2 e o
modelo contendo os sintomas de perda de paladar, perda
de olfato e tonteira foi estatisticamente significativo [X?(2)
=44,3; p < 0,0001; Rz Nagelkerke = 0,20], porém perda de
paladar ndo apresentou significancia (p=0,06).

Gréfico 1. Frequéncia de sintomas relacionados a COVID-19 em pacientes com SARS-CoV-2 detectado.
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Tabela 4 - Resultado da concordancia dos TR com a detecgdo do SARS-CoV-2 por RT-PCR

Kappa P-valor Interpretagao
TR-ECO [e]€] 0,27 <0,01 Sofrivel
IgM 0,27 0,44 Nao significativa
TR-MEDTEST [e]€] 0,40 <0,01 Sofrivel
IgM 0,42 <0,01 Regular

Quadro 2 - Resultado soroconversao RT-PCR SARS-COV-2 x Testes rapidos

Teste Pesquisa de Anticorpo para SARS-CoV-2 Pacientes com RT-PCR SARS-CoV-s Detectavel
TR-ECO IgM e/ou IgG reagentes 23 (67,7%)

IgM e IgG N&o reagentes 11 (32,3%)
TR-MEDTEST | IgM e/ou IgG reagentes 22 (64,7%)

IgM e IgG Nao reagentes 12 (35,3%)

Tabela 5 - Tabela com resultado da Regresséo Logistica Univariada e Multivariada para infecgdo pelo SARS-CoV-2.

Regressao Logistica Univariada

Regressao Logistica Multivariada

Sintomas N=277 N=277
preditores para OR IC 95% para OR P R2 OR IC 95% para OR P *R?
SARS-CoV-2 Frequéncia Limite Limite Limite Limite
N=127 inferior  superior inferior  superior
Perda de olfato 32,3% 7,5 3,5 16,2 <0,001 0,15 3,1 1,1 9,3 <0,05 0,20
Perda de paladar 30,7% 9,0 3,9 21,2 <0,001 0,16 3.2 0,9 10,7 0,062
Tonteira 11,8% 6,6 1,8 23,2 <0,01 0,05 4,1 1,1 16,0 <0,05
Dores no corpo 27,6% 3,0 1,6 5,6 <0,001 0,06
Diarreia 24,4% 24 1,2 4,5 <0,01 0,03
Cefaleia 46,5% 1,7 1,1 2,7 0,032 0,02
Febre 9,4% 21 0,8 5,6 0,12 0,01
Tosse seca 27,6% 1,7 1,0 3,0 0,06 0,02
Outros sintomas 13,4% 2,1 0,9 4,9 0,06 0,02
Dores nas pernas 11,8% 1,8 0,8 4,3 0,14 0,01

*R? de Nagelkerke.

N&o houve diferenga estatistica significativa entre os
profissionais que desempenhavam suas atividades assis-
tenciais e os profissionais que desempenhavam atividades
administrativas quanto a chance de infecgdo pelo SARS-
-CoV-2,0R=1,0(IC 95% 0,6 - 1,7). Da mesma forma, nao
houve diferenga estatistica significativa entre os profissionais
que desempenharam atividades assistenciais em areas de
enfrentamento da COVID-19 em comparagao com aqueles
que exerciam suas atividades administrativas em outras
areas da COVID-19, OR = 1,97 (IC 95% 0,6 - 6,5).

DISCUSSAO
Poucos sao os estudos mundiais que demonstram
evidéncias sorologicas em multiprofissionais envolvidos com

a assisténcia na saude; mesmo estes, pela proximidade com
os pacientes infectados pelo virus, serem grandes vetores
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potenciais para a sua disseminacgdo.? No numero abso-
luto de mortes, os Estados Unidos — cujo primeiro obito foi
registrado em 29 de fevereiro —, a india e o Brasil chamam
atencao, sendo os paises mais afetados do mundo também
no numero de casos.

O Brasil € um dos paises mais impactados pela pan-
demia COVID-19,@ e o presente estudo demonstrou que
44,2% de uma populagao representativa de profissionais
expostos ao virus durante um periodo da pandemia por
COVID-19 desenvolveram anticorpos anti-lgG SARS-CoV-2
de forma sintomatica (40,5%) ou assintomatica (23,7%).
Estudo semelhante realizado por Crawford et al.,?» no
Reino Unido, demonstrou evidéncia sorolégica em 18%
dos profissionais de saude (115 de 633) que testaram
como soropositivos, com taxa de COVID-19 sintomatico
de 27,5% em comparacao com uma taxa assintomatica de
15,1%. Hipotetizamos que taxas maiores apresentadas em
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nosso estudo podem estar relacionadas com a educagao
efetiva proposta nos dois paises no uso dos equipamentos
de protecgao individual adequados.

Em relagéo as associagdes demograficas de soropre-
valéncia de SARS-CoV-2 entre os profissionais, nao foram
encontradas relevancias significativas quanto a idade e sexo,
assemelhando-se e confirmando os achados de Patel,??
com excecao de raga-cor, onde dados encontrados por ele
sugerem associagao entre variabilidade genética e imuni-
dade inata, embora ainda n&do haja dados que comprovem
a especulagdo em SARS-CoV-2.

E fato que o nimero total de casos reais de COVID-19
na instituicdo € muito maior do que os confirmados, bastando
observar o numero de participantes que se abstiveram de
responder o questionario no que se refere a sinais e sintomas.

Aregressao logistica multivariada apontou a perda de
olfato e a tonteira como fatores preditores para SARS-CoV-2,
sintomas altamente subjetivos e contrarios a maioria dos
estudos publicados. A febre, sintoma importante em pro-
cessos infecciosos, que na maioria dos estudos publicados
apresenta proporgao de relevancia, como no de Wang et
al.,("® no presente estudo ndo representou proporgao apre-
ciavel, o que requer atencéo clinica especial.

Segundo o CDC, os testes de triagem tém como
objetivo identificar as pessoas infectadas que séo assin-
tomaticas e nao tém exposicdo conhecida, suspeita ou
relatada ao SARS-CoV-2. Atriagem ajuda a identificar casos
desconhecidos para que medidas possam ser tomadas
para prevenir futuras transmissdes. Exemplos de triagem
incluem: testar funcionarios em um ambiente de trabalho;
testar alunos, professores e funcionarios em uma escola
ou universidade; testar uma pessoa antes ou depois da
viagem; teste em casa para alguém que n&o tem sintomas
associados ao COVID-19 e nenhuma exposicao conhecida
a alguém com COVID-19.?®

De acordo com Xavier et al.,®® o uso racional dos
marcadores laboratoriais especificos deve respeitar a cro-
nologia da doenga, e a interpretacao correta pode fornecer
subsidios para um melhor manejo dos pacientes acome-
tidos, bem como identificar portadores assintomaticos ou
com poucos sintomas. Para vigilancia epidemioldgica, &
necessario coletar amostras clinicas para detecgéao viral ou
resposta imune em larga escala para definir uma situagao
real dessa doenga em todo o mundo.

CONCLUSAO

A triagem de rotina dos profissionais envolvidos na
assisténcia em saude deve serimplementada para reduzir a
transmisséo viral e medidas de seguranga devem ser enfa-
tizadas como uso adequado de equipamentos de protegao
individual para proteger esses trabalhadores essenciais de
futuras ondas pandémicas.

RBAC. 2021;53(2):167-174

Nesse contexto, os testes rapidos utilizados em ras-
treios da infecgcao por SARS-CoV-2 sdo uma necessidade
urgente, para permitir um plano eficaz e rapido de diagndstico
e para prevenir futuras transmissdes. Ainda que os testes
rapidos ndo sejam recomendados como unica forma de
diagnéstico da doenga, observamos ser uma excelente
alternativa para a triagem inicial e testagem em massa da
populagao com a qual contamos desde o inicio da pandemia
como ferramenta laboratorial.

Considerando-se a orientagcdo da OMS quanto a
necessidade de testagem em massa das populagdes, a
expansao da pandemia e as barreiras atuais a realizagcao
de RT-PCR compativel com a demanda, as empresas pro-
dutoras de reagentes diagndsticos laboratoriais passaram a
desenvolver testes para pesquisa de anticorpos e antigenos
relacionados ao virus. Aliteratura relacionada a produgéo de
anticorpos (anticorpogénese) frente a um estimulo antigénico
evidencia ser esta uma resposta individual. Logo, conclui-
mos em nossos achados que a quantidade de anticorpos
formados podera variar e ocasionar diferentes momentos
de detecgéo destes anticorpos, embora a grande maioria
dos trabalhos em infecgdes por coronavirus assinalam que,
por volta do sétimo e oitavo dia, eles ja sejam evidenciados,
ressaltando, entdo, que alguns pacientes poderao levar
tempo menor ou maior.

Estabelecer estratégias de testagem para COVID-19 é
fundamental para o aumento do acesso aos testes para definir
a soroprevaléncia. Cabe notar que uma grande quantidade
de novos estudos continua sendo produzida todos os dias
e que as recomendagdes apresentadas estdo sujeitas a
mudangas conforme vao sendo produzidas novas evidéncias.
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Abstract

The seroprevalence of SARS-CoV-2 was determined from a cross-
sectional epidemiological survey carried out at the Gaffrée and
Guinle University Hospital in the city of Rio de Janeiro, Brazil from
October to November 2020 during the COVID-19 pandemic in the
population of employees who worked in that period. Sociodemographic
characterization was performed in addition to the analysis of associations
between the variables of interest or exposure with SARS-CoV-2 infection
to establish which signs and symptoms were more prevalent. For the
study, blood samples were collected and immunochromatographic
assays (COVID-19 IgG/IgM ECO Test® and Medtest® Coronavirus
(COVID-19) IgG/IgM) were used to detect IgG and IgM anti-SARS-
CoV-2. A sample calculation obtaining 391 health professionals showed
that 173 (44.2%) individuals had at least one positive result for SARS-
CoV-2 infection. There was no significant difference between the median
ages of patients who had SARS-CoV-2 infection (median 40 years, 11Q
34-53) and those who did not have infection (median 39 years, 11Q 32-
49), P value = 0.148. There was also no difference between the sex

173



Gonzalez MFSR, Carvalho RS, Rangel IC, Menezes P, Azevedo BP, Ferry FRA

of professionals with and without SARS-COV-2 infection (OR = 1.02;
95% CI 0.59 — 1.78). Of the 173 professionals who had SARS-COV-2
infection, 70 (40.5%) reported symptoms related to COVID-19, while
41 (23.7%) professionals reported that they had no symptoms and 62
(35.8%) did not report on the presence or absence of symptoms, being
excluded from the analysis. The symptoms most frequently presented
by the infected professionals were: headache 46.5% (59/127), loss of
smell 32.3% (41/127), loss of taste 30.7% (39/127); dry cough 27.6%
(35/127); diarrhea 24.4% (31/127); body pain 27.6% (35/127), another
13.4% (17/127); leg pain 11.8% (15/127); dizziness 11.8% (15/127) and
fever 9.4% (12/127). Establish a surveillance protocol with an easy and
quick test for COVID-19 policies among frontline and care professionals
is imperative to control the transmission of SARS-CoV-2 and define
epidemiological criteria that guide the decision-making regarding the
isolation of symptomatic and asymptomatic infected professionals.
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COVID-19; SARS-CoV-2; Seroprevalence
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Abstract

