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RESUMO

A COVID-19 é uma doencga respiratéria causada pelo virus SARS-CoV-2. A testagem
€ crucial para identificar casos, conter a disseminacao e orientar medidas de saude
publica. Contudo, a testagem ambiental ainda carece de tecnologias eficazes para
monitorar a presenca do virus em espacgos publicos. O estudo objetivou investigar o
meio de coleta e transporte viral (VTM) modificado como tecnologia para detecgao do
virus SARS-CoV-2 em ambientes internos. Para isso, o VTM convencional foi
modificado, acrescentando 3g/L de agar base para torna-lo semissoélido (VTM-SS).
Testes de estabilidade foram realizados para verificar se sua eficacia é equivalente ao
meio VTM convencional. A estabilidade foi analisada quanto a temperatura ambiente
(TA, 18 °C a 22 °C) e controlada (TC, 2 °C a 8 °C) além do tempo de detecgéo pds
inoculacao (basal, 24h, 48h e 72h). Um espirro tem a capacidade de transferir
goticulas contaminadas até 2 m de distancia, por isso testes de detec¢ao de aerossois
em relagdo a distancia também foram avaliados nas métricas 10, 50, 100, 150 e 200
cm. Nos testes de estabilidade, o VTM manteve-se detectado em todos os tempos
(TA e TC), com X?=94,5 e £2= 0,661 para TA, e X?=143 e £2= 0.999 para TC. A
comparacao entre os grupos TA e TC obteve diferencga estatistica com p< 0,001. A
distancia de detecg¢ao apresentou sensibilidade de 100% até 150 cm, decaindo para
87,5% a partir de 200 cm, ambas com especificidade de 100%. Conclui-se que o VTM-
SS é mais estavel em TC e sua distancia de deteccao ideal para o virus da COVID-
19 é de até 150 cm. Assim, essa tecnologia demonstrou potencial como sensor
ambiental para o SARS-CoV-2, podendo contribuir no monitoramento e vigilancia da
COVID-19, delineando estratégias de saude publica. A inovagdo também traz dados
capazes de permitir futura implantagdo de deteccao para outros virus respiratorios.

Palavras-chave: COVID-19; SARS-CoV-2; RT-PCR; Meio de Transporte Viral; VTM,;
Sensor ambiental.



ABSTRACT

COVID-19 is a respiratory disease caused by the SARS-CoV-2 virus. Testing is crucial
to identify cases, contain the spread and guide public health measures. However,
environmental testing still lacks effective technologies to monitor the presence of the
virus in public spaces. The study aimed to investigate the modified viral collection and
transport medium (VTM) as a technology for detecting the SARS-CoV-2 virus in indoor
environments. For this, the conventional VTM was modified, adding 3g/L of agar base
to make it semisolid (VTM-SS). Stability tests were carried out to verify if its
effectiveness is equivalent to conventional VTM media. Stability was analyzed at room
temperature (RT, 18 °C to 22 °C) and controlled temperature (TC, 2 °C to 8 °C) in
addition to the post-inoculation detection time (basal, 24h, 48h and 72h). A sneeze has
the ability to transfer contaminated droplets up to 2 m away, which is why aerosol
detection tests in relation to distance were also evaluated in metrics 10, 50, 100, 150
and 200cm. In stability tests, the VTM remained detected at all times (TA and TC), with
X2=94.5 and 2= 0.661 for TA, and X2=143 and ¢2= 0.999 for TC. The comparison
between the TA and TC groups obtained a statistical difference with p<0,001. The
detection distance presented a sensitivity of 100% up to 150 cm, decreasing to 87.5%
from 200 cm onwards, both with a specificity of 100%. It is concluded that the VTM-SS
is more stable in CT and its ideal detection distance for the COVID-19 virus is up to
150 cm, thus this technology has demonstrated potential as an environmental sensor
for SARS-CoV-2, and may contribute in monitoring and surveillance of COVID-19,
outlining public health strategies. The innovation also brings data capable of allowing
future implementation of detection for other respiratory viruses.

Keywords: COVID-19; SARS-CoV-2; RT-PCR; Viral Transport Medium; VTM,;
Environmental sensor.
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1 INTRODUGAO

A saude publica global sofreu com a disseminag¢&o do coronavirus (2019-nCoV)
ou sindrome respiratoria aguda grave coronavirus-2 (SARS-CoV-2) (1). Um surto
global foi estabelecido desde a identificagdo do novo virus em dezembro de 2019, em
Wuhan, uma provincia de Hubei na China. Casos de pneumonia de etiologia
desconhecida foram identificadas por autoridades de saude locais e associadas a
exposicao no mercado de frutos do mar da cidade (2,3). Rotineiramente, animais vivos
e abatidos s&o vendidos no mercado de frutos do mar de Wuhan, como morcegos,
sapos, cobras, passaros e coelhos. Isso levou a suspeitas sobre uma possivel origem
zoonotica do virus. Apesar das associagdes iniciais, a origem exata do SARS-CoV-2
ainda é objeto de investigagao cientifica intensa e debates na comunidade (4).

A transmissao zoondtica, onde patdgenos saltam de animais para humanos, é
um fendmeno bem conhecido e documentado na histéria das doencas infecciosas.
Varios patogenos que afetam os humanos tém origens zoondticas, destacando a
complexa interagao entre saude humana, animal e ambiental (5).

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV), causador da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), € um dos exemplos mais notaveis de zoonose.
Acredita-se que o HIV tenha se originado de chimpanzés e gorilas na Africa Central.
A transmissao para humanos ocorreu provavelmente através do contato com sangue
infectado durante a caga e o consumo de carne de animais selvagens. Estudos
genéticos tém tracado as origens das cepas HIV-1 e HIV-2, sendo a primeira a mais
comum do virus, a uma linhagem de virus de imunodeficiéncia Simea dos
chimpanzeés, o SIVcpz (6).

As cepas H5N1 e H7N9 do virus da gripe de aves sao outros exemplos de
zoonoses. Essas cepas foram transmitidas de aves para humanos, causando surtos
de gripe aviaria. O contato direto ou indireto com aves infectadas, particularmente em
mercados de aves vivas, tem sido um fator chave na transmissédo desses virus para
humanos. Ambas as cepas tém provocado preocupacado global devido ao seu
potencial pandémico e alta taxa de mortalidade em humanos (7,8).

O virus Ebola, causador de surtos graves e frequentemente fatais de febre
hemorragica, € um exemplo classico de zoonose. O Ebola é transmitido para humanos
a partir de morcegos frutiferos ou primatas ndo humanos, com surtos iniciados

geralmente apdés o contato humano com animais selvagens infectados. Morcegos



frugivoros sao considerados os hospedeiros naturais do virus Ebola, embora o
mecanismo exato de transmissao ainda esteja sendo estudado (9).

O coronavirus SARS-CoV, responsavel pela Sindrome Respiratoria Aguda
Grave (SARS), é outro exemplo de patégeno com origem zoondética. Acredita-se que
este virus tenha se originado de morcegos e sido transmitido para humanos
possivelmente através de civetas, grupo de pequenos mamiferos carnivoros que
pertencem a familia Viverridae. O surto de SARS em 2003 destacou a importancia de
monitorar a saude animal para prevenir infecgdes em humanos, especialmente em
mercados de animais vivos onde diferentes espécies sdo mantidas em proximidade e
com armazenamento improprio (10).

O coronavirus da Sindrome Respiratéria do Oriente Médio (MERS-CoV),
causador da MERS, foi transmitido de camelos para humanos. Estudos
epidemiologicos e virologicos indicam que os camelos sdo um importante reservatério
animal para o MERS-CoV e uma fonte de infeccdo para humanos. A transmissao
ocorre através do contato direto ou indireto com camelos infectados, sendo uma
doencga predominantemente encontrada na Peninsula Arabica (11).

O coronavirus humano (HcoVs) foi identificado pela primeira vez no ano de
1962 como causador de infec¢do respiratoria aguda do trato superior (12). Surtos por
coronavirus vem marcando o século XXI: o primeiro ocorreu no ano de 2002 pelo
coronavirus da SARS-CoV, na China e em Hong Kong. Dez anos depois, outro
coronavirus foi identificado como causador da MERS-CoV. O SARS-CoV-2, causador
da doenga COVID-19, marca a terceira pandemia, que foi altamente virulenta e
patogénica alcangando nivel global em poucos meses (13).

O SARS-CoV-2 é um coronavirus que, como outros, tem sua origem em
morcegos, que sdo considerados o reservatorio natural. Os coronavirus em morcegos
apresentam uma alta taxa de recombinacgao genética, o que facilita a emergéncia de
novos virus capazes de infectar outras espécies (14). A analise gendmica do SARS-
CoV-2 revela uma semelhanca significativa com coronavirus de morcegos,
particularmente com o RaTG13, um coronavirus de morcego identificado na China (5).
A transmissao do virus de morcegos para humanos pode ter envolvido um hospedeiro
intermediario, onde mutag¢des adicionais ou recombinagdes genéticas ocorreram,
permitindo a adaptacdo do virus a novos hospedeiros. Pangolins foram propostos
como possiveis hospedeiros intermediarios, uma vez que coronavirus semelhantes

ao SARS-CoV-2 foram encontrados nessas espécies (15).