Objective: COVID-19 is presently the most serious public health concern and diagnosis is
a principal tool for controlling and monitoring the spread of the disease. This study aimed
to evaluate the efficiency of direct RT-PCR (dRT-PCR) for detection of SARS-CoV-2.
Methods: Twenty-seven nasopharyngeal swabs from symptomatic individuals were evalua-
ted. Standard RT-PCR was conducted, and for dRT-PCR the samples were preheated
before amplification. Results: Positive agreement was 63.2% and negative agreement
was 100%, being moderately in accord. Conclusion: dRT-PCR may be an alternative for
screening symptomatic patients and a reliable option during an eventual shortage of viral

Vinicius Pietta Perez’
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INTRODUCTION

Since the first report of SARS-CoV-2, the public
health laboratories have worked to develop and validate
molecular assays to detect the causative agent of COVID-
19.0 Considered the most effective test for diagnosis
in symptomatic individuals, reverse transcriptase PCR
(RT-PCR) can help to track positive cases and guide health
agents to evaluate potential epidemiological situations.®
Considering that the vaccines are not yet available for the
majority of the population and the lack of effective treatments,
detecting the virus and isolating the infected people is
the principal tool available to reduce transmission.®4 The
worldwide COVID-19 infection has passed 105,764,730
cases, Brazil is the third country with highest number of
accumulated cases (9,497,795) and the second highest
cumulative number of deaths,® and has limited access
to molecular diagnosis. This is due to few resources and
lacking health care policies. Indeed, the pandemic presents
diagnostic-supply shortages, notably in developing countries.

Thus, we aimed to evaluate and validate the performance
of direct RT-PCR (dRT-PCR) as an alternative method to
screening COVID-19 during the pandemic.

MATERIAL AND METHODS

Our study included fifty samples (nasopharyngeal
swabs) randomly selected from symptomatic individuals
at the LaBiMol/CCM/UFPB Laboratory. These were stored
in phosphate buffered saline (PBS) at -70°C for COVID-
19 testing. According to the BioGene viral DNA/RNA kit
(Quibasa, Brazil) manufacturer’s instructions the RNA was
extracted using a final elution of 60 L of DNase/RNase free
water. For direct dRT-PCR each sample was inactivated at
95°C for 10 minutes, placed in an ice-bath, and immediately
conducted to RT-PCR. Amplification for the SARS-CoV-2
E gene, and human RNAse P was performed according to
instructions, using the SARS-CoV-2 kit (E) (Bio-Manguinhos,
Brazil). For dRT-PCR, 2 pL of inactivated samples were used,
and DMSO added at 2% to complete the final concentration.
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Reactions were amplified using the QuantStudio3 Real Time
PCR System (Thermo Fisher Scientific, USA), and the virus
was considered: detectable when the cycle threshold (Ct)
< 40 for the E gene, undetectable when Ct > 40 for the E
gene and Ct < 35 for RNAse P, and undetermined when
Ct > 40 for the E gene and Ct > 35 for RNase P. Results
were analyzed statistically, where cycle thresholds were
compared using T-test, and concordance in percentage
was calculated, Kappa coefficient was used to measure
the rate of agreement. Values of p < 0.05 were considered
statistically significant. All analyses were performed using
IBM SPSS version 20.0 for macOS (IBM Corporation, USA).

ETHICS

This research was approved by the Ethics Committee
(30658920.4.0000.0008).

RESULTS

Standard RT-PCR detected the presence of SARS-
CoV-2 in 62% of samples (31/50) dRT-PCR detected the
virus in 40% (20/50) of these same samples. For both
methodologies, all reactions were considered valid and
no reactions were undetermined. Concordance between
methodologies was 78% (39/50) with moderate agreement
(Kappa 0.580 £0.101, P=0.001). For dRT-PCR, the positive
agreement was 64.5% and negative agreement was 100%.
The average Ct detected by dRT-PCR was higher than the
average Ct detected by RT-PCR. For RNAse P the values
were 26.6 +2.8 versus 29.3 +2.6, and for the E gene the
values were 21.7 6.3 versus 27.3 £6.2. When comparing
the average Ct for the E gene using standard RT-PCR,
agreement for the samples observed was at 21.7 +6.3,
disagreement was at versus 33.8 3.6 (Chart 1).

Using a serial dilution of clinical samples, the lowest
limit detection was established. The relative limit of detection
(RLOD) for standard RT-PCR was 10 and for direct RT-PCR
was 10 (Table 1).

DISCUSSION

The primer-probe set for the E gene described by
Corman et al.®" is one of the most widely used in Brazilian
public health laboratories, with a limit of detection estimated
at 3.9 copies per reaction. Several different primer-probe sets
are described for detection of SARS-CoV-2, and all have been
found to be highly specific with no cross reactions in samples
of patients infected with other respiratory viruses. However,
the calculated sensitivity is different between primer-probe
sets, and assays using the same E gene set evaluated in
our study displayed increased sensitivity, thus they are able
to reliable detect the viral genome in samples containing 6.3
viral copies and an average Ct of 37.2 (£1.34).®

Purification of viral RNA, manually by spin-column,
with subsequent amplification using SARS-CoV-2 kit (E)
is a time-consuming process. Due to eventual shortage of
RNA purification kits, we evaluated a quick alternative dRT-
PCR which resulted in perfect negative concordance, and
a moderate positive concordance when using the standard
procedure. In Denmark, a study with a similar methodology
observed sensitivities from 89.5% to 92%, with specificity
at 100%, with a mean Ct increment of from +1.4 to +1.9
for dRT-PCR using both the same primer-probe set and
the sample inactivation procedure described in our study.”

For sample collection, PBS is a viable alternative
for transport,® but the sensitivity of dRT-PCR might be
more affected than standard RT-PCR by the medium used.
In Canada, it has been reported that samples stored in
a balanced salt solution medium presented a positive
agreement of 69% and increased inhibition of the PCR
reaction. Employing our methodology of samples stored in
PBS, we observed a similar positive agreement of 63.2%, but
unlike the results of Merindol et al.® no increase in reactions,
which did not amplify the internal control. Another study,
conducted in Spain, achieved similar results, and all samples
amplified the internal control." A plausible explanation is
the reduced volume used in ours and the Spanish study,
which diluted the PCR inhibitors present in the raw samples.

Table 1 - Relative Limit of Detection (RLOD) for standard RT-PCR and direct RT-PCR methods for E gene.

Standard RT-PCR RLOD direct RT-PCR RLOD
Concentration 102 10° 10 108 108 102 10° 10 10° 10
Pos./total 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 1/5
Mean Ct 23.52 26.62 31.14 34.62 28.16 32.34 35.44 37.1
Std. Deviation 0.89 1.48 0.28 0.43 0.89 0.46 0.71

*Concentration is presented in a serial dilution of clinical samples. The observed Relative Limit of Detection (RLOD) is the lowest concentration where all replicates

detect E gene.

176

RBAC. 2021;53(2):175-179



Direct RT-PCR as screening to COVID-19

Chart 1. Comparative results of standard RT-PCR versus direct RT-PCR for 50 samples included in this study

RBAC. 2021;53(2):175-179 177



Pessoa WFB, Galvao BHA, Barroso H, Sousa ESS, Campana EH, Cavalvante MGS, Dejani NN, Perez VP

Due to dilution or to the modified transport media our
alternative dRT-PCR resulted in an increased Ct for the
E gene (+4.2) and discrepant samples between standard
RT-PCR and dRT-PCR presented high average Ct using
standard RT-PCR (an average of 35.2). Thus, we may
assume that the false negatives encountered using dRT-
PCR were related to low viral load.

Other fast and inexpensive alternatives to RNA
extraction from nasopharyngeal swabs have also been
evaluated. In Hong Kong, samples stored in viral transport
medium were heat inactivated, whether preceded or not, by
treatment with proteinase K. When pre-treated, an increase
in the dRT-PCR detection rate was observed.("” We also
evaluated the use of proteinase K; however, the rate of
undetermined reactions was excessively high (data not
shown), which suggests that dRT-PCR performance can
be affected by many factors.

When comparing the available studies, one may observe
that under different protocols, results are not reproduced,
and not all RT-PCR kits are compatible with simplified
sample heat-processing. The use of dRT-PCR should only
be chosen upon proper validation.

The lack of extraction reduces turnaround time for
COVID-19 diagnosis, thus allowing prompt decision making
regarding isolation of infected patients. However due to
the inferior sensitivity of dRT-PCR, it is proposed that dRT-
PCR may be used for screening. To optimize time, and
consumption of reagents, screening could be performed
for the E gene alone, without an internal control (RNAse
P); and samples presenting Ct = 40 be submitted for RNA
extraction/purification and standard RT-PCR.

To evaluate the technical convenience of the proposed
method, total time per run and sample quantity, according to
the prevalence observed in our laboratory, were calculated.
Using the proposed method resulted in decreased time to
detect the virus, yielding results in 2 hours and 20 minutes for
23.3% to 44.4% of samples, and in 8 hours and 20 minutes
for 55.6% to 76.7% of samples.

CONCLUSION

In a sample population with high prevalence, we have
demonstrated that dRT-PCR may be used for screening in
molecular diagnosis of COVID-19, resulting in reduced RNA
viral extraction kit consumption and shortened execution
times. The proposed workflow represents a viable alternative
towards avoiding RNA purification kit shortages in public
health laboratories.

Resumo

Objetivo: A COVID-19 ¢é atualmente um sério problema de salde
publica e o diagndstico é a principal ferramenta para controlar e
monitorar a propagac¢édo da doenga. Este estudo teve como objetivo
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avaliar a eficiéncia da RT-PCR direta (dRT-PCR) para detec¢do do
SARS-CoV-2. Métodos: Vinte e sete amostras de swab nasofaringeo
de individuos sintomaticos foram avaliados. A RT-PCR padr&o foi
realizada e para a dRT-PCR as amostras foram pré-aquecidas antes
da amplificacdo. Resultados: A concordancia positiva foi de 63,2%
e a concordéancia negativa foi de 100%, sendo moderadamente
concordante. Conclusdo: A dRT-PCR pode ser uma alternativa para a
triagem de pacientes sintomaticos e uma opgéo confiavel durante uma
eventual escassez de kits de purificacdo de RNA viral.

Palavras-chave:
Virologia; Triagem; Técnicas de Diagnéstico Molecular; Reagcdo em
Cadeia da Polimerase

REFERENCES

1. Corman VM, Landt O, Kaiser M, Molenkamp R, Meijer A, Chu
DK, Bleicker T, Brinink S, Schneider J, Schmidt ML, Mulders
DG, Haagmans BL, van der Veer B, van den Brink S, Wijsman L,
Goderski G, Romette JL, Ellis J, Zambon M, Peiris M, Goossens
H, Reusken C, Koopmans MP, Drosten C. Detection of 2019 novel
coronavirus (2019-nCoV) by real-time RT-PCR. Euro Surveill. 2020
Jan;25(3):2000045. doi: 10.2807/1560-7917.ES.2020.25.3.2000045.

2. Norz D, Fischer N, Schultze A, Kluge S, Mayer-Runge U,
Aepfelbacher M, Pfefferle S, Litgehetmann M. Clinical evaluation
of a SARS-CoV-2 RT-PCR assay on a fully automated system for
rapid on-demand testing in the hospital setting. J Clin Virol. 2020
Jul;128:104390. doi: 10.1016/j.jcv.2020.104390.

3. Zhang LP, Wang M, Wang Y, Zhu J, Zhang N. Focus on the 2019
novel coronavirus (SARS-CoV-2). Future Microbiol. 2020 Jul;15:905-
918. doi: 10.2217/fmb-2020-0063.

4. WHO. World Health Organization. Considerations for quarantine
of individuals in the context of containment for coronavirus disease
(COVID-19). Switzerland: World Health Organization [updated 2020
March 19; cited 2020 July 27]. Available from: https://www.who.int/
publications/i/item/considerations-for-quarantine-ofindividuals-in-
the-context-of-containment-for-coronavirus-disease-(covid-19

5. Ministério da Saude. Boletim Epidemioldgico Especial. Semana
Epidemioldgica 5 (31/1 a 6/2/2021) [internet]. Brasilia: Ministério
da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Doencga pelo
Coronavirus COVID-19. [acesso em margo 2021] Disponivel
em: https://www.gov.br/saude/ptbr/media/pdf/2021/fevereiro/13/
boletim_epidemiologico_covid_49_13fev21.pdf

6. Nalla AK, Casto AM, Huang MW, Perchetti GA, Sampoleo R,
Shrestha L, Wei Y, Zhu H, Jerome KR, Greninger AL. Comparative
Performance of SARS-CoV-2 Detection Assays Using Seven
Different Primer-Probe Sets and One Assay Kit. J Clin Microbiol.
2020 May 26;58(6):e00557-20. doi: 10.1128/JCM.00557-20.

7. Fomsgaard AS, Rosenstierne MW. An alternative workflow
for molecular detection of SARS-CoV-2 - escape from the NA
extraction kit-shortage, Copenhagen, Denmark, March 2020. doi:
10.2807/1560-7917.

8. Rodino KG, Espy MJ, Buckwalter SP, Walchak RC, Germer JJ,
Fernholz E, Boerger A, Schuetz AN, Yao JD, Binnicker MJ. Evaluation
of Saline, Phosphate-Buffered Saline, and Minimum Essential
Medium as Potential Alternatives to Viral Transport Media for SARS-
CoV-2 Testing. J Clin Microbiol. 2020 May 26;58(6):e00590-20. doi:
10.1128/JCM.00590-20.

9. Merindol N, Pépin G, Marchand C, Rheault M, Peterson C, Poirier
A, Houle C, Germain H, Danylo A. SARS-CoV-2 detection by direct
rRT-PCR without RNA extraction. J Clin Virol. 2020 Jul;128:104423.
doi: 10.1016/j.jcv.2020.104423.

10. Alcoba-Florez J, Gonzalez-Montelongo R, ifiigo-Campos A, de Artola
DG, Gil-Campesino H, The Microbiology Technical Support Team,
Ciuffreda L, Valenzuela-Fernandez A, Flores C. Fast SARS-CoV-2
detection by RT-gPCR in preheated nasopharyngeal swab samples.
Int J Infect Dis. 2020 Aug;97:66-68. doi: 10.1016/j.ijid.2020.05.099.

RBAC. 2021;53(2):175-179



Direct RT-PCR as screening to COVID-19

11. Chu AW, Chan WM, Ip JD, Yip CC, Chan JF, Yuen KY, To KK.
Evaluation of simple nucleic acid extraction methods for the detection
of SARS-CoV-2 in nasopharyngeal and saliva specimens during
global shortage of extraction kits. J Clin Virol. 2020 Aug;129:104519.
doi: 10.1016/j.jcv.2020.104519.

Correspondéncia

Wallace Felipe Blohem Pessoa
Centro de Ciéncias da Saude,
Departamento de Fisiologia e Patologia,
Campos I, Cidade Universitaria,
Universidade Federal da Paraiba-UFPB
E-mail: wallace@ccs.ufpb.br

RBAC. 2021;53(2):175-179

179



EDIGAO ESPECIAL COVID-19

Hemacias pincadas ou em forma de cogumelo em um paciente

acometido por COVID-19

Pincer cells or mushroom-shaped red blood cells in a patient affected by COVID-19

Guilherme Dienstmann’ Resumo
Vitor Barbosa dos Santos?

Samuel Ricardo Comar®

Desde o primeiro caso de COVID-19, ocorrido na China em dezembro de 2019, o espec-
tro da doenga tem se mostrado muito amplo, incluindo uma miriade de manifesta¢des

hematolégicas. Relatamos aqui o caso de um paciente com diagnodstico confirmado de
COVID-19, o qual apresentou, no sangue periférico, a presenga de hemacias apresentan-
do projecdes citoplasmaticas, semelhantes a uma célula pingada (pincer cells), também
conhecidas como hemacias em forma de cogumelo (mushroom-shaped red blood cells).

Palavras-chave

COVID-19; SARS-CoV-2; célula pingada; hemacias em forma de cogumelo

INTRODUGAO

Desde o primeiro caso de COVID-19, ocorrido na pan-
demia pelo novo coronavirus da sindrome respiratéria aguda
grave-2 (SARS-CoV-2), na cidade de Wuhan, provincia de
Hubei, Republica Popular da China, em dezembro de 2019, o
espectro da doenga tem se mostrado muito amplo, incluindo
uma miriade de manifestagdes hematologicas.™ Relatamos
aqui as caracteristicas distintas do sangue periférico de um
paciente com diagnéstico confirmado de COVID-19, que
fazem parte desse universo de manifestacdes.

CASO CLIiNICO

Paciente masculino, 37 anos, nefropata crénico,
hipertenso, em tratamento com hidralazina, anlodipina,
atenolol, valsartan, alopurinol, trezor e sem histérico
prévio de doengas eritrocitarias genéticas. O PCR para
SARS-CoV-2 foi positivo. Apresentou sintomas gripais e
tosse para os quais nao foi recomendada a necessidade de
internacdo. Apos 14 dias de isolamento em casa, realizou
um hemograma e outros exames bioquimicos, os quais
apresentaram os resultados, conforme o Quadro 1.

Na lamina, que foi realizada imediatamente apds a
coleta, sem a adicao de anticoagulantes e corada pela

coloragao de May-Grunwald Giemsa, foi observada a pre-
senga de hemacias apresentando projecdes citoplasma-
ticas, semelhantes a uma célula pingada (pincer cells),
também conhecidas como hemacias em forma de cogumelo
(mushroom-shaped red blood cells), conforme Figura 1.

DISCUSSAO

Segundo o ICSH (International Council for Standardi-
zation in Haematology),? as pincer cells sao classificadas
como sinénimo de esquistdcitos (fragmentos eritrocitarios)
e sdo normalmente associadas a transtornos eritrocitarios,
como anemias diseritropoiéticas congénitas, esferocitose
hereditaria associada a deficiéncia de proteina Banda-3,
coagulagao intravascular disseminada, sindrome hemolitico-
-urémica, purpura trombocitopénica trombatica, doenca renal,
anemia hemolitica microangiopatica, eritroleucemia e, mais
raramente, em hemdlise induzida por drogas oxidantes.®%

No entanto, um estudo recente demonstrou uma
provavel relagdo entre o surgimento de pincer cells e a
infecgdo causada pelo SARS-CoV-2 em um mecanismo
fisiopatoldgico que possivelmente envolveria a ocorréncia
de estresse oxidativo, que desencadearia uma cascata
progressiva de inflamagéo, conhecida como tempestade
de citocinas, provocando danos nas membranas celulares
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das hemacias, resultando em hemodlise oxidativa.® Por
outro lado, outro estudo sugeriu que as pincer cells podem
também ser formadas como resultado de uma possivel
trombose microvascular, particularmente nos pulmoées,
mas também em outros 6rgdos como os rins, onde a sua
formagao seria indicativa de dano microangiopatico aos
glébulos vermelhos.®

especialmente para investigarmos o papel potencial deste
tipo de poiquilécito no diagndstico diferencial de anemias e
na avaliagcao de risco de doencas relacionadas, reforcamos
a necessidade de nos atualizarmos morfologicamente em
relagao as caracteristicas microscopicas das pincer cells a
fim de que possamos reporta-las com seguranga, quando
presentes, uma vez que podem estar associadas nao s6

a COVID-19, como também a varias outras condigdes
clinicas importantes.

Mesmo compreendendo que estudos futuros séo neces-
sarios para melhor clareza deste processo fisiopatologico,

Quadro 1 - Resultados laboratoriais do paciente.

RESUMO DO HEMOGRAMA
Parametro Resultado Valor de Referéncia
Hemacias 3,51 x 108/uL 4,00 — 5,90 x 105/uL
Hemoglobina 10,1 g/dL 12,0 -17,5 g/dL
Volume globular 30,6% 35,0 - 53,0%
Leucdcitos 11,06 x 103/uL 4,00 - 11,00 x 10%/uL
Neutrofilos 66% 40-70%
Bastonetes 5% 0-8%
Metamieldcitos 1% 0
Linfécitos 23% 20 — 45%
Mondcitos 5% 2-10%
Plaquetas 244.000/uL 140.000 — 400.000/pL
EXAMES BIOQUIMICOS
Creatinina 4,94 mg/dL 0,70 — 1,25 mg/dL
Uréia 170 mg/dL 15 — 45 mg/dL
Proteina C reativa 5,2 mg/L < 5,0 mg/L

Figura 1. Hemacias em forma de cogumelo (pincer cells, mushroom-shaped red blood cells). Magnificagao de 1000x. Coloragdo de May Griinwald
& Giensa.
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Abstract

Since the first case of COVID-19, which occurred in China in December
2019, the spectrum of the disease has been very broad, including a
myriad of hematological manifestations. We report here the case of
a patient with a confirmed diagnosis of COVID-19, who presented, in
peripheral blood, the red blood cells with cytoplasmic projections, similar

toa

pincer cells, also known as mushroom-shaped red blood cells.