O salto interespécies do SARS-CoV-2 foi facilitado por suas caracteristicas
moleculares especificas, particularmente a proteina Spike (S), que media a entrada
do virus nas células humanas. A proteina Spike do SARS-CoV-2 possui um dominio
de ligacdo ao receptor (RBD, do inglés Receptor Binding Domain) que se liga de
maneira eficiente ao receptor da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA-2, do
inglés Angiotensin-Converting Enzyme-2) humana, uma caracteristica crucial para a
infecgdo de células humanas (16). Além disso, a presenga de um sitio de clivagem
polibasico na proteina Spike aumenta a capacidade do virus de ser processado pelas
proteases da célula hospedeira, facilitando a fusao viral e a entrada celular (17).

A rapidez do contagio e da propagacao viral € a principal caracteristica dos
coronavirus. Até o momento, foram identificados sete tipos com capacidade de
infectar os seres humanos: HcoV-229E e HcoV-NL63, do tipo a-coronavirus, 11 HcoV-
HKU1 e HcoV-OC43 do tipo B-coronavirus, com baixa viruléncia e infectividade,
causando sintomas respiratorios leves, como o de um resfriado comum. Em
contrapartida, os coronavirus SARS-CoV e MERS-CoV do tipo B-coronavirus, levam
a infecgdes graves do sistema respiratério, podendo evoluir para 6bito. O SARS-CoV-
2, pertence também ao grupo B-coronavirus com compatibilidade genémica de 79,5%
em relacdo ao SARS-CoV e de 96,2% com o CoV RaTG13, caracterizando o morcego
como o hospedeiro da doenga COVID-19 (14,18,19).

A progressdao da doenca ocorre em varias etapas, e parece estar
correlacionada a ligagdo de proteinas virais Spike com co-receptores da enzima
conversora de angiotensina 2 (ECA-2), no organismo humano, localizados
principalmente nos pulmdes, cérebro, coracdo, rins e trato gastrointestinal (20,21).
Alguns fatores parecem estar relacionados a morbimortalidade de pacientes
acometidos com COVID-19. Nesse contexto, destacam-se as predisposicoes
genéticas, onde em estudos recentes tém identificado variantes genéticas que podem
influenciar a suscetibilidade a infeccao e a gravidade da doenga. O gene ECA-2, que
codifica o receptor principal para a entrada do SARS-CoV-2 nas células, € um ponto
critico. Variagbes neste gene podem afetar a suscetibilidade a infecgdo e a gravidade
da COVID-19 (16). O gene TMPRSS2 (do inglés Type-2 Transmembrane Serine
Proteases) codifica uma protease crucial para a entrada do virus nas células.
Variantes neste gene podem influenciar a eficiéncia da infec¢do viral (22). As
diferengas nos genes do sistema Antigeno Leucocitario Humano (HLA) podem afetar

a capacidade do corpo de reconhecer e combater o virus. O gene CCR5 (do inglés



Disseminated Clonal Complex 5) desempenha um papel na resposta imunoldgica e
inflamatéria. Algumas variantes podem influenciar a gravidade da doenga (23). Genes
que codificam citocinas, como a Interleucina 6 (IL-6), sao fundamentais na resposta
inflamatéria do corpo. Variagdes nesses genes podem levar a uma resposta
inflamatéria exagerada, agravando a COVID-19 (24).

Estudos sugerem que individuos com certos tipos sanguineos, principalmente
o tipo A, podem ter um risco aumentado de infeccao e de desenvolver formas mais
graves da doencga (25). Regides cromossémicas especificas foram identificadas onde
variantes genéticas estdo associadas a um risco aumentado de infeccdo grave por
SARS-CoV-2 e morte (26).

Além dessas caracteristicas, as diferencas fisiopatoldgicas na suscetibilidade
ou resposta a infecgdo, desigualdades sociais, condi¢des e estilo de vida,
circunstancias de trabalho e condi¢gdes de saude subjacentes aparecem no ranking
do que leva ao aumento de morbimortalidade (12,27). O virus causador do COVID-19
€ transmitido, principalmente, por goticulas de saliva ou secre¢ao nasal, através de
tosse, espirro ou fala de pessoas contaminadas, fator esse que possibilitou a
disseminagao em poucos meses (12).

Os 6rgaos internacionais de saude sugerem que a transmissao direta por
goticulas é provavel e que a transmissdo aérea ocorre pela geracao de aerossais.
Mecanismos de formacdo de aerossoéis foram descritos e todos os mecanismos
exigem que a tensao superficial do fluido do revestimento do trato respiratério seja
superada pelas forcas de cisalhamento. Espirros e tosse sdo geradores eficazes de
aerossol, mas todas as formas de expiragao produzem particulas em varios tamanhos
com potencial para contagio (1,28). Estudos sobre o monitoramento do SARS-CoV-2
em agua, esgoto, lodo, ar e em superficies, vem crescendo frente a esse cenario, com
o intuito de avaliar o risco de contragao e infecgao viral. A transmissao do virus pode
ser contida de forma eficaz aplicando medidas preventivas indicadas pelas
autoridades nacionais e internacionais da saude (29). A utilizacdo de sensores para a
deteccdo do SARS-CoV-2 no ambiente representara um avancgo significativo no
controle da pandemia de COVID-19 (e, por extensdo, de outros virus). Esses
dispositivos, se capazes de captar a presenca do virus no ar, serdo cruciais para
identificar espagos com alta carga viral e, consequentemente, para prevenir a
propagacao da doenga. Em 2022, estudos mostraram que a detecgdo ambiental do

virus pode ser um complemento eficaz as medidas de saude publica, como testagem



individual e rastreamento de contatos (30). Nesse panorama, constatou-se a
necessidade de desenvolver uma tecnologia eficaz de captacido, presenca e

identificagdo do virus SARS-CoV-2 no ambiente.
1.1 PROBLEMATIZACAO

A pandemia de COVID-19 enfatizou a importancia de inovar na detecgcao e
monitoramento do SARS-CoV-2. Os esforgos para desenvolver métodos eficazes de
teste tém sido fundamentais na luta contra a pandemia. Estudos recentes demonstram
0 progresso em tecnologias de diagndstico, incluindo testes rapidos e métodos
baseados em reacdo de cadeia de polimerase (PCR, do inglés Polymerase Chain
Reaction), que oferecem resultados rapidos e precisos, essenciais para o controle
efetivo da doenca (30). Além disso, o monitoramento ambiental do virus, como a
analise de amostras de ar em locais publicos, emergiu como uma estratégia valiosa
para identificar areas de alto risco de transmissao (31).

A sensibilidade e a especificidade das tecnologias dos dispositivos de captagao
ambiental na deteccdo do SARS-CoV-2 variam significativamente, dependendo de
uma série de fatores, incluindo o tipo de dispositivo, o método de coleta e as condigdes
ambientais (32). A tecnologia para a detecgdo de virus no ar, crucial para o
monitoramento de doencgas como influenza e tuberculose, que sao patologias onde os
seus ciclos sdo bem estabelecidos e robustos na literatura, envolve o uso de
dispositivos inovadores. Estes coletam amostras do ar e as analisam para detectar
patdgenos, utilizando sensores avangados e técnicas de bioanalise como PCR na
maioria dos casos (30). Sua portabilidade e facilidade de uso s&o essenciais para
permitir monitoramento eficaz em locais de alto risco, como hospitais e espagos
publicos (33).

A correlacdo entre a presenca do virus no ambiente e o risco real de
transmissdo para os seres humanos ainda ndo € completamente compreendida,
gerando incertezas na interpretacao dos dados obtidos (34). Porém, ja se encontra na
literatura dados animadores. Um exemplo notavel é o dispositivo criado por
pesquisadores da Universidade de Washington, que emprega sensores inicialmente
projetados para detectar a proteina Beta-amiloide presentes na doenca de Alzheimer,
agora adaptados para identificar a proteina Spike do SARS-CoV-2. Este dispositivo

cria um corredor de ar umido, melhorando a detecg¢ao do virus no ar. Além da COVID-



19, sua aplicagéo pode se estender para identificar outros patdégenos como Influenza
e virus sincicial respiratorio (VSR). A sensibilidade de detecgao desse dispositivo varia
entre 77% e 83%, e ele ja foi testado em ambientes internos, incluindo apartamentos
de pacientes infectados (35). Outra inovagdo € o CoronaTrap, desenvolvido pela
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ). Este dispositivo consegue capturar
O coronavirus em uma camera escura sob condigdes controladas, permitindo
monitoramento mais preciso. O CoronaTrap € uma evolugao do anterior CoronaTrack,
com maior capacidade de coleta ambiental. Sua versatilidade inclui a coleta de outros
virus, bactérias e fungos, essencial para monitorar a qualidade microbioldgica do ar
em diferentes ambientes, como escolas publicas e hospitais (36). Diante desse
cenario, neste trabalho, prop0s-se investigar a aplicacdo de uma tecnologia de
captacdo ambiental baseados em um Meio de Transporte Viral (VTM) modificado,
para a deteccdo do SARS-CoV-2, com o intuito de elucidar as principais barreiras
técnicas e operacionais existentes, com dados de estabilidade e detecgédo, indicando
futuras aplicacbes e levando em consideragcdo a relagdo custo-beneficio como
principal diferencial para sua implementagdo. Essas tecnologias s&o essenciais nao
apenas para combater a COVID-19, mas também para prevenir futuras pandemias,
possibilitando monitoramento mais eficaz de patdégenos no ar. Sua aplicagcado
transcende o contexto atual da COVID-19, abrindo caminhos para o controle de uma
ampla variedade de doencgas respiratérias e impactando significativamente a saude
publica global.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral desta pesquisa € investigar o meio de coleta e transporte viral
(VTM) modificado (semissdélido) como tecnologia para detecgéo do virus SARS-CoV-

2 em ambientes internos.