Keywords
COVID-19; SARS-CoV-2; pincer cells; mushroom-shaped red blood
cells
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Tecnologia do DNA Recombinante

Recombinant DNA Technology

Maria Elizabeth Menezes'’

Prezado Editor,

Os recentes avangos no diagndstico laboratorial do
SARS-CoV-2, causador da COVID-19, e o rapido desen-
volvimento de vacinas anti-SARS-CoV-2, devem-se a Tec-
nologia do DNA Recombinante (TDR), que na década de
1980 revolucionou o diagnéstico laboratorial viral, com o
desenvolvimento de um método de amplificagao, in vitro,
de material genético, chamado de reagdo em cadeia da
polimerase (PCR). APCR foi originalmente desenvolvida em
1983 por Kary Mullis, pesquisador americano que recebeu o
Prémio Nobel de Quimica em 1993 por seu trabalho pioneiro.
A PCR é usada em biologia molecular para fazer muitas
copias (amplificar) de pequenas se¢des de DNA. Usando a
PCR, é possivel gerar de milhares a milhdes de copias de
uma secao especifica de DNA a partir de uma quantidade
muito pequena de DNA. A PCR tornou-se uma ferramenta
comum usada em laboratodrios de pesquisa médica e bio-
l6gica. E usada nos estagios iniciais do processamento de
DNA para sequenciamento, para detectar a presenga ou
auséncia de um gene para ajudar a identificar patdgenos
durante ainfecgao e na geragao de perfis forenses de DNA
a partir de pequenas amostras de DNA.

A TDR tornou possivel um tipo de genética chamada
genética reversa. Tradicionalmente, a pesquisa genética
comeca com um fenétipo mutante e, pela analise de cru-
zamento mendeliano, um pesquisador é capaz de atribuir
o fendtipo a um gene especifico. A genética reversa viaja
precisamente na diregdo oposta, onde os pesquisadores
comegam com um gene de fungédo desconhecida e usam
a analise molecular para determinar seu fenotipo. Ela
ofereceu novas oportunidades para criagao e inovagao na
producao de grande variedade de produtos terapéuticos
com efeito imediato na genética médica e na medicina,
modificando microrganismos, animais e plantas para produzir

Carta ao Editor/Letter to Editor

medicamentos Uteis. A maioria dos produtos farmacéuticos
biotecnologicos sédo de natureza recombinante e desempe-
nha um papel fundamental contra doencgas letais humanas.
Os produtos farmacéuticos sintetizados por meio desta
tecnologia mudaram completamente a vida humana, de tal
forma que levou a Food and Drug Administration (FDA) dos
EUA a aprovar mais medicamentos recombinantes no ano
de 1997 do que nos anos anteriores combinados.

A gama de medicamentos recombinantes tiveram
como alvo uma série de patologias associadas, incluindo
anemia, AIDS, cancer (Sarcoma de Kaposi, leucemia e
cancer colorretal, renal e de ovario), doencgas hereditarias
(fibrose cistica, hipercolesterolemia familiar, doenga de Gau-
cher, hemofilia A, doenga de imunodeficiéncia combinada
grave), Ulceras de pé diabético, difteria, verrugas genitais,
hepatite B, hepatite C, hormdnio de crescimento humano,
entre outros produtos. No ramo da terapéutica esta tecno-
logia possibilitou o desenvolvimento do tratamento para o
disturbio de leucemia, em uma parceria entre a Novartis
Corp e a Universidade da Pensilvania.

A tecnologia do DNA recombinante também permitiu
um grande salto nos processos biotecnoldgicos de uma
forma geral, seja na produgéo destes compostos chamados
recombinantes ou no desenvolvimento de diversas técnicas
que se espalham hoje da medicina até a agricultura, trazendo
avangos e agregando uma série de vantagens comerciais,
gerando conhecimento e tendo a sua frente um campo de
oportunidades aberto. Em termos biotecnolégicos ganham
destaques os campos da imunologia aplicada, da genémica,
as ferramentas de diagndstico, a criagdo de desenvolvimento
de terapéutica farmacéutica e a crescente adocao de safras
geneticamente modificadas e biopesticidas. Por tudo isso
que foi mencionado, somado com a necessidade crescente
de melhorar a capacidade de produgao de proteina recom-
binante e a presenga de um mercado enorme para consumo
de biofarmacos, € possivel concluir que ocorre um grande
aumento na demanda por processos terapéuticos eficazes
no tratamento de uma gama de doengas que acometem o
ser humano. Desta forma, existem vastas oportunidades
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para as empresas e prestadores de servigos tornarem
os testes acessiveis e entrar em regides inexploradas do
mundo com um grande escopo de expansao. O mercado
global de tecnologia de DNA recombinante deve crescer
a uma taxa de aproximadamente 6,9% durante o periodo
de 2017-2023.
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Uso indiscriminado de antibioticos durante a pandemia: o aumento

da resisténcia bacteriana p6s-COVID-19
Indiscriminate use of antibiotics during the pandemic: increasing in post-COVID-19 bacterial

resistance

Lillian O. P. Silva’
Joseli M. R. Nogueira?

Prezado editor,

A resisténcia bacteriana € um grave problema de
saude publica mundialmentenegligenciado que vem sendo
estudado ha mais de dez anos, pois é capaz de causar
milhares de mortes por ano. Em consonéncia, a preo-
cupacao atual com esse tema se amplia devido ao uso
indiscriminado dos antibidticos durante a pandemia da
COVID-19, que vem sendo tratada muitas vezes com
antimicrobianos.("? Contudo, a infeccdo é oriunda da
presenga do novo Coronavirus, SARS-CoV-2, um RNA-vi-
rus zoonatico, de fita simples, descoberto no final de 2019
apos um surto de pneumonia desconhecida em Wuhan, na
China.®% Tal sintoma foi responsavel por justificar o uso
dos antibidticos no tratamento da doenca, mesmo sem
a confirmacgdo de coinfecgdo bacteriana, uma vez que os
sintomas sdo semelhantes as pneumonias bacterianas.®
E valido ressaltar que a terapia antimicrobiana estd sendo
aplicada ndo s6 pela comunidade médica, no ambiente
hospitalar, mesmo sem o embasamento cientifico de sua
eficacia no tratamento da COVID-19, mas também pela
populacdo leiga que faz uso daautomedicagéo, que é
amplamente estimulada pelas Fake News, noticias falsas
que circulampela midia e redes sociais de forma geral, e
pelas indicagbes de diversos profissionais, sejam eles da
area da saude ou ndo.®

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude
(OMS), apenas 15% dos infectados pelo SARS-CoV-2
desenvolvem uma coinfecgdo bacteriana que justifica o
uso da antibioticoterapia.” Outros estudos afirmam que os
antibidticos foram prescritos em cerca de 59% dos casos de
internagéo por COVID-19, independentemente da presenca
de infecgado bacteriana, o que, mediante a capacidade de

adaptagéao e produgdo de mecanismos de resisténciadestes
microrganismos, embasa a preocupagao dos profissionais
de saude quanto ao aumento da ameaga de uma nova
pandemia, desta vez causada por bactérias pan-resistentes,
ou seja, resistentes a todas as classes de antimicrobianos
disponiveis no mercado.®

O uso indiscriminado desses farmacos apresenta um
risco iminente a saude publica mundial, pois, a partir do
momento em que nao havera tratamento farmacolégico
disponivel para os pacientes infectados por bactérias pan-re-
sistentes, também conhecidas popularmente como “superbac-
térias”, ocorrera um possivel colapso dos hospitais, sejam eles
publicos ou privados, devido ao aumento do numero de leitos
ocupados e, consequentemente, de ébitos relacionados.®1?

Ainda que o impacto da COVID-19 no futuro da huma-
nidade nao esteja totalmente elucidado, a perspectiva da
crise sanitaria relacionada as bactérias resistentes é real
€ precisa receber a devida atengdo para que possamos,
desde ja, tentar contornar a situagao através do controle
de prescri¢oes e dispensagao dos antibidticos.
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EDIGAO ESPECIAL COVID-19

O impacto da COVID-19 na malaria

The impact of COVID-19 on malaria

Ricardo Luiz Dantas Machado’

Prezado Editor,

A malaria é considerada um importante problema de
saude publica com impactos na economia e na sociedade
de paises onde a doencga € endémica nas regides tropicais
e subtropicais do mundo. E uma doenga infecciosa cuja
transmissao ocorre durante a ingestdo de sangue dos
vetores no hospedeiro vertebrado, quando inoculam formas
evolutivas do parasito que, pela via circulatéria, invadem os
hepatdcitos e posteriormente as hemacias. A aquisigao das
formas infecciosas do vetor advém de individuos doentes
ou portadores assintomaticos.("

O protozoario responsavel pela malaria € do género
Plasmodium, pertencente ao filo Apicomplexa e a familia
Plasmodiidae. Atualmente, sdo conhecidas cerca de 170
espécies que causam a doenca em diferentes hospedeiros
vertebrados; destes, apenas cinco parasitam o homem:
Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium
malariae, Plasmodium ovale e Plasmodium knowlesi. No
Brasil, ndo ha registros da transmissao nativa de P. ovale
(Africa e Asia) ou de P. knowlesi (responséavel por casos
de zoonoses no Sudeste Asiatico). O P. falciparum esta
associado as maiores taxas de mortalidade e viruléncia,
especialmente na Africa Subsaariana, no entanto P, vivax é
a espécie mais difundida geograficamente, particularmente
no Sul e Sudeste Asiatico, América Central e América do Sul,
sendo responsavel por mais de 40% de casos de malaria
em todo o mundo. O P. malariae teve uma prevaléncia maior
no passado, embora possa ser subnotificada na Amazénia
brasileira e colombiana.®??®

Agravidade e a evolugéo clinica na malaria dependem
da espécie do plasmaddio infectante, intensidade da parasi-
temia, da idade, constituicao genética, estado nutricional e
sua imunidade especifica a malaria. A malaria por P. falci-
parum é a que evolui com mais frequéncia para as formas

Carta ao Editor/Letter to Editor

graves, pois esta espécie pode determinar parasitemia
elevada (> 2% de hemacias infectadas), pela capacidade de
multiplicar-se em hemacias jovens, maduras e senescentes,
por citoaderir ao endotélio vascular da microcirculagéo e
formar rosetas (eritrocitos infectados aderem a eritrécitos
néo infectados) em areas nobres, cérebro, pulmdes e rins.
49 Estes eventos podem levar a malaria cerebral, disturbios
respiratorios, anemia, hipoglicemia e raramente na crianga
a insuficiéncia renal, edema pulmonar e disturbios da coa-
gulacéo. Receptores expressos na superficie do endotélio
vascular tém sua expressao aumentada por uma importante
citocina pro-inflamatéria, a TNF-a, determinando o sequestro
de eritrocitos parasitados e formagéao de rosetas na micro-
circulagao de o6rgéos vitais, culminando com a obstrugao
desses pequenos vasos, por exemplo, no cérebro —malaria
cerebral, evento muito frequente em criangas. Na malaria
cerebral, observa-se também concentragcées aumentadas
de angiopoietina 2 que alteram a permeabilidade da barreira
hematoencefalica, levando ao extravasamento de protei-
nas plasmaticas, edema perivascular e injuria neuronal.
Os eventos fisiopatolégicos que culminam com a malaria
cerebral ndo estdo associados somente com a obstrucao
do fluxo vascular na microcirculagdo, com a auséncia de
sequestro microvascular em todos os casos fatais e com
a rapida resolugéo do coma e posterior recuperagéo na
maioria dos pacientes, o que faz supor que liberagéo de
citocinas induza a uma encefalopatia metabdlica.
Aruptura ciclica de hemacias infectadas com liberagéao
de parasitos, pigmento malarico (hemozoina) e glicosil-
fostatidilinositol (toxina malarica) sdo responsaveis pelas
manifestagdes clinicas na malaria, pois ativam células mono-
nucleares em sangue periférico que estimulam a liberagédo
de citocinas inflamatdrias. Na determinagéo da gravidade da
malaria ocorre um desequilibrio na producao e/ou expres-
sao de citocinas inflamatorias e anti-inflamatodrias. Desse
modo, o TGF-B e a IL-10, que contrarregulam a resposta
proé-inflamatodria, estdo em baixas concentragbes, como
por exemplo na anemia grave dessa doenga. Entretanto,
outros fatores podem concorrer para essa fisiopatogenia,
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como diseritropoiese induzida por citocinas e participacao
de mecanismos autoimunes. Assim, a anemia da malaria,
usualmente normocitica e normocrémica, incide na sua forma
grave (Hemoglobina < 5gdL) em dois grupos de maior risco:
gestantes e criangas menores de cinco anos. Entretanto,
pode ser microcitica e hipocrémica, pela elevada frequéncia
de hemoglobinopatias e deficiéncia de ferro nas mesmas
areas em que a malaria é endémica.®

Afisiopatologia da anemia da malaria, ainda ndo com-
pletamente elucidada, € complexa, multifatorial e envolve,
além da desregulacdo da resposta imune, os seguintes
mecanismos: a) destruigao de eritrocitos parasitados e ndo
parasitados (porém, com produtos do parasito aderidos a
superficie) na circulagéo periférica, com importante parti-
cipacao do bago, sem relagdo direta com a intensidade da
parasitemia; b) redugéo ou alteragdo na produgéao de pre-
cursores eritroides (diseritropoiese), mediada por citocinas,
cuja importancia na génese da anemia parece ser maior
na doencga de longa duragdo e menor nos casos agudos. A
despeito da intensidade da anemia, no sangue periférico,
pode haver baixa contagem de reticuldcitos, o que indi-
retamente expressa algum grau de disfungdo da medula
6ssea, observado por um curto periodo de tempo, mesmo
apos erradicagao do parasito pelo uso de antimalaricos
e laminas com gota espessa sucessivamente negativas.
Com frequéncia, criangas com malaria pelo P. falciparum
apresentam hipoglicemia, por gliconeogénese hepatica
insuficiente, que possui relagao direta com niveis elevados
de parasitemia. Eventos fisiopatoldgicos responsaveis por
malaria grave e até obito também ocorrem na malaria por
P. vivax. Semelhante a importancia da citoadesao nas for-
mas graves de malaria pelo P. falciparum, este fenébmeno
pode também estar presente nas infecgdes pelo P. vivax.®

As manifestag¢des clinicas na malaria séo de carater sis-
témico em que a febre constitui o principal sinal ou sintoma,
presente em quase todos os pacientes. A febre costuma ser
elevada, precedida de calafrio e seguida de sudorese e sem
periodicidade (exceto se houver sincronismo na ruptura de
eritrocitos parasitados, trazendo como consequéncia febre
a cada 48/48 horas nas infecgbes por P. vivax, P, falciparum
e P. ovale, ou a cada 72/72horas nas infecgbes por P. mala-
riae). Quando a febre é acompanhada de cefaleia e calafrio,
denomina-se de triade malarica. Anorexia e artralgia podem
também ocorrer, ao lado de manifestagbes respiratorias
(tosse e sensagao de falta de ar) e gastrointestinais (dor
abdominal, nausea, vomitos e diarreia.®

Os perfis de transmissdo da doenga no Brasil sdo
diferentes e observados em trés ambientes distintos; na
Amazonia e na Mata Atlantica, ambas com predominio de
casos indigenas, e em outras regides, com casos impor-
tados de viagens recentes a areas endémicas de malaria
no pais, ou em outras da América Central e do Sul, paises
africanos ou asiaticos. Sua transmissdo em areas brasileiras
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€ caracterizada como hipoendémica a mesoendémica, com
transmissao instavel com flutuagdes sazonais anuais. Além
disso, nos ultimos anos, complicagdes clinicas associadas a
casos fatais de infecgao por P. vivax tém sido relatadas no
Brasil, sendo motivo de preocupagao para pesquisadores
brasileiros que trabalham com malaria. A malaria em via-
gens tem sido motivo de preocupacéo, pois toda a regido
extra-amazonica é receptiva a transmisséo da doenga por
migrantes infectados de outras areas endémicas e os ser-
vigos de vigilancia sanitaria em alguns municipios carecem
de estrutura adequada para enfrentar o problema.®

A Organizagdo Mundial de Saude considera o diag-
nostico rapido e preciso como o primeiro elemento basico
da estratégia de controle da malaria, contribuindo para a
reducao de sua morbidade/mortalidade. Pardmetros como
alta sensibilidade e especificidade, custo reduzido, execugao
oportuna e acuracia dos exames laboratoriais sdo essenciais
para estabelecer satisfatoriamente a realizagdo de exames
laboratoriais para o diagnéstico do agente responsavel pela
malaria. Em abril de 2017, o Programa Nacional de Controle
da Malaria do Ministério da Saude estabeleceu estratégias
para diminuir a morbidade/mortalidade da doenga, reduzir
a gravidade dos casos e interromper a transmisséo quando
possivel e manter a doenga eliminada onde esse objetivo foi
alcangado. Além disso, essas estratégias visam o diagnostico
de qualidade, por meio do tratamento, controle eficaz do
vetor, educagdo para a promogao da saude, prevengao e
contengao dos surtos como atividades fundamentais para
interromper a transmissdo e controlar a doenga."” Deve-
-se considerar que o diagndstico laboratorial da malaria é
necessario, tendo em vista que as caracteristicas clinicas da
malaria sao inespecificas e se sobrepdem as caracteristicas
de outras doengas febris, bem como a hepatoesplenome-
galia, ictericia e coluria; principalmente com arboviroses,
leptospirose, febre tifoide, septicemias e recentemente a
COVID-19. Além disso, esses procedimentos especificos
s&0 essenciais, uma vez que o tratamento com antimalaricos
€ baseado em estagio especifico da espécie.®

No Brasil, a gota espessa (GE) corada por Giemsa,
segundo o método de Walker, € o método de escolha (padrao
ouro) para o diagnostico da malaria, a fim de identificar a
espécie do parasito causador da infecgdo. A GE é realizada
por puncédo digital sem a necessidade do paciente estar
febril no momento da coleta. Possui sensibilidade maior que
80% e especificidade de 100%; é satisfatério no diagndstico
e permite a quantificacdo da forma parasitaria, essencial
para o acompanhamento da terapia aplicada, e relativa-
mente barato. O limite de deteccao é de 5 a 10 parasitos
por microlitro de sangue. ) Considere, no entanto, que a
GE negativa nem sempre exclui a malaria, pois alguns
antibidticos tém certa agédo antiplasmaodica, reduzindo a
parasitemia e dificultando a localizagdo do protozoario.
Nesse caso, se houver forte suspeita diagnodstica, o teste
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deve ser repetido. Podemos destacar como desvantagem
da GE a limitagdo do diagndstico na baixa parasitemia e
na deteccdo da infeccdo mista; além disso, o atraso no
processamento pode resultar em alteragdes na morfologia
e prejudicar a detecgao segura. Embora a GE seja barata,
torna-se um desafio treinar microscopistas, capacitando-os
a desempenhar e manter o nivel de competéncia.®

Assim como o esfregago sanguineo, também permite
que tanto o parasito seja visualizado, quanto a espécie
de plasmoddio seja detectada mais facilmente, mas tem a
desvantagem de a lamina conter apenas uma camada de
sangue em oposi¢ado a gota espessa que possui varias
camadas, que facilita a localizagao do parasito e também a
identificacdo da espécie pela experiéncia do microscopista.”

Assim, foram criados métodos alternativos de diag-
nostico, como os testes imunocromatograficos (também
conhecidos como teste de diagnostico rapido - TDR) usados,
especialmente, se o diagndstico microscopico nao estiver
disponivel ou nao for confiavel. Esses testes disponiveis
comercialmente sdo baseados em quatro proteinas plas-
madicas diferentes: Histidina (HRP2 — especifico para P.
falciparum), Lactato desidrogenase (LDH), Pan-LDH e aldo-
lase. Os TDRs nao requerem equipamentos e eletricidade,
e requerem apenas um treinamento minimo e, portanto,
s&o indicados em areas remotas onde nao ha laboratérios
para realizacdao de GE. Nos ultimos anos, com o advento
das tecnologias moleculares, novos métodos diagnodsticos
baseados na reagdo em cadeia da polimerase tradicional
(PCR) ou quantitativa em tempo real (QPCR) foram introdu-
zidos, utilizando a subunidade menor do RNA ribossémico
e 0 DNA mitocondrial como alvos. Essas técnicas séo reco-
nhecidas como os métodos mais sensiveis e especificos
de diagnéstico, detectando parasitemia submicroscépica
e com redugéo do volume sanguineo. Além disso, a PCR
deve ser a técnica escolhida fora da area endémica, pois
nessas regides as apresentacdes clinicas do paciente sin-
tomatico induzem o médico a um diagndstico de dengue.
(1.2 As técnicas moleculares ainda apresentam limitagbes de
uso pratico, principalmente pelo alto custo envolvido. Nas
diferentes etapas do processamento, incluem equipamen-
tos e reagentes caros, além de depender de uma estrutura
organizacional para coleta, transporte e processamento das
amostras, o que resulta em um longo tempo para a obtengéo
dos resultados. Um método alternativo ao PCR, ainda em
avaliagao para o diagndstico da malaria, € o RealLamp, que
se baseia na amplificagéo isotérmica de acidos nucléicos.
Sua vantagem esta na facilidade de uso em campo, pois ndo
requer uma infraestrutura laboratorial sofisticada e utiliza um
simples aparelho portatil capaz de realizar a amplificacdo e
a deteccgéo do produto em uma unica plataforma.