1.2.2 Objetivos Especificos

1. Desenvolver um meio de coleta com caracteristicas semissolidas baseado na
formulacdo do Meio de Transporte Viral (VTM), que possa coletar de forma

passiva o virus do SARS-CoV-2 em ambiente interno;



. Avaliar a estabilidade do VTM semissélido como meio de coleta e transporte
em relacao a temperatura e ao longo do tempo;

. Avaliar a detec¢ao do VTM semissolido baseado na aderéncia viral proveniente
do ambiente em diferentes distancias da fonte propagadora;

. Avaliar sensibilidade e especificidade do VTM semissélido na detecg¢ao do virus

SARS-CoV-2 em amostras provenientes do ambiente.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA
2.1 INFECGOES RESPIRATORIAS

As doencas infecciosas mais comuns entre os seres humanos séo as infeccoes
respiratérias agudas (IRA), que se destacam como a principal fonte de morbidade
associada a patologias infecciosas, internagcdes hospitalares e 6bitos em criangas,
especialmente em nagdes em desenvolvimento e naquelas com menos de cinco anos
de idade (37). A IRA, em sua definicdo mais ampla, engloba todas as infec¢bes que
afetam o trato respiratério.

As infeccbes do trato respiratdrio constituem a maior parte das enfermidades
em escala global, superando o numero de casos de HIV, malaria, cancer e doencas
cardiacas. A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) aponta essas infecgbes como a
principal causa de morte em paises menos desenvolvidos (38), sendo os virus
respiratérios os principais agentes patogénicos nesses casos (39).

De acordo com a OMS, as IRA sao responsaveis por aproximadamente 4
milhdes de mortes anuais, 0 que representa uma significativa parcela das doencas
infecciosas (40). Entre 2000 e 2018, observou-se uma tendéncia de leve redugao nas
taxas de mortalidade por IRA globalmente. Esse decréscimo pode ser atribuido a
melhorias nas intervencdes de saude publica, vacinacdo e tratamento médico e
prevengao (41). No entanto, as disparidades entre paises de alta e baixa renda
permanecem evidentes, com as nacdes mais pobres apresentando taxas de
mortalidade significativamente mais altas.

No Brasil, as IRA também constituem uma causa de morte, principalmente
entre os grupos populacionais mais vulneraveis. De acordo com o Ministério da
Saude, houve uma reducao de aproximadamente 20% nas mortes por IRA entre 2000
e 2018 (41). Essa melhora pode ser atribuida a programas de vacinagéo, como o
Programa Nacional de Imuniza¢des (PNI), e ao aumento no acesso aos servigos de
saude. Apesar desses avancgos, as IRA continuam sendo uma preocupacéao de saude
publica no pais, necessitando de atencao continua e fortalecimento das estratégias
de prevencao e tratamento. O periodo entre 2019 e 2023 foi marcado por significativas
mudangcas nos padroes de morbidade e mortalidade relacionados as IRA,
especialmente devido a pandemia de COVID-19 causada pelo novo coronavirus
SARS-CoV-2. A pandemia de COVID-19, declarada pela OMS em 11 de margo de
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2020, levou a um aumento sem precedentes nas mortes por IRA em todo o mundo
(42). Até o final de 2022, a COVID-19 havia causado mais de 6 milhdes de mortes
oficialmente registradas, embora estimativas sugiram que o numero real poderia ser
significativamente maior (43). Esses numeros refletem o impacto devastador da
pandemia na populacdo global, sobrecarregando sistemas de saude e expondo
vulnerabilidades em preparagao e resposta a emergéncias de saude publica. No
Brasil, a pandemia de COVID-19 também teve impactos profundos. O pais enfrentou
desafios significativos em termos de capacidade de resposta, levando a altas taxas
de mortalidade. Até o final de 2023, o Brasil registrava uma das maiores contagens
de mortes por COVID-19 no mundo, com mais de 708 mil vidas perdidas (44). Essa
situacao ressaltou a necessidade critica de investimentos em infraestrutura de saude,
bem como a importancia da adesdao a medidas preventivas e campanhas de
vacinacdo e métodos de prevencado. As licdes aprendidas durante esse tempo sao
cruciais para fortalecer os sistemas de saude, melhorar a preparagéo para futuras

pandemias e garantir a resiliéncia diante de desafios de saude publica.

2.2 SARS-COV-2

Em 2019, o mundo foi afetado pelo aparecimento de uma nova doenca
respiratéria chamada de COVID-19 (do inglés Corona Virus Disease, 2019), cujo
agente causador € o SARS-CoV-2, levando a uma patologia respiratéria que pode ser
assintomatica, com desenvolvimento de sintomas leves ou com desenvolvimento de
quadros mais graves ligados a sindrome respiratéria aguda grave (SARS) (42). A
epidemia foi declarada em dezembro de 2019, identificando a cidade de Wuhan na
China, onde no dia 12 de dezembro de 2019 foi registrado o primeiro caso, vindo a
ser o epicentro da infeccao (45). Em poucos meses, o virus propagou-se com extrema
rapidez em diferentes continentes adquirindo a proporcdo de pandemia com um
aumento exponencial de novos casos de contagio (42). As autoridades chinesas
alertaram a OMS no dia 7 de janeiro de 2020 a respeito da descoberta de um novo
tipo de coronavirus, capaz de causar SARS, chamado inicialmente de nCoV2019 e,
sucessivamente renomeado no dia 11 de janeiro de SARS-CoV-2 (46). Segundo os
dados da OMS, as areas mais atingidas foram inicialmente localizadas no continente
asiatico, (24% dos casos confirmados), devido ao fato que o patdogeno surgiu na

China, disseminando-se pelo resto do globo, sucessivamente a area europeia se
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posicionou em primeiro lugar sendo, ltalia (18%) e EUA (9%) confirmando a sua
propagagcao em varios continentes (45), sendo declarado pandemia no dia 11 de
margo de 2020 pela OMS. A taxa de mortalidade variou entre paises e regides, sendo
influenciada por varios fatores, incluindo sistemas de saude, medidas de saude
publica adotadas, taxas de vacinagao e caracteristicas demograficas da populacao
(14).

Os dados sobre a pandemia de COVID-19 tém sido coletados e analisados por
varias organizagoes e instituicdes de saude, incluindo a OMS, os Centros de Controle
e Prevencao de Doengas dos EUA (CDC), o Centro de Controle e Prevencao de
Doengas Europeu (eCDC) e a Universidade Johns Hopkins. Essas instituigdes
fornecem atualizagdes regulares sobre o numero de casos confirmados, mortes e
recuperagdes (30,47). A pandemia da COVID-19, além de causar mortes diretas,
trouxe consigo impactos indiretos substanciais na saude global, como o agravamento
de condigdes de saude preexistentes, um aumento significativo nos problemas de
saude mental e interrupgdes nos servigos de saude (48). Estes efeitos indiretos tém
contribuido para o aumento da carga global de doencas, desafiando ainda mais os
sistemas de saude ja sobrecarregados. O agravamento de condi¢gdes de saude
preexistentes foi observado devido a redugdo no acesso aos servigos de saude,
especialmente para pacientes com doencas cronicas que enfrentaram dificuldades no
gerenciamento de suas condi¢des (30). Interrupgcdes nos servigos de saude, incluindo
adiamentos e cancelamentos de procedimentos eletivos e exames de rotina, também
foram amplamente relatados, afetando o diagnéstico e tratamento oportuno de varias
condigdes (31). Além disso, a pandemia impactou significativamente a saude mental
da populagdo, com um aumento nos casos de ansiedade, depressao e estresse,
causados por fatores como isolamento social, incertezas econdmicas e medo da
doenca (49). Estes problemas de saude mental evidenciam a necessidade de

intervencdes psicossociais e de suporte durante e apds a pandemia.

2.21 Classificagao taxondmica do SARS-CoV-2

A classificagcdo taxondmica € realizada com base nas caracteristicas
moleculares e filogenéticas dos virus, e € uma ferramenta importante do estudo de
virus patogénicos, pois possibilita avaliar aspectos biolégicos e evolutivos e compara-

los outros virus proximos (50).
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A taxonomia do virus SARS-CoV-2, causador da COVID-19, é uma area de
estudo vital para compreender a natureza e o impacto desta pandemia. O SARS-CoV-
2 pertence a familia Coronaviridae, subdividida em quatro géneros principais: Alpha,
Beta, Gamma, e Delta coronavirus. O SARS-CoV-2 é classificado como um Beta
coronavirus (51,52). Dentro desse género, mais especificamente agrupado na
subfamilia Orthocoronavirinae, e esta classificado no subgénero Sarbecovirus, que
compreende coronavirus de origem animal, principalmente morcegos, que tém
potencial zoondtico (63). O SARS-CoV-2 ¢é particularmente notavel pela sua
capacidade de infeccdo em humanos, diferenciando-se de outros coronavirus que
geralmente tém um espectro limitado de hospedeiros. A origem zoondtica do SARS-
CoV-2 é um tépico de intenso debate e pesquisa. Estudos gendmicos sugerem que o
virus pode ter se originado em morcegos e posteriormente transmitido para humanos,
possivelmente com um hospedeiro intermediario envolvido, como o pangolim (54).
Além disso, a evolugdo do SARS-CoV-2 tem sido um aspecto critico de estudo.
Variantes do virus, como Alpha, Beta, Gamma, Delta, e Omicron, surgiram e se
espalharam globalmente, demonstrando mudangas  significativas na
transmissibilidade e, em alguns casos, na gravidade da doencga (55).