Em dezembro de 2019, um novo Coronavirus foi iden-
tificado ser responsavel por muitos casos de pneumonia em
Wuhan, uma cidade na provincia de Hubei, na China. O
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numero de casos aumentou, excessivamente, na Chinae, em
seguida, em todo o mundo causando uma pandemia. O virus
€ agora denominado coronavirus de sindrome respiratéria
aguda grave 2 (SARS-CoV-2).® A doenga foi inicialmente
relatada a OMS em 31 de dezembro de 2019, e a epidemia
de COVID-19 foi declarada uma emergéncia de saude global
em janeiro de 2020, entdo uma pandemia global em 11 de
marco de 2020. Embora a malaria e a COVID-19 possam
ter uma apresentacdo semelhante, os sintomas comuns
que compartilham incluem, mas n&o sao limitados a: febre,
dificuldade em respirar, cansago e cefaleia de inicio agudo,
que pode levar a um diagndstico incorreto de maléria para
COVID-19 e vice-versa, especialmente quando o clinico
confia principalmente nos sintomas.® Sintomas comuns de
infeccao com SARS-CoV-2 incluem febre, tosse, falta de ar,
calafrios, mialgia, dor de cabeca, dor de garganta e nova
perda do paladar ou cheiro; o inicio dos sintomas geralmente
ocorre 4 a 5 dias apos a infecgdo, embora possa ser até
14 dias, e nem todas as pessoas infectadas desenvolvem
sintomas. Aproximadamente uma semana apds o desenvol-
vimento dos sintomas, alguns dos pacientes experimentam
uma piora aguda, com um pronunciado aumento sistémico
de mediadores inflamatérios e citocinas. A resposta infla-
matodria sistémica severa, referida como uma “Tempestade
de citocinas”, é caracterizada por um aumento acentuado
dos niveis de interleucinas e TNF-q, e esta associada ao
desenvolvimento da sindrome do desconforto respiratério
agudo (SDRA). Hipertensao, diabetes, doenga cardiovas-
cular, doencga respiratéria preexistente e obesidade foram
comorbidades comuns; em uma meta-analise de 1.576
pacientes na China, todas, exceto diabetes e obesidade,
foram associadas ao aumento do risco de doenga grave.®*)

Das cinco espécies de parasitos que causam malaria
em humanos, o P. falciparum é responsavel pela maior
parte da morbidade e mortalidade, seguida por P.vivax.
Os eritrécitos infectados se lisam e liberam merozoitos na
circulagao, causando ativagdo do sistema imunoldgico e
levando a liberagao de citocinas pro-inflamatorias, incluindo
TNF-qa, INF-g, IL-6 e IL-12.® Esta cascata de citocinas leva a
sintomas de malaria, e tal como acontece com a COVID-19, a
resposta imune celular na malaria deve ser cuidadosamente
regulada para alcangar uma resposta protetora sem causar
impacto adverso no hospedeiro. As manifestagbes graves
da malaria sao frequentemente devidas a respostas proé-in-
flamatodrias excessivas. O mesmo parece ser verdadeiro em
pelo menos alguns casos de COVID-19, sugerindo que uma
coinfecgao que também leva a respostas pré-inflamatérias
excessivas pode resultar em manifestagdes mais graves e
progndstico desfavoravel.®

A imunossupressao induzida por malaria também foi
observada em muitas coinfecgdes, inibindo significativamente
respostas a outra infecgdo. No entanto, aimunomodulagao
induzida pela malaria tem sido apresentada como protetora

189



Machado RLD

contra as manifestagdes graves de alguns virus respirato-
rios. No Quénia, criangas hospitalizadas diagnosticadas
com influenza e malaria eram menos propensas a sofrer
problemas respiratérios do que aqueles com influenza
isoladamente."® No entanto, em um modelo murino, o
controle viral também foi prejudicado, levando a aumento da
disseminagao viral. Dinamicas semelhantes podem ocorrer
durante a coinfecgédo Plasmddio e SARS-CoV-2; induzida
por malaria, aimunossupressao pode levar a manifestacoes
mais leves de COVID-19, mas simultaneamente diminui o
controle viral, potencialmente aumentando ou sustentando
as cargas virais, o que poderia aumentar o potencial para
transmissao viral.

Desconforto respiratorio, observado em até 25% dos
adultos e 40% das criancas com malaria P. falciparum
grave, tem varias causas, incluindo anemia grave, acidose
metabdlica, citoaderéncia de eritrécitos infectados nos vasos
pulmonares e coinfecgdes com patdgenos causadores de
pneumonia.® O espectro clinico varia de sintomas respira-
térios superiores leves a lesdo pulmonar aguda e sindrome
respiratoria aguda (SARS) fatal. A sindrome do desconforto
respiratério agudo é rara em criangas pequenas com malaria,
mas ocorre em 5% a 25% dos adultos e 29% das mulheres
gravidas com infecgbes graves por P, falciparum, e menos
comumente com malaria P. vivax. Na malaria e COVID-19,
a SARS esta ligada a citocinas inflamatdrias mediadas pelo
aumento da permeabilidade capilar ou dano endotelial, que
resulta em grande dano alveolar. Dada esta situagao, as
coinfec¢des por Plasmodium spp. e SARS-CoV-2 podem
resultar em deterioragao particularmente rapida, com um
mau prognostico. No dano alveolar mediado por infla-
macéo e induzido por malaria, a SARS progride mesmo
apos o tratamento e a eliminagéo do parasito. Individuos
coinfectados podem ser propensos a COVID-19 grave,
porque tanto a malaria quanto a COVID-19 podem levar
a manifestagdes clinicas semelhantes, incluindo febre e
sintomas respiratorios, um ou o outro pode ser esquecido
em um diagnéstico diferencial de dificuldade respiratoria,
levando a um aumento do nimero de mortes. A medida que
a transmissao do SARS-CoV-2 aumenta, particularmente
na Africa e na india, os médicos devem ter isso em mente.
Além disso, documentar a frequéncia, a distribuigdo e os
resultados destas coinfecgbes é de suma importancia.@'?

Considerando que as sequelas hematoldgicas de
COVID-19 ainda estao sendo elucidadas, uma meta-analise
que descreve 1.210 pacientes COVID-19 de quatro estudos
descobriu que os valores de hemoglobina eram 0,71 g/dL
(95% CI: 0,59-0,83 g/dL) menor em individuos com doenga
grave versus doenga mais branda.® Se hemoglobina mais
baixa € um fator de risco ou uma sequela da COVID-19 grave
é desconhecido. No entanto, devido as reservas limitadas,
mesmo pequenas perturbagdes na capacidade de transporte
de oxigénio em individuos com a anemia malarica podem
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resultar em oxigenacédo tecidual insuficiente em meio a
insuficiéncia respiratéria induzida por COVID-19.%

Embora o SARS-CoV-2 tenha se espalhado global-
mente, nossa compreensao da epidemiologia e do curso
clinico da COVID-19 em paises com cargas substanciais
de malaria e doengas tropicais negligenciadas (DTNs) esta
apenas comegando. Provavelmente, porque a transmisséo
comegou mais tarde nesses paises endémicos de malaria e
porque os testes para SARS-CoV-2 sao limitados na maio-
ria dos paises de baixa ou média renda (PBMRs). Se uma
mudanca para uma resposta Th2 é mais comum, e se essa
mudanga fornece alguma protecéo contra doengas graves,
enquanto reduz a imunidade a longo prazo ou aumenta o
periodo de eliminagdo viral, a epidemiologia de COVID-19
em PBMRs pode ser substancialmente diferente do que
foi visto em outros lugares.?# Plataformas de vigilancia em
desenvolvimento rapido para monitorar sinais de coinfec-
¢do SARS-CoV-2 com malaria ou outras doengas tropicais
negligenciadas sera de extrema necessidade. Esforgos
para caracterizar casos de COVID-19 em PBMRs, como a
adigédo do teste de SARS-CoV-2 e a vigilancia epidemio-
I6gica, poderiam ser expandidos, com base na localidade,
prevaléncia de malaria e DTNs, para incluir testes de mala-
ria. Esses testes adicionais podem ajudar a determinar as
taxas de coinfec¢do e comparar a gravidade dos resultados
por status de infecgéo. Esforgos adicionais para descrever
mais cuidadosamente os impactos da clinica de coinfec¢oes
devem continuar a ser investigados e, assim, entender o
impacto potencial do COVID-19 nos PBMRs e mitigar os
piores resultados.®'?

Estudos revelaram que o SARS-CoV-2 usa o receptor
da enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2) para entrar
nas células hospedeiras. O ANG Il é o substrato para ACE2
e quando acumulado pode entdo aumentar a agregacao de
neutrdfilos e intensificar permeabilidade vascular, ocorrendo
uma exacerbagao do edema pulmonar. Por outro lado, estu-
dos demonstram que algumas mutagées nesse gene podem
oferecer protecdo na malaria e também na COVID-19.4.10

A cloroquina (CQ) e a hidroxicloroquina (HCQ) sao
4-aminoquinolinas com rapida atividade esquizonticida.
N&o tem agao contra as formas hepaticas do parasito (hip-
nozoitos) de malaria pelo P. vivax e P. ovale. Além de seu
efeito antimalarico, a cloroquina tem também agéao antipi-
rética e anti-inflamatéria.™ A principal teoria do mecanismo
antimalarico esta relacionada ao bloqueio do processo de
desintoxicagao dos parasitos, e se concentra nos vacuolos
alimentares dos plasmaddios sensiveis, onde aumenta o
pH. Desta forma, inibem a atividade peroxidativado heme
e interrompem sua polimeragao nao enzimatica em hemo-
zoina. Aiincapacidade de ativar o heme destroi os parasitos
por meio de lesbes oxidativas e das membranas proteases
digestivas.® Os efeitos colaterais comuns entre CQ/HCQ
incluem disturbios gastrointestinais (vOmito, ndusea, diarreia,
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dor no estbmago, anorexia e perda de peso) e rea¢des na
pele (rash cutaneo, prurido e perda de cabelo). Sdo obser-
vados raros casos de falha renal e reagbes alérgicas. CQ/
HCQ podem também causar reagbes adversas fatais ou
sérias no coragao e retina, epilepsia, hipoglicemia, bem
como envenenamento causado por overdose. Retinopatia
irreversivel ocorre em 1% dos casos por uso continuo—5a
7 anos. Apesar de CQ e HCQ poderem bloquear a infecgao
por SARS-CoV-2 em células epiteliais renais Vero E3, este
efeito parece ser especifico do tipo celular. Estudos relataram
que CQ e HCQ n&o inibiram a entrada de SARS-CoV-2 em
células pulmonares in vitro, uma vez que CQ e HCQ nao
tém como alvo uma protease transmembrana, independente
do pH, que é uma chave da molécula para infecgao viral em
células epiteliais das vias aéreas. Infelizmente, nem todos os
estudos in vitro encorajadores para o SARS-COV-2 podem
ser traduzidos em configuragdes in vivo.? 9

Finalmente, os programas de controle de malaria
estdo sendo afetados de varias maneiras pela COVID-19.
Para a prevengao da malaria, os mosquiteiros tratados com
inseticida precisam ser renovados regularmente, mas as
campanhas de distribuicao foram adiadas ou canceladas.
Para a deteccgéo e tratamento da malaria, os individuos
podem parar de frequentar as unidades de saude por medo
de exposicao a COVID-19 ou porque ndo podem pagar pelo
transporte, e os profissionais de saude precisam de recursos
adicionais para a protecado contra a COVID-19. Ainda, o
fornecimento de insumos para diagndéstico e medicamentos
esta sendo interrompido em alguns paises, o que € agravado
pela produgdo de medicamentos e diagndsticos abaixo do
padrao e falsificados.
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EDIGAO ESPECIAL COVID-19

Carta ao Editor/Letter to Editor

Qual é o real impacto de resultados falsos negativos no diagnéstico

da COVID-19?

What is the actual impact of false-negative results on COVID-19 diagnosis?

Carlos Hernani Cruz Marmol’

Prezado Editor,

Quantas pessoas ao redor do mundo receberam
resultados negativos para Covid-19 quando na verdade
deveriam ser positivos? A resposta para esta questao
pode ser imprecisa e os motivos que levaram aos resulta-
dos falsos negativos, podem ser varios'. Porém, uma das
hipoteses para este desfecho pode ter sido simplesmente
um equivoco anatdomico durante a coleta de secregéo da
nasofaringe'. Para realizar o RT-PCR, exame considerado
padrdo ouro para o diagnoéstico da COVID-192, é preciso
obter uma pequena amostra de secre¢ao da nasofaringe,
porém é possivel que o swab — objeto especifico para cole-
tar amostras biolégicas — possa nao atingir o alvo correto,
e isso pode levar ao resultado falso negativo'. Detectar
rapidamente os casos positivos possibilita isolar o individuo
e reduzir a transmissdo da doenga, e quando isso néo
ocorre a disseminagao permanece. Sendo assim, quantas
pessoas nao foram isoladas em decorréncia de resultados
falsos negativos? E qual foi a contribui¢gao deste lapso nos
numeros alarmantes de mortes causadas pela COVID-19?

Enquanto a pandemia mostrava seu “lado sombrio”,
resultados falsos negativos podem ter ocorrido por uma
combinacao de dois fatores, alta demanda para coleta de
amostras em casos suspeitos da doenga e escassez de
profissionais treinados para esta atividade'®. Dessa forma,
muitos deles foram recrutados sem experiéncia®, pois o
cenario obrigava agbes emergenciais e, provavelmente, isso
pode ter desencadeado uma sequéncia de erros durante a
obtencéo de amostras da nasofaringe.

Afase pré-analitica é responsavel por todos os passos
que antecedem a analise laboratorial do espécime, incluindo
sua coleta; qualquer erro nesta etapa pode comprometer a
veracidade dos resultados laboratoriais, podendo até mesmo
gerar resultados falsos negativos. Em 1983 — ha quase 40
anos—o0 pesquisador Edward P. Fody ja havia demonstrado

a grande importancia da etapa de obtengdao de amostras
biolégicas, descrevendo, inclusive, a atengao necessaria
para se obter amostras da nasofaringe*. Se digitarmos “fase
pré-analitica” em qualquer site de busca, veremos o quao
conhecido o tema é. Portanto, neste momento, fago outra
pergunta: para onde estamos olhando?

Durante esta pandemia, a medicina 4.0 mostrou sua
forca em prol da saude coletiva®, e o leque de alternativas
tecnoldgicas provavelmente ainda ira se expandir. No
entanto, orientagdes basicas para procedimentos diag-
nosticos permanecem sendo negligenciados. Devemos
conter o entusiasmo nesta era de tecnologias emergentes e
reconhecer que ainda dependemos de aspectos subjetivos
na medicina laboratorial. Sobretudo na fase pré-analitica,
equilibrar velhos e novos conhecimentos parece ser um
caminho prudente para preservar nossas vidas.
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relatos de casos deverao conter: titulo (até 200 caracteres entre letras e espaco),
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excluindo-se tabelas, quadros, figuras e referéncias.

NOTA TECNICA: Descrigéo/ validagao de instrumentos, métodos e técnicas.
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palavras em latim dever&o vir em letras minusculas (excetuando-se, quando for
0 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 académicos
e filiagéo institucional deverdo ser mencionados. O nome completo, endereco
profissional, telefone e e-mail do autor responsavel pelo manuscrito devera ser
especificado.

RESUMO: Devera ser redigido de forma impessoal, bem como ser conci-
so e claro, pondo em relevo, de forma precisa, os fatos de maior importancia
encontrados e as conclusdes obtidas. Devera ser elaborado ainda de forma
estruturada, contendo introducgéo, objetivos, material e métodos, resultados,
discussao e conclusdes. Referéncias ndo deverdo ser citadas e o emprego de
acrénimos e abreviaturas devera ser limitado.

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

INTRODUGAO: Devera apresentar a justificativa para a realizagéo do traba-
Iho, situar a importancia do problema cientifico a ser solucionado e estabelecer
sua relagdo com outros trabalhos publicados sobre o assunto. Nesta segéo,
as citagdes deverdo ser restringidas ao minimo necessario. A introdugao néao
devera incluir ainda dados ou conclusées do trabalho em referéncia. O ultimo
paragrafo devera expressar o objetivo de forma coerente com o descrito no
inicio do resumo.

MATERIAL E METODOS: Deverso ser apresentados de forma breve, porém
suficiente para possibilitar a reproducéo e replicagéo do trabalho. Nesta secéo,
deverao ser informados o desenho experimental e o material envolvido, bem como
devera ser feita a descricdo dos métodos utilizados. Métodos ja publicados, a
menos que tenham sido extensamente modificados, deveréo ser referidos apenas
por citagéo. Fontes de reagentes e equipamentos (empresa, cidade, estado e
pais) deverao ser mencionados. Nomes que séo marcas registradas deveréo ser
também, claramente, indicados. Para melhor leitura e compreenséo, subtitulos
poderao ser estabelecidos.

ETICA: Nesta secao, devera ser declarado, textualmente, o cumprimento da
legislagé@o, quando estudos com seres humanos ou animais forem procedidos.
Devera ser mencionado também a aprovagéo do Comité de Etica correspondente
da instituicdo a qual pertencem os autores responsaveis pelos experimentos,
inclusive, informando, claramente, o nimero do parecer. O Corpo Editorial da
Revista podera recusar artigos que ndo cumpram rigorosamente os preceitos
éticos da pesquisa.

RESULTADOS: Deverao ser apresentados em sequéncia logica e com o
minimo possivel de discussdo ou interpretacdo pessoal e acompanhados de
graficos, tabelas, quadros e ilustragbes. Os dados constantes nesses elementos
graficos, no entanto, ndo deverao ser repetidos integralmente no texto, evitan-
do-se, desse modo, superposigdes. Apenas as informacdes mais relevantes
deveré&o ser transcritas e enfatizadas.

DISCUSSAO: Dever4 ficar restrita ao significado dos dados obtidos e re-
sultados alcangados, procurando, sempre que possivel, uma correlagdo com a
literatura da area. N&ao devera ser incluida uma revisao geral sobre o assunto.
A repetigao de resultados ou informagdes ja apresentadas em outras secdes,
bem como especulagdes que ndo encontram justificativa para os dados obtidos
deveré&o ser evitadas.

CONCLUSOES: Deverdo ser concisas, fundamentadas nos resultados e
na discussao, contendo dedugdes légicas e correspondentes aos objetivos pro-
postos. Em alguns casos, podera ser incluida no item discusséo, ndo havendo
necessidade de repeti-la em item a parte.

CONFLITOS DE INTERESSE: Devera ser informada, de maneira explicita,
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
hé conflitos de interesse”.

SUPORTE FINANCEIRO: Deveréao 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 instituigdes que colaboraram com auxilio técnico e/ou recursos.
No caso de drgédos de fomento, ndo deverao ser utilizadas siglas.

TABELAS: O titulo devera ser breve e descritivo, apresentando de maneira
precisa seu conteudo e o contexto (ou amostra) a partir do qual a informagéo
foi obtida. Devera estar ainda inserido na parte superior da ilustracéo e ser
precedido pela palavra “Tabela”, seguida por um ndmero identificador em alga-
rismos arabicos. A numeragao das tabelas devera ser feita consecutivamente,
a partir da ordem de citagdo no texto. Serdo permitidas notas explicativas de
rodapé (legendas), indicadas por asteriscos e dispostas ao final da tabela. Para
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notas de rodapé, devera ser utilizado algarismos romanos. As tabelas deverao
ser elaboradas com linhas horizontais de separagéo no cabegalho e em sua
parte inferior e sem linhas verticais. Nao deverao ser utilizadas também linhas
horizontais internas. Os dados das tabelas deveréo 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 n&o de-
vera exceder 55 linhas, incluindo titulo, e apresentar largura maxima de 17cm.
Os dados apresentados em tabelas ndo deveréo ser repetidos em graficos. As
tabelas deverédo 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 néo se enquadram no conceito de tabela
séo consideradas figuras, portanto: quadros, graficos, desenhos, imagens e foto-
grafias. Deverao ter um titulo breve e descritivo, disposto em sua parte inferior.
Deverao ainda ser numeradas com algarismos arabicos, consecutivamente, na
ordem de aparecimento no texto e citadas como figuras. As figuras deverao ter
boa resolugéo (minimo de 300 dpi), ser gravadas em formato “.jpg” ou “tif’ e medir
no minimo 12 x 17cm e no maximo 20 x 25cm. As escalas dever&o 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 néo seja
possivel converter para formato “.tif". llustragdes coloridas somente poderao ser
aceitas se os autores assumirem os custos. Os dados apresentados nas figuras
n&o deverao repetir aqueles ja descritos nas tabelas. Os locais aproximados onde
as ilustragdes serdo colocadas deverdo ser determinados no texto. As figuras
deverao ser enviadas em arquivos separados. Nao deverédo ser enviados um
numero excessivo de figuras.

REFERENCIAS: As referéncias, em todas as categorias de trabalho cienti-
fico, deveréo ser normalizadas de acordo com o estilo Vancouver publicado em
Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals [Normas
para Uniformizacdo de Manuscritos Submetidos as Revistas Biomédica] pelo
International Committee of Medical Journal Editors [ICMJE] (http://www.icmije.
org) e que pode ser consultado em www.scielo.br/pdf/rcbc/v35n6/v35n6a14.pdf
(Versé@o em Portugués) ou em www.icmje.org/urm_full.pdf (Verséo em Inglés). A
abreviagao dos titulos dos periddicos 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 Cién-
cias da Saude [Biblioteca Virtual em Saude] (http://portal.revistas.bvs.br/index.
php?lang=pt). Sugere-se incluir aquelas referéncias estritamente pertinentes a
problematica abordada e evitar a inclusdo de nimero excessivo de referéncias
numa mesma citagao. A lista das referéncias devera ser numerada de acordo
com a ordem em que os autores foram citados no texto e ndo em ordem
alfabética. Deverao ser listados somente os trabalhos consultados e citados no
texto. Citagdes de “resumo”, “dados n&o publicados”, “comunicagdes pessoais”
ou “no prelo” poderdo ser adequadamente mencionados no texto, mas néo
serdo aceitos como referéncias bibliograficas. A exatidao das referéncias sera
de responsabilidade exclusiva dos autores.