Além do SARS-CoV-2, o género Beta coronavirus inclui ainda os virus SARS-
CoV e MERS-CoV (56). Ambos os virus sdo conhecidos por causarem epidemias que
afetaram os seres humanos nas ultimas décadas. No ano de 2002, o SARS-CoV foi o
agente responsavel pela epidemia de SARS na China (57). Anos mais tarde, o MERS-
CoV foi o causador da sindrome respiratéria do Oriente Médio (MERS), outra epidemia
que ocorreu em 2012 na Arabia Saudita (dados de mortes) e se espalhou pela regiao
do Oriente Médio e outros paises (58).

Além disso, representa o terceiro tipo de coronavirus patogénico para os seres
humanos junto com o0 SARS-CoV e o MERS-CoV capaz de levar o hospedeiro a sofrer
de uma condigao clinica mais grave (14). Varios estudos conduzidos anos antes do
comeco da pandemia, alertaram sobre a possibilidade do surgimento de uma mutacao
dos coronavirus de morcegos resultante em um novo agente viral patogénico para os
seres humanos, capaz de provocar a SARS (59,60).

Analises filogenéticas demonstraram que o genoma do SARS-CoV-2 possui
homologia em cerca de 79% com o genoma do SARS-CoV e 50% com o MERS-CoV
(61). O SARS-CoV-2 tem ainda aproximadamente 88% de homologia com dois
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coronavirus encontrados em morcegos, o bat-SL-CoVZC45 e o bat-SL-CoVZXC21
(61).

Estudos sucessivos conseguiram identificar o ciclo completo do SARS-CoV-2.
Morcegos sao considerados o reservatério natural do SARS-CoV-2. Estudos
gendmicos indicam uma alta semelhanca entre o SARS-CoV-2 e coronavirus
encontrados em morcegos, sugerindo uma origem zoonética. Morcegos, devido a sua
diversidade e ampla distribuicdo geografica, sdo hospedeiros ideais para muitos
coronavirus, incluindo outros Beta coronavirus como o SARS-CoV e o MERS-CoV
(14). Pangolins foram inicialmente suspeitos de serem o hospedeiro intermediario
entre morcegos e humanos, principalmente devido a descoberta de coronavirus
relacionados ao SARS-CoV-2 em pangolins contrabandeados. Estes virus
compartilham uma regiao critica na proteina Spike com o SARS-CoV-2, essencial para
a ligagao ao receptor ECA-2 humano (62).

A transmissdo do SARS-CoV-2 para humanos € provavelmente resultado de
contato direto ou indireto com animais infectados. Uma vez introduzido na populagao
humana, o SARS-CoV-2 espalha-se, principalmente, por meio de goticulas
respiratérias. A transmissao assintomatica e pré-sintomatica tem sido um fator-chave
na rapida disseminacgao do virus (13). Desde a sua emergéncia, o SARS-CoV-2 sofreu
varias mutacodes, levando ao surgimento de variantes. Algumas dessas variantes,
como a Delta e a Omicron, mostraram maior transmissibilidade e alteracées na
eficacia da vacina. Essa evolugdo continua destaca a capacidade do virus de se

adaptar ao seu novo hospedeiro humano (55).
2.2.2 Estrutura do SARS-CoV-2

Estruturalmente, o SARS-CoV-2 é caracterizado pela presenca de envelope e
genoma de RNA, com um didmetro aproximadamente de 0,1 um e formato esférico.
O envelope viral € composto por uma bicamada lipidica e proteinas estruturais, sendo
responsavel por envolver o nucleocapsideo que contém o genoma do virus (63—-65).

O genoma do SARS-CoV-2 é composto por uma fita simples de RNA de sentido
positivo (+ssRNA), linear, ndo segmentado e de tamanho equivalente a 29,9 kb (61).
Ele se organiza em fases de leitura aberta (ORFs, do inglés Open Reading Frames),
que codificam quatro proteinas estruturais e outras dezesseis proteinas néao

estruturais, Nsp1-16 (NSPs, do inglés nonstructural proteins), além de proteinas
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acessorias, como ORF3a, ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8 e ORF10. Estas proteinas
sdo menos caracterizadas, mas acredita-se que elas desempenhem funcdes
importantes na modulacado da resposta imune do hospedeiro, na patogénese viral e
possivelmente na transmissdo do virus (65-68). A Figura 1 ilustra um modelo

esquematico da estrutura e do genoma do SARS-CoV-2.

Figura 1 — Estrutura e genoma do virus do SARS-CoV-2

Proteina do nucleocapsideo (N)

Proteina spike (S)

Proteina de membrana (M)

Genoma de RNA

ORF7b

ORF9b

ORF6 ORF8

S1/S2 S2 S2

Nota: O SARS-CoV-2 é um virus envelopado, com genoma composto por RNA e quatro proteinas
estruturais (nucleocapsideo, N; Spike, S; membrana, M; e envelope, E). O genoma do SARS-CoV-2
possui cerca de 30 kb, organizado em ORFs que codificam as quatro proteinas estruturais, outras
dezesseis proteinas nao-estruturais (Nsp1-16) e proteinas acessorias. A linha pontilhada indica os
sitios no qual as proteinas TMPRSS2 e a furina fazem a clivagem na entrada do virus na célula
hospedeira.

Fonte: Adaptado de Zhang et al. (2021) (54).

As quatro proteinas estruturais sédo: a Spike (S), envelope (E), membrana (M)
e nucleocapsideo (N), que fazem parte da composig¢ao da estrutura da particula viral
(64,69). Dentre elas, a proteina S € a mais estudada (70). As proteinas estruturais
também sao importantes alvos no desenvolvimento de vacinas baseadas em
proteinas/peptideos contra o virus do SARS-CoV-2 (71).

As proteinas S (do inglés Spike proteins), sao encontradas na superficie
externa do virion e operam na interagao entre o virus e a célula hospedeira (17). Estas
proteinas reconhecem a enzima conversora de angiotensina 2 (ECA-2) presente nas
células do tecido humano, permitindo a fusdo entre o virion e a célula (17). O virus
SARS-CoV-2 possui 0 mesmo mecanismo de interagao entre proteinas S e receptor
ECA-2 observado no virus SARS-CoV, embora a afinidade entre proteina S e receptor

ECA-2 seja mais forte no caso do SARS-CoV-2 o que indica uma maior viruléncia se
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comparado com o SARS-CoV (72). A proteina S apresenta-se com uma estrutura
quaternaria trimérica, e cada unidade, por sua via, possui duas subunidades

chamadas respectivamente S1 e S2 como mostrado na Figura 2 (73).

Figura 2 — Estrutura da proteina S do SARS-CoV-2.

Nota: Estrutura tridimensional detalhada da Proteina Spike (S) do SARS-CoV-2. Uma representagao
molecular da chave para a transmissao viral e alvo de terapias antivirais. Descrigdo de cada porgao;
Azul: Indica o N-terminal, inicio da sequéncia da proteina. Vermelho/Amarelo: Regiédo central, dominio
de ligagéo ao receptor, que o virus usa para se ligar e entrar nas células humanas. Verde: Subunidade
especifica, hélice Alfa. Roxo: C-terminal, fim da sequéncia da proteina. Cinza: Superficie da proteina.
Autor: Zhao et al. (2022) (73)

A estrutura da proteina Spike (S) do SARS-CoV-2, crucial para a infecgao viral,
€ composta por duas subunidades funcionais principais: S1 e S2. A subunidade S1
contém o dominio de ligagao ao receptor (RBD), que € essencial para o acoplamento
do virus a célula hospedeira (74).

O RBD liga-se diretamente ao receptor ECA-2 na superficie das células
humanas, um passo critico para a infecgao viral. Esta interagao é facilitada por uma
configuragao especifica de estruturas 3-folhas e a-hélices no RBD, que se encaixam
no ECA-2 como uma chave em uma fechadura, permitindo a adesao do virus a célula
(74). A subunidade S2, por sua vez, é responsavel pela fusdo do envelope viral com
a membrana da célula hospedeira. Este processo é complexo e envolve uma série de
etapas estruturais e moleculares. Inicialmente, apds a ligagdo do RBD ao ECA-2,
ocorre uma série de rearranjos conformacionais na proteina Spike (S), que permitem
a exposicao de dois dominios proteicos na subunidade S2, conhecidos como regiao
de repeticdao do heptal 1 e 2 (HR1 e HR2, do inglés heptad repeat region). Estes

dominios formam um complexo hexamérico chamado 6-HB, essencial para aproximar
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fisicamente o virus da célula. O 6-HB é formado por trés hélices em cada uma das
estruturas HR1 e HR2, que se entrelagam para formar uma estrutura altamente
estavel. Este arranjo facilita a fusdo do envelope viral com a membrana celular, um
processo mediado também pela interagdo da subunidade S2 com a proteina
transmembrana serina 2 (TMPRSS2) na superficie da célula hospedeira (75).

A TMPRSS2 é uma protease que atua clivando a proteina Spike (S), ativando-
a para mediar a fusdo da membrana viral com a celular (16). A compreensao destes
mecanismos moleculares ndo so é fundamental para o entendimento da patogénese
do SARS-CoV-2, mas também abre caminho para o desenvolvimento de terapias
antivirais. Inibidores que se ligam ao RBD ou bloqueiam a agdo da TMPRSS2 tém
potencial para impedir infeccdo viral, representando alvos promissores para o
tratamento da COVID-19 (54).

A proteina E esta presente na membrana viral do SARS-CoV-2 e contribui para
a morfologia do virus (62). Estruturalmente, a proteina E possui 75 aminoacidos, que
estdo organizados em dominio transmembranico N-terminal seguido por um dominio
C-terminal, sendo considerada uma proteina conservada (76,77). Essa proteina ainda
forma um canal catibnico homopentamérico (78). Além de auxiliar na morfologia do
SARS-CoV-2, estudos demonstraram que a proteina E é capaz de modular a resposta
imune do hospedeiro por meio da formagao de poros com a ativagao do inflamassoma
NLRP3 (do inglés, NOD-, LRR- and pyrin domain-containing protein-3), complexo
proteico intracelular envolvido no processo inflamatorio (77). Dados da literatura
sugerem que a proteina E interage com a z6nula de oclusdo 1 (ZO1) das células
epiteliais infectadas, proteina envolvida na formagao da juncéo de oclusao intercelular
(79). Outro estudo demonstrou que a proteina E interage também com a proteina
PALS1 (do inglés Protein Associated With LIN7 1, MAGUK P55 Family Member), que
faz parte do complexo responsavel pela polaridade celular (77). Esses dados sugerem
que a proteina E pode estar relacionada, ao menos em parte, com o comprometimento
da barreira epitelial induzido pela infec¢do do SARS-CoV-2 (77,79).

A proteina M, por sua vez, apresenta 222 aminoacidos e encontra-se na
membrana viral com trés dominios transmembranicos (TMI, TMII e TMIII) (80,81).

O dominio N-terminal é relativamente curto, do aminoacido 1 ao 19, enquanto
o dominio C-terminal se encontra no interior da particula viral e € mais longo,
abrangendo os aminoacidos da posi¢cao 101 ao 222 (81). Assim como a proteina E, a

proteina M também participa da definicgdo da morfologia viral (80). Além disso, dados
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da literatura indicam que a proteina M é capaz de realizar complexos proteicos ao
interagir com a proteina S e N do SARS-CoV-2 (80).

A proteina estrutural N possui 419 aminoacidos, com dominio N-terminal (N1b),
dominio C-terminal (N2b) e trés regides ou dominios menores que sdo N1a, N2a e N3
(69,82). O dominio N-terminal interage com o RNA e o dominio C-terminal esta
relacionado com a dimerizagdo (83). A proteina N € responsavel por auxiliar na
organizagdo e preservacdo do genoma viral, formando um complexo de
ribonucleoproteina (62,70,82,84,85). Dados da literatura sugerem que a Nsp3 faz o
recrutamento da proteina N para o complexo de replicagao-transcricdo, sendo
importante também para o processo de replicagao do SARS-CoV-2 (86).

As proteinas Nsps estdo relacionadas principalmente com o processo de
replicacdo viral. Sao codificadas a partir da ORF1a e ORF1b, no qual sdo produzidas
poliproteinas que sdo clivadas em dezesseis Nsps (87). Essas proteinas sao
consideradas alvos terapéuticos promissores devido ao seu papel importante na
replicagcao viral e na modulagao da célula hospedeira.

A Nsp1, especificamente, participa do processamento e da replicagao do RNA.
Essa proteina é capaz de interagir com a subunidade 40S do ribossomo das células
humanas infectadas e de inibir a tradugcdo de RNAs mensageiros do hospedeiro
(87,88). Dessa forma, a Nsp1 é considerada um importante fator de viruléncia do
SARS-CoV-2, interferindo no mecanismo de tradug&o da célula hospedeira (88). A
Nsp2, por sua vez, faz a modulacao de vias de sinalizacdo na célula hospedeira;
porém, seu exato mecanismo de agao é ainda desconhecido (89).

A Nsp3 e a Nsp5 sdo proteases que fazem a clivagem de proteinas virais (90—
92). Ja a Nsp4 atua na membrana do reticulo endoplasmatico (93). Estudos com
coronavirus demonstraram que Nsp3, Nsp4 e Nsp6 se encontram no reticulo
endoplasmatico e contribuem para a formagdo de vesiculas de membrana dupla
(DMVs, do inglés double-membrane vesicles) (70,94,95).

A Nsp12, Nsp8 e Nsp7 estédo relacionadas com o processo de replicagao e
transcricdo do RNA viral, formando a enzima polimerase de RNA dependente de RNA
(RdRp, do inglés RNA-dependent RNA-polymerase) (96,97). Dessa forma, a Nsp12
possui um dominio catalitico enquanto a Nsp8 e Nsp7 sdo proteinas acessorias
(96,97). Além disso, a Nsp13 possui atividade de RNA helicase que auxilia no

processo de replicagao viral (98,99).
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A Nsp10 e a Nsp16 participam do processamento do RNA viral. A Nsp16 é uma
metiltransferase que adiciona um grupo metilico a 5’ extremidade do RNA viral, o que
contribui para a traducéo e evita que o RNA viral seja reconhecido como de origem
patogénica pelos mecanismos de defesa da célula hospedeira (100). Nesse
panorama, a Nsp10 tem a capacidade de modular a Nsp16 (70). A Nsp14 possui
atividade de exonuclease e participa do processamento do RNA viral (96,97,101). Ja
a Nsp15, por sua vez, possui atividade de endonuclease (64).

Em sintese, a Tabela 1 apresenta as principais proteinas do SARS-CoV-2 e

suas respectivas caracteristicas funcionais.

Tabela 1 — Principais proteinas estruturais e ndo estruturais do SARS-CoV-2 e suas
caracteristicas funcionais
Proteina do SARS-CoV-2 Caracteristica Funcional

Proteinas estruturais

Spike (S) Entrada do virus na célula hospedeira
Membrana (M) Morfologia Viral
Envelope (E) Morfologia Viral, modula resposta imune
Nucleocapsideo (N) Organizagao e preservagao do genoma viral

Proteinas nao estruturais

Nsp1 Inibe a tradugao da célula hospedeira

Nsp2 Modulagao de vias de sinalizagao

Nsp3 Protease, formagao de DMV's

Nsp4 Formagao de DMV's

Nsp5 Protease

Nsp6 Formagéo de DMV's

Nsp7 Formacao do complexo de replicagao e transcricao do
RNA viral (RdRp)

Nsp8 Formagao do complexo de replicagdo e transcrigao do
RNA viral (RdRp)

Nsp9 Desconhecido

Nsp10 Processamento do RNA viral, modula a atividade de
NSP16

Nsp11 Desconhecido

Nsp12 Formagao do complexo de replicagdo e transcricdo do
RNA viral (RdRp)

Nsp13 Atividade de RNA helicase

Nsp14 Atividade de exonuclease e processamento do RNA viral'

1 Tabela 1 continua na préxima pagina
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Nsp15 Endoribonuclease
Nsp16 Metiltransferase, processamento do RNA viral

Nota: DMVs, Double-Membrane Vesicle; RARp, RNA-Dependent RNA Polymerase.
Fonte: O autor (2024).

2.2.3 Ciclo de replicagao do SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2 tem capacidade de infectar uma ampla variedade de células,
incluindo células epiteliais pulmonares, cardiomiécitos e células endoteliais. A primeira
etapa da infeccgao viral € a adsorgao, na qual ocorre a interagao entre o virus e a célula
hospedeira. No caso da COVID-19, a entrada do SARS-CoV-2 nas células é mediada
pela ligagdo da proteina viral S, especificamente a regido RBD da proteina, ao
receptor de superficie celular ECA-2 presentes nas células do hospedeiro (16,102).
Por ser uma proteina crucial para a entrada do SARS-CoV-2 na célula, a expressao e
a distribuicao tecidual do ECA-2 podem estar relacionadas com o tropismo e
patogenicidade do virus (103). Comparativamente, o virus SARS-CoV também utiliza
a proteina ECA-2 das células hospedeira para a sua entrada na célula, enquanto o
virus do MERS-CoV utiliza a proteina DPP4 (do inglés Receptor Dipeptidil Peptidase-
4) (72).

O processo de entrada do virus SARS-CoV-2 na célula também depende de
proteases da célula hospedeira, tais como a protease TMPRSS2 (102,104). A
TMPRSS2 é uma proteina presente na membrana celular, com um dominio
extracelular proteolitico, que pode ser encontrada em diversos tecidos, incluindo o
pulmao, células epiteliais nasais, trato gastrointestinal, rins e figado (22,105-107). Na
COVID-19, a TMRSS2 realiza a clivagem proteolitica das proteinas da superficie viral
do SARS-CoV-2, propiciando a fusdo entre as membranas do virus e da célula
hospedeira (16,22,108).

Outra proteina que participa do processo de entrada do virus SARS CoV-2 na
célula hospedeira é a furina, uma proteina de membrana que pertence a familia
proproteina convertase do tipo subtilisina. Dados da literatura indicam que a furina
realiza a clivagem no sitio S1/S2 da proteina S do SARS-CoV-2 (104,109).
Curiosamente, Peacock TP, et al. (2021) demonstraram que o SARS-CoV-2
modificado, sem o sitio de clivagem da furina, apresentou menor transmissdo em
modelo animal (furbes) comparado com o virus selvagem (110). Em modelo in vitro, a
inibicdo tanto da TMPRSS2 como da furina inibem, consequentemente, a replicagao
do SARS-CoV-2 em células epiteliais (104).
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Com a entrada do virus na célula, ocorre a liberacdo e o desencapsulamento
do RNA gendmico viral que é sujeito a transcricdo direta no citoplasma da célula
hospedeira (108). Primeiramente, na terminacédo 5, a ORF1ab/1? produz as
poliproteinas PP1a e PP1ab, que sédo importantes para o processo de replicagao viral
(71). Essas poliproteinas sédo, na sequéncia, submetidas a protedlise e formam as
Nsps. A Nsp3 e a Nsp5 possuem atividade proteolitica e sdo importantes nesse
processo (103,111).

As Nsp’s, por sua vez, dao origem ao complexo de replicagdo-transcrigao
(RTC, do inglés replication and transcription complex) que é fundamental para a
replicacdo do virus. Os principais componentes do RTC sdo o RdRp (Nsp12 e as
acessorias Nsp7 e Nsp8), a helicase (Nsp13) e as enzimas que realizam o
processamento do RNA (Nsp14, Nsp16, Nsp9 e Nsp10) (88,96,112). Basicamente, o
RNA gendmico viral € submetido a uma transcrigdo reversa, sintetizando uma fita de
RNA de sentido negativo, que serve de molde para a sintese do RNA genémico e dos
RNAs subgendémicos pela RTC (103). O RNA gendmico, proveniente do processo de
replicacado, € incorporado nas novas particulas virais que estdo sendo formadas. Ja
os RNAs subgendmicos sao traduzidos em proteinas estruturais virais, dentre as quais
a S, E e M sédo encontradas na membrana do reticulo endoplasmatico e a N interage
com o RNA gendmico. Entretanto, o processo de montagem do virion ainda nao foi
totalmente elucidado. A partir do reticulo endoplasmatico e do complexo de Golgi, as
novas particulas virais sdo formadas e, por exocitose, sdo liberadas da célula

hospedeira (103,111). A Figura 3 apresenta o ciclo de replicagao do SARS-CoV-2.
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Flgura 3- CIC|O de replicagao viral de SARS-CoV-2
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Nota: O SARS-CoV-2 interage com a proteina ECA-2 da célula hospedeira. Apds a ligagao entre a
proteina Spike e o ECA-2, a proteina TMPRSS2 faz a clivagem proteolitica, auxiliando a entrada do
virus na célula. Na sequéncia o RNA viral é liberado no citoplasma e é traduzido. Primeiramente, s&o
traduzidas as poliproteinas pp1a/ab que sdo submetidas a protedlise, formando as Nsps. Algumas Nsps
formam o complexo de replicagéo-transcricdo (RTC), que realiza a sintese do RNA genémico para
replicacdo e de RNAs sub-gendmicos para transcrigdo. As proteinas estruturais sdo traduzidas e
translocadas no reticulo endoplasmatico que seguem para a montagem do virion (particula viral). Os
virions recém-sintetizados sao liberados da célula por exocitose. As principais estratégias antivirais
contra 0 SARS-CoV-2 compreendem a inibigao da entrada do virus na célula, da atividade de proteases
virais e da replicagao viral.

Fonte: Adaptado de Jeong et al. (2020) (111).

2.2.4 Variantes do SARS-CoV-2

As variantes virais sdo provenientes de mutagdes no material genético dos
virus. A taxa de mutacao do SARS-CoV-2 é relativamente baixa, apesar dos virus com
genoma de RNA, de forma geral, apresentarem alta taxa de mutacéo (113,114). Essas
alteracdes genéticas podem ser delegdes ou insergcdes de nucleotideos, ou mesmo
substituicdes de um nucleotideo por outro. As substituicbes podem ser divididas em
sinbnimas, quando ha pouca ou nenhuma alteracdo, ou nao-sinénimas, quando ha
alteracdo na sequéncia de aminoacidos (114). As mutag¢des devem-se, portanto, a
erros que ocorrem durante a replicacdo viral. Nao obstante, essas alteracdes

genéticas estao sujeitas ao processo de selegédo natural (114).
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As mutagbes que alteram a sequéncia de aminoacidos podem afetar a
transmissibilidade, o tropismo celular e a patogenicidade do virus (115,116).
Consequentemente, essas caracteristicas podem elevar a taxa de hospitalizagéo e
causar impactos nos sistemas de saude. Além disso, alteragcdes no genoma do virus
pode afetar a sensibilidade de técnicas de diagndstico de COVID-19, pois essas
alteracdes podem ter ocorrido na regiao que é alvo da reagéao, tais como delegdes e
substituicdo de nucleotideos (117,118). Outro dado importante em relacédo as
variantes do SARS-CoV-2 é sua capacidade de escapar da imunidade induzida pelas
vacinas, afetando a sua eficacia (119-121). As informacgdes sobre as mutagdes e o
surgimento de variantes sdo importantes pois ressaltam a importancia da vigilancia
gendmica e podem orientar politicas de saude e de vacinagao (119).

No decorrer da pandemia do COVID-19, foram identificadas diversas variantes,
dentre as quais algumas se destacam por apresentarem caracteristicas preocupantes,
como a maior capacidade de transmissao. Uma das primeiras variantes do SARS-
CoV-2 a se destacar foi a variante D614G que surgiu na China no inicio da pandemia
(122). Essa variante consiste em uma mutagdo pontual em um unico nucleotideo, o
aminoacido 614, que substitui o aspartato (D) por uma glicina (G) na proteina S (123).
Analises in vitro demonstraram que a mutacao altera a conformacao da proteina S
(124,125). Alguns estudos verificaram maior infectividade da variante D614G ao ter
alta prevaléncia na pandemia (126,127).

Hoje a OMS classifica as variantes em trés categorias, sendo elas: Variantes
sobre monitoramento (do inglés Variants Under Monotoring — VUM), Variantes de
interesse (do inglés Variant of Interest - VOI) e Variantes de preocupacao (do inglés
Variant of Concern - VOC). Os critérios de classificagcédo podem ser encontrados no

Quadro 1 abaixo.

Quadro 1 - Critério de classificagdo de variantes
ECDC critério em 29/06/2023 VUM VOI vVOoC

Alteragbes genéticas previstas/conhecidas por afetarem as

caracteristicas do virus: transmissibilidade, viruléncia, evasao SIM SIM SIM
imunoldégica, terapéutica, detectabilidade. Pouco Fraco Alto

Forca da evidéncia

Vantagem de crescimento prevista na UE/EEE Sim Sim Sim2

2 Quadro 1 continua na préxima pagina
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Impacto epidemioldgico previsto na UE/EEE (aumentos de casos ou | Nao

) Possivel | Provavel
outras medidas) Claro

Avaliagdo de risco do ECDC a realizar Nao Sim Sim

A avaliagao de risco: confirma com certeza moderada/alta qualquer
um dos
- Aumento da gravidade N/A Nao Sim
- Risco de comprometimento do sistema de saude
- Redugao da eficacia da vacina

Fonte: eCDC, (2023) (128).

As variantes do SARS-CoV-2 que causam preocupacao sdo conhecidas como
VOC, que podem estar associadas a maior transmissibilidade, severidade da doenga
e/ou evasao imunologica (129). Conhecer as variantes do SARS-CoV-2 em circulagao
por meio de monitoramento é importante para o controle da pandemia, rapida
deteccao de variantes e estratégias de vacinagao (130). Atualmente, a Organizagao
Mundial da Saude (OMS), o Centro de Controle e Prevencao de Doencgas Europeu
(eCDC, do inglés European Centre for Disease Prevention and Control) e o Centro de
Controle e Prevencao de Doencas dos Estados Unidos (CDC, do inglés Centers for
Disease Control and Prevention), destacam que as principais VOCs s&o as variantes
Alfa (B.1.1.7), Beta (B.1.351), Gamma (P.1), Delta (B.1.617.2) e Omicron (B.1.1.529)

(121,131,132), conforme demonstrado no Quadro 2 abaixo.

Quadro 2 - Variantes de preocupacgio (VOCs) da COVID-19

Nomenclatura Linhagem Linhagem Nextstrains Primeira Data
Pango GISAID/clade clade aparigcao
GRY . Reino Unido

Alpha B.1.1.7 (GRIB1Y.V1) | 20/S:501Y.V1 ™ 09120 12/20
Beta B.1.351 GH/501Y.V2 | 20H/S:501Y.V2 Af”%‘f,)/‘;% Sul 12/20
Gamma P.1 GR/501Y.V3 | 20J/S:501Y.V3 ?:7‘25(')' 01/21

_ india VOI: 04/21

Delta B.1.617.2 G/452R.V3 | 21A/S:478K 10720 Ny
Omicron B.1.1529 | B.1.1.529+BA 21k Af”‘ﬁ /‘;‘1’ Sul 11/21

Nota: GISAID, plataforma mundial de monitoramento de variantes do SARS-CoV-2. Nextrain, projeto de
cédigo aberto para auxilio de produgao cientifica, visa rastreamento em tempo real de patégenos.
Fonte: O autor (2024).

A variante Alfa foi detectada primeiramente no Reino Unido em setembro de
2020 e se tornou a variante dominante no pais em poucos meses (133,134). A variante

Alfa possui 23 mutacgdes, dentre os quais esta a substituicdo da asparagina (N) pela



25

tirosina (Y) no aminoacido 501 da regiao RBD da proteina S, sendo essa mutagao
denominada como N501Y (134). A mutacdo N501Y na regido RBD aumenta a
afinidade pelo da proteina S ao receptor ECA-2 das células hospedeiras (135). Além
dessa mutacao N501Y, a variante Alfa possui as alteracoes genéticas A570D, S982A,
D1118H e delegdes dos aminoacidos 69-70 e 144 na proteina S (119,134). Essa
variante também se destaca pela maior transmissibilidade do virus (133,134,136,137).

A variante Beta foi detectada originalmente na Africa do Sul (138,139) Assim
como a variante Alfa, a variante Beta também apresenta a mutagédo N501Y. Além
dessa alteragdo, a variante Beta possui as mutagdes K417N e E484K na proteina S
(138). In vitro, foi demonstrado que a variante Beta apresenta alta estabilidade do
complexo da proteina S com o ECA-2 (140).

A primeira vez que foi detectada a variante Delta do SARS-CoV-2 foi na india
em outubro de 2020 (141). As principais mutacdes da variante Delta em relagcéo a
proteina S sdo L452R, T478K, D614G e P681R. A rapida disseminagéo da variante
Delta do SARS-CoV-2 foi reportada em diversas regides do mundo, incluindo india,
Franca e Reino Unido (142—-145). Em um estudo conduzido em 2021 por Campbell F,
et al. (2021) estimou que a variante Delta se tornaria a variante dominante em
circulagao no préximo ano (121). Sheikh A, et al. (2021) também relataram que o risco
de internacao hospitalar por COVID-19 foi aproximadamente o dobro naqueles com a
variante Delta em comparacado com a variante Alfa (144). Além disso, alguns estudos
recentes sugerem que a variante Delta pode escapar da protegcdo das vacinas
existentes contra o0 SARS-CoV-2 (144,146,147). Sobre isso, Lopez B, et al. (2021)
verificaram que a eficacia € menor nos grupos que receberem apenas uma dose da
vacina em relacdo a infecgdes com a variante Delta em comparagao com a variante
Alfa (147). Entretanto, no grupo que recebeu as duas doses da vacina a diferenca foi
modesta, o que indica a importancia de se aplicar as duas doses da vacina (147).

A variante Gamma do SARS-CoV-2 foi detectada primeiramente no Brasil,
especificamente na cidade de Manaus em novembro de 2020 (148). Essa variante
possui 17 alteragdes genéticas, incluindo as mutagdes K417T, E484K e N501Y na
proteina S (130,148). Em um estudo realizado em Manaus, estimaram que a variante
Gamma pode ser 1,7 a 2,4 vezes mais transmissivel do que a linhagem local nao-
Gamma, além de ser capaz de evadir a resposta imune naqueles que ja tinham sido
infectados por outras linhagens do SARS-CoV-2 (148). No Brasil, a variante

predominante era a Gamma até o final de 2021, passando para a Omicron atualmente
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(130). De acordo com o eCDC, hoje a Omicron representa mais de 98% das
sequéncias publicamente disponiveis desde fevereiro de 2022, sendo que
a estrutura genética da Omicron é a base mais provavel a partir da qual novas
variagdes do virus podem surgir (149).

A variante Omicron do SARS-CoV-2, identificada inicialmente na Africa do Sul
em novembro de 2021, representa uma evolugao significativa na pandemia de COVID-
19 (150). Esta variante se distingue por um numero substancial de mutagoes,
especialmente na proteina Spike, incluindo mais de 30 alteragdes, algumas das quais
séo inéditas em outras variantes preocupantes (150).

A Omicron rapidamente tornou-se dominante em varias regides do mundo,
superando outras variantes, incluindo a Delta. Estudos iniciais indicaram que a
Omicron pode ser mais transmissivel do que variantes anteriores, embora possa estar
associada a uma menor gravidade dos sintomas em comparagdo com variantes
anteriores, como a Delta (151). Contudo, a capacidade da Omicron de causar
infeccbes em pessoas previamente infectadas ou vacinadas sugere uma habilidade
substancial de evasao imune (152).

Um aspecto particularmente desafiador da Omicron é sua capacidade de evadir
a imunidade induzida pelas vacinas existentes. Embora as vacinas continuem a
oferecer protegao significativa contra doengas graves, sua eficacia contra a infecgéo
e transmissdo da variante Omicron é reduzida (153). Isso levou a um esforgo global
para adaptar as vacinas COVID-19 as caracteristicas unicas desta variante. A Figura
4 apresenta as principais mutagdes identificadas na proteina S nas variantes Alfa,
Beta, Gamma, Delta e Omicron do SARS-CoV-2.
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2.3 PATOGENESE E CARACTERISTICAS CLINICAS DA COVID-19

Durante a piroptose, varias vias intracelulares sao ativadas em resposta a
infeccdo viral. Uma dessas vias envolve a ativagcao de caspases inflamatdérias, como
a caspase-1, que desempenham um papel central na mediacdo da morte celular. A
ativagcado da caspase-1 leva a clivagem do gasdermin D, uma proteina que forma poros
na membrana celular, resultando em rompimento celular e liberacdo de conteudos
citoplasmaticos (155). Os fatores inflamatdrios liberados durante a piroptose incluem
ATP, acidos nucleicos e oligbmeros do complexo de adaptagéo associado a apoptose
de speck-like contendo CARD (ASC, do inglés Apotosis-associated Speck-like protein
containing a CARD). Esses componentes sao capazes de desencadear uma resposta
imune robusta, recrutando células imunes para o local da infec¢ao e potencializando
ainflamagéao (156) . A piroptose induzida por SARS-CoV-2 contribui significativamente
para a patologia da COVID-19. A liberagdo massiva de mediadores inflamatdrios pode
levar a hiperinflamacé&o, que esta associada a casos graves da doencga. Esta resposta
hiperinflamatéria € uma caracteristica da tempestade de citocinas observada em
alguns pacientes com COVID-19, que pode resultar em danos teciduais extensos e
faléncia de 6rgaos (157). No processo de piroptose, a célula morre liberando fatores
inflamatdrios como ATP, acidos nucléicos e oligbmeros de ASC como evidenciado na

Figura 5.



29

Figura 5 — Processo pré-inflamatério da COVID-19.
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Nota: Representagcdo esquematica do processo pré-inflamatério da COVID-19. Esta figura ilustra as
etapas iniciais da resposta inflamatéria desencadeada pela infeccdo pelo SARS-CoV-2, incluindo a
ativagao de vias imunolégicas, a liberagao de citocinas pré-inflamatérias e o subsequente recrutamento
de células imunes ao local da infecgao.

Autor: Adaptado de Tay et al. (2020) (158).

A hiperinflamacéao resultante da tempestade de citocinas € um dos aspectos
mais criticos e potencialmente letais da COVID-19. Esta resposta inflamatéria
exacerbada é caracterizada por uma elevagdo descontrolada de citocinas, que
aumenta significativamente o risco de complicagbes graves, incluindo
hiperpermeabilidade intravascular. Esta condicdo pode levar a falha de multiplos
orgaos e, em casos extremos, a morte do paciente (159). A tempestade de citocinas
desencadeada pela COVID-19 n&o apenas causa uma resposta inflamatdria intensa,
mas também perturba a homeostase intravascular. Isso resulta em eventos de
coagulagao intravascular disseminada (CIVD, do inglés Disseminated Intravascular
Coagulation), um grave disturbio de coagulagao caracterizado pela formacéo de
coagulos sanguineos em pequenos vasos em todo o corpo. Além disso, a ruptura dos
capilares sanguineos contribui para uma condicdo de lesdo multiorganica
potencialmente fatal. Esta condi¢ao € especialmente perigosa porque pode levar a um

ciclo vicioso de inflamagéao, dano tecidual e mais coagulacao, exacerbando ainda mais
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a gravidade da doenga (160). A resposta imune a infecgao pelo SARS-CoV-2 envolve
a liberagdo de uma Gamma de moléculas pro-inflamatérias que desempenham um
papel central na patogénese da COVID-19. As células epiteliais e endoteliais,
juntamente com os macrofagos alveolares, desempenham um papel crucial nesse
processo. Essas células respondem a presencga do virus reconhecendo as moléculas
pro-inflamatdrias e, em resposta, liberam uma cascata de citocinas pro-inflamatérias
€ quimiocinas, incluindo interleucina-6 (IL-6), interferon-y-induzivel 10 (IP10), proteina
inflamatéria de macréfagos 1a (MIP1a), proteina inflamatéria de macréfagos 13
(MIP1B) e proteina quimiotatica de mondcitos 1 (MCP1) (161). A acumulagao
excessiva e a ativagdo dessas células imunes podem resultar em uma resposta
inflamatéria sistémica descontrolada, frequentemente referida como “tempestade de
citocinas”. Esta tempestade de citocinas, pode ser evidenciada na Figura 6, sendo um
fator chave no desenvolvimento de manifestagcées graves da COVID-19, levando a
complicagdes como sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA) e faléncia

multiorganica (162).

Figura 6 — Tempestade de citocinas na infec¢do por COVID-19.
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Nota: A imagem ilustra a complexa rede de interagdes imunolégicas desencadeadas pela infec¢ao pelo
SARS-CoV-2, enfatizando a progressiva liberagao de citocinas pré-inflamatdrias e quimiocinas pelas
células epiteliais, endoteliais e macréfagos alveolares. Destaca-se o papel das citocinas como IL-6,
IP10, MIP1a, MIP1B e MCP1 no recrutamento de leucécitos para o local da infecgao e na intensificagao
da resposta inflamatéria, culminando na tempestade de citocinas, um estado de hiperinflamagéo critica
associado a complica¢des graves em pacientes com COVID-19.

Autor: Adaptado de Laes&Haes (2020) (163).
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O trato respiratério € um dos principais sistemas afetados pela infeccao pelo
SARS-CoV-2. Dados da literatura demonstram a expressao de proteinas importantes
para a infecgdo do SARS-CoV-2, como o0 ECA-2 e a TMPRSS2, em células epiteliais
pulmonares, evidenciando o tropismo do virus pelo trato respiratorio (53,106). Nos
casos graves da COVID-19, a infeccdo pelo SARS-CoV-2 pode levar ao estado de
pneumonia e progredir para Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SARS). Na COVID-
19, pode ocorrer a insuficiéncia respiratéria acompanhada por hipoxemia silenciosa,
no qual os niveis de saturacdao de oxigénio estdo criticamente baixos, porém, o
paciente apresenta apenas leve desconforto respiratorio e dispneia (164,165) A
infeccdo por SARS-CoV-2 pode causar ainda uma intensa resposta inflamatéria,
também conhecida por hipercitocinemia ou tempestade de citocinas (164)

Outro efeito da COVID-19 é o dano endotelial acentuado, caracterizado pela
perda da integridade da barreira endotelial e pela indu¢ao do estado pro-inflamatorio,
pro-coagulativo e da infiltracdo leucocitaria (166). De fato, Tong M, et al. (2020)
reportaram que os niveis de moléculas de adesao de células endoteliais (fractalcina;
molécula de adesdo de células vasculares-1, VCAM-1; molécula de adeséo
intercelular 1, ICAM-1; e proteina de adesao vascular-1, VAP-1) estavam elevados em
pacientes com COVID-19 em casos moderados e mais ainda em casos severos (167).
Esses dados indicam que a COVID-19 provoca inflamag¢ao no endotélio vascular.

Geralmente, os pacientes com COVID-19 com dano alveolar apresentam
microangiopatia trombdtica, que também €& associada a disfuncdo endotelial (168).
Nao so isso, como pacientes com COVID-19 possuem maior risco de desenvolver
coagulopatias e, consequentemente, tromboembolismos (169). Nesse panorama,
esses pacientes geralmente apresentam estado de hipercoagulabilidade (170,171).
Estudos clinicos demonstraram que pacientes com COVID-19 possuem niveis
plasmaticos de dimero-D elevados (172,173). Além disso, o SARS-CoV-2 tem
capacidade de se ligar ao receptor ECA-2 das plaquetas e promover a ativagao
plaquetaria, o que pode contribuir para a formacao de trombos (54).

A COVID-19 pode estar relacionada a danos cardiovasculares. Estudos clinicos
reportaram a presenca de complicagcdes cardiacas em pacientes com COVID-19,
relacionadas também com o maior risco de mortalidade nesse grupo (174,175). Goyal
et al. (2020), observaram que 18,5% entre os pacientes com COVID-19 que
receberam ventilagdo mecanica invasiva apresentaram arritmias, enquanto foi apenas

1,9% entre os pacientes que utilizaram ventilagdo mecanica nao-invasiva (176). Ao
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analisar autdpsias, Lindner et al. (2020), reportaram a detecgdo de SARS-CoV-2 no
tecido cardiaco de 24 pacientes (61,5%), de uma coorte de 39 pacientes que
faleceram com COVID-19 (177). Similarmente, outro estudo que avaliou autépsias,
também encontrou a presenca do virus no coracao de pacientes com COVID-19 (178).
Esses dados sugerem que complicagdes cardiacas podem estar relacionadas ao
estado grave de pacientes com COVID-19 (48).

2.4 SINTOMAS DA COVID-19

O contagio por COVID-19 ocorre principalmente por meio do contato entre o
patogeno SARS-CoV-2 e as mucosas do trato respiratério. A transmissdo do virus
pode acontecer de forma direta, de pessoa para pessoa, geralmente via goticulas
respiratérias expelidas ao falar, tossir ou espirrar. A transmissao indireta também é
possivel, ocorrendo quando uma pessoa entra em contato com superficies
contaminadas pelo virus e, em seguida, toca suas mucosas faciais. O SARS-CoV-2
tem demonstrado a capacidade de permanecer infectante em diferentes superficies
por varios dias, com a duragao variando conforme o tipo de superficie (179). Apds a
infeccdo, ha um periodo de incubacéao, que € o tempo entre a exposi¢ao ao virus e o
surgimento dos primeiros sintomas. Durante esta fase pré-sintomatica, que dura em
meédia de 2 a 5 dias, mas pode se estender até 14 dias, a patologia ndo apresenta
manifestacdes clinicas evidentes. No entanto, o virus esta ativamente se multiplicando
nos tecidos do hospedeiro, especialmente nas células do trato respiratério superior e
inferior (180). Durante a fase de incubagdao e multiplicacdo viral, o SARS-CoV-2
penetra nas células hospedeiras por meio de um processo de fusao complexo, que é
mediado pela interacao da proteina Spike do virus com o receptor ECA-2 na superficie
das células. Este processo de fusao € crucial para a entrada do virus nas células e

inicio da replicagao viral, conforme ilustrado na Figura 7 (181).
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Nota: Etapas moleculares chave envolvidas na entrada do SARS-CoV-2 nas células humanas.
Destaca-se a interagao da proteina Spike do virus com o receptor ECA-2 na superficie celular, seguida
pela clivagem da proteina Spike e subsequente fusao do envelope viral com a membrana celular. Este
processo permite a liberagdo do genoma viral no citoplasma da célula hospedeira, iniciando a
replicagdo viral.

Autor: Chhikara et al. (2020) (182).

Apbds a infecgao pelo SARS-CoV-2, a apresentagao clinica em individuos pode
variar consideravelmente. Muitos individuos infectados podem permanecer
assintomaticos, enquanto outros desenvolvem sintomas que variam em gravidade. A
fase assintomatica da infecgdo & particularmente significativa do ponto de vista
epidemiologico. Estudos recentes sugerem que, mesmo na auséncia de sintomas,
individuos infectados podem ser capazes de transmitir o virus, embora a eficacia da
transmissdo possa ser menor em comparagao com os individuos sintomaticos (183).
Um fator critico no desenvolvimento de casos graves de COVID-19, incluindo a
sindrome respiratoria aguda grave (SARS), é a idade. Dados mostram que a letalidade
da COVID-19 aumenta significativamente com a idade. Em pacientes com menos de
50 anos, a taxa de letalidade é relativamente baixa, mas aumenta substancialmente
em idades mais avancgadas, especialmente em individuos com mais de 80 anos (184).

Além da idade, a presenca de comorbidades € um importante fator de risco
para o desenvolvimento de formas graves da doenga. Doengas cardiovasculares,
diabetes, doengas respiratérias crbnicas, hipertensdo e cancer sdo algumas das
condigbes que aumentam o risco de complicagdes graves da COVID-19. O Centro de

Controle e Prevengao de Doengas dos EUA (CDC) também identifica individuos com
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mais de 65 anos e aqueles com certas condi¢cdes de saude subjacentes como parte
do grupo de risco para a COVID-19 (131). Um estudo conduzido com 138 pacientes
hospitalizados com COVID-19 revelou que os sintomas mais comuns incluem febre,
fadiga, tosse seca, anorexia, mialgia e dispneia, como pode ser evidenciado na Tabela
2. Estes sintomas, embora frequentes, ndo séo exclusivos da COVID-19, tornando o
diagnostico clinico desafiador, pois eles se sobrepbéem aos de outras doengas

respiratérias, como pneumonia e resfriado comum (3).

Tabela 2 — Frequéncia de sinais e sintomas apresentados por pacientes com COVID-19.
Nao internados em UTI

Sinais e sintomas