As citacdes e mencdes no texto de informagdes colhidas em outras fontes, bem
como as referéncias bibliograficas deverédo seguir o exposto abaixo:

TEXTO: Devera ser utilizado em todo o manuscrito o Sistema de Chamada
Numérico. Neste sistema, as citagdes dos documentos deveréo ter numeragao
unica e consecutiva, indicada pelo numero da referéncia em expoente e entre
parénteses. Os autores serdo numerados por ordem de sua citagéo no texto,
independentemente da ordem alfabética. As referéncias citadas 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 numero 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, corporacgéo, editores ou projetos editoriais assu-
mirem a responsabilidade integral pelo documento deveréo ser indicados/
tratados como autores;

» Nomes contendo mais de um sobrenome devera ser indicado o ultimo
sobrenome, sem particulas de ligagdo como “de” ou “da”;

» Sobrenomes duplos, com hifens ou apéstrofos ou que formem uma ex-
presséo deverao ser indicados em seu conjunto;

« Termos relacionados a graus de parentesco (filho, junior, neto, sobrinho),
deverao ser indicados apds os sobrenomes e por extenso.

Alguns exemplos de citagdes:

* Um/dois autores: No mesmo ano, Nishimura e Miyaji®® mudaram a deno-
minacao do fungo para Hortaea werneckii, em homenagem a Parreiras Horta.

« 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.
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« Autores corporativos: De acordo com a Sociedade Brasileira de Dia-
betes,” os sinais e sintomas de hiperglicemia incluem: polidipsia, poliuria,
perda de peso, fome exagerada, visdo embagada, infecgdes repetidas na pele
e mucosas, dificuldade na cicatrizagéo de ferimentos, fadiga e dores nas pernas
(ma circulagao).

« Editores/ Projetos editoriais: Conforme o Dicionario de Especialidades
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 nome de autor: O diagnoéstico de hipertireoidismo, por
sua vez, é dado a partir de resultados baixos de T4 livre e elevados de TSH.(¥

AUTORES: Os autores deverao ser referenciados por seu sobrenome, tendo
apenas a primeira letra em maiuscula, seguido do(s) nome(s) abreviado(s) e sem
virgulas e pontos. Todos os autores deverao ser referenciados e separados por
virgulas (o 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. Deveréo ser dados espacos apds as virgulas.

Observagoes Gerais:

» Quando o documento consultado possuir apenas editores ou compiladores,
esta condicdo devera ser indicada logo apds os nomes dos autores;

* Quando a autoria do documento for de uma organizacgdo, a referéncia
devera ser iniciada diretamente pelo nome da entidade. Se houver mais de
uma entidade com subordinagéo entre elas, estas deverdo entrar em ordem
decrescente de hierarquia e serem separadas por pontos. Se as entidades ndo
apresentarem subordinacéo, estas deverao ser separadas por ponto e virgula;

» Quando o documento consultado n&o possuir autoria, a referéncia devera
ser iniciada por seu titulo;

» Quando o documento consultado for tese, dissertacédo ou monografia devera
ser empregada a seguinte correspondéncia entre tipo e grau: tese: doutorado,
tese: livre-docéncia, tese: PhD, dissertagdo: mestrado, monografia: especia-
lizagéo, monografia: graduagao;

* Quando o documento consultado for de natureza juridica (Constituicao
Federal ou Estadual, Emenda Constitucional, Medida Proviséria, Leis, Decretos,
Portarias, Resolugbes e Cédigos), deverao ser seguidos os padrdes de autoria/
emissado recomendados pela NBR 6023 da Associacdo Brasileira de Normas
e Técnicas (ABNT, 2002), com a apresentacédo grafica adaptada ao estilo de
Vancouver.

« Toda informacao adicionada a referéncia que for encontrada em alguma
fonte que ndo o documento consultado ou informacéo complementar a referén-
cia como suporte do documento ou tradugdo de alguma expressado 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 ndo
devera vir nem em negrito e nem em italico e devera ser finalizado por ponto.

TiTULO DE PERIODICOS/ REVISTAS E ANO: Os titulos de periddicos/
revistas consultados deveréo ser referenciados abreviados e finalizados com
ponto. Importante considerar que todos os pontos da abreviatura do titulo deveréo
ser eliminados, com excegéao do ultimo, empregado para separar o titulo do ano.
Um espaco devera ser dado entre o ponto colocado ao final do titulo e 0 ano. A
separagao entre ano e volume devera ser feita com a utilizagéo de ponto e virgula.

MES, VOLUME, NUMERO E PAGINAS: O estilo Vancouver recomenda que
os meses sejam referenciados em inglés e de forma abreviada, independente
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 manuscritos
nesse idioma. Quando o periédico apresentar paginagéo continua ao longo de
um volume, 0 més e o numero poderdo ser omitidos. Ano, volume, numero e
péaginas deveréo ser escritos sem qualquer espaco entre eles. Quando as paginas
do artigo consultado exibirem numeros coincidentes, deverao ser eliminados os
numeros iguais (445-449, utilizar: 445-9).

EDIGAO E LOCAL DE PUBLICAGAO: As edigdes de documentos consul-
tados deverao ser referenciadas apos o titulo, em algarismos arabicos, seguidas
de ponto e da palavra “edi¢géo” no idioma que figura na publicagéo original e de
forma abreviada. Quando for a primeira edigéo, essa ndo devera ser indicada.
Quando houver a definigéo do local de publicagéo, este devera ser indicado em
seguida a edicéo.

PARAGRAFOS: Quando a referéncia ocupar mais de uma linha, esta devera
ser reiniciada na primeira posigéo 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
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, Castafion-O-
livares LR, Chowdhary A, Cordoba S, et al. Cryptococcus neoformans-Crypto-

195



Instrugdes aos autores/Instructions for authors

coccus gattii Species Complex: an International Study of Wild-Type Susceptibi-
lity Endpoint Distributions and Epidemiological Cutoff Values for Fluconazole,
Itraconazole, 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 gas-
trointestinal 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 indicacdo 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 indicag¢ao 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 methylpredni-
solone 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. Fiscalizagéo de alimentos por
analise microscoépica. In: Aimeida-Muradian LB, Camargo Penteado MV. Vigilan-
cia Sanitaria: tépicos sobre legislagéo 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: Editora
UNB; 2008.

Teses, Dissertagoes e Monografias:

« Autor e indicagao de grau: Maranhao FCA. Analise da expressao génica no
dermatdfito Trichophyton rubrum mimetizando a infecgéo 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 Brasileiro
de Micologia; 2007 nov. 12-16; Recife, Brasil. Recife: Sociedade Brasileira de
Micologia; 2007. p. 314.

Orgaos/ Instituigoes:

« Um autor corporativo: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).
Manual de diagnéstico e tratamento de doencas falciformes. Brasilia: Ministério
da Saude; 2002.

* Mais de um autor corporativo: Fundagédo Oswaldo Cruz; Fundagéo
Carlos Chagas de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro. Relatério
de atividades: 2006. Rio de Janeiro: Fiocruz; 2007.

Referéncias Legislativas:

¢ Leis: Brasil. Lei no. 8.080 de 19 de setembro de 1990. Dispde sobre as
condigbes para a promogao, protegéo e recuperagao da saude, a organizagao e
o funcionamento dos servigos correspondentes e da outras providéncias. Diario
Oficial da Uniéo 20 set 1990; secao 1.

*Decretos: Brasil. Decreto no. 7.580, de 28 de junho de 2011. Regulamenta
a Lei n° 8.080, de 19 de setembro de 1990, para dispor sobre a organizagéo
do Sistema Unico de Saude - SUS, o planejamento da saude, a assisténcia a
saude e a articulacéo interfederativa, e da outras providéncias. Diario Oficial da
Unido 29 jun 2011; segéo 1.

« 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 infecgéo
hospitalar. Diario Oficial da Unido13 mai 1998; secgéo 1.
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* Resolugées: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil). RDC no.
302, de 13 de outubro de 2005. Dispde sobre Regulamento Técnico para Funcio-
namento de Laboratérios Clinicos. Diario Oficial da Unido 14 out 2005; segéo 1.

Meios Eletrénicos:

* Periédicos: Mondelli AL, Niéro-Melo L, Bagagli E, Camargo CH, Bru-
der-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 [periddicos 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. Dispbe sobre Regulamento técnico
para o gerenciamento de residuos de saude [resolu¢cdo 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 brasi-
liensis. In: 40. Congreso Virtual de Micologia de Hongos Patdégenos en América
Latina [evento na internet]. 2003 27jun-14jul; Caracas, Venezuela [acesso em
10 jul 2003]. Disponivel em: http://congresomicologia.ucv.ve.

Atramitacéo de manuscritos sera feita exclusivamente online pelo Sistema
de Gestao de Publicagdes (SGP), no endereco: www.sgponline.com.br/rbac/
sgp. Outras formas de submiss&o, ndo serédo aceitas.

Observagoes Gerais:

» A comunicagéo entre os diferentes participantes do processo editorial de
avaliagéo e publicacéo (autores, revisores e editor) sera feita apenas de forma
eletrénica pelo SGP, sendo o autor responsavel pelo manuscrito informado
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 posterior
acesso por meio de login e senha;

* ARBAC comunicara individualmente, por e-mail, a cada autor a sua partici-
pagao no manuscrito. Caso um dos autores ndo concorde com sua participacéo,
0 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 reviséo;

» Pedidos de fast-track poderao ser considerados desde que justificados
e solicitados por orientadores e/ou coordenadores de programas de pos-gra-
duagéo ou responsaveis por departamentos, laboratérios, setores ou servigos
de instituicdes publicas ou privadas ou ainda se rigorosamente fundamentados
por seus autores. Os pedidos de fast-track deverao vir enderecados ao editor
da RBAC em documento em papel timbrado da instituicdo e carimbado por seus
superiores hierarquicos.

MODELO DE DECLARAGAO

Declaragao de Responsabilidade, Conflitos de Interesse,
Concordancia e Transmissao de Direitos Autorais

Os autores abaixo assinados vimos submeter o artigo intitulado “Titulo do
Artigo” a apreciagao do Corpo Editorial da Revista Brasileira de Anélises Clinicas
- RBAC para sua publicagéo. Nesta oportunidade, declaramos estar de acordo
com que os direitos autorais referentes ao artigo em tela tornem-se propriedade
exclusiva da RBAC desde sua submissdo, sendo vedada a reprodugéo 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 n&o infringe os direitos autorais ou qualquer outro direito
de propriedade de terceiros e que seu contelido é de inteira responsabilidade
dos autores. Declaramos ainda que este € um trabalho original e que n&o foi
publicado anteriormente e nem esta sendo considerado para publicagdo em outro
periddico, tanto no formato impresso quanto no eletrénico. Os autores confirmam
estar cientes e concordantes com a publicacéo do artigo na RBAC e afirmam
nao haver qualquer tipo de conflito de interesse do tema abordado no artigo com
pessoas, entidades ou instituigdes.

Nomes dos autores e assinaturas:
1.

@ N

>

o

Data: / /

RBAC. 2021;53(2):193-196



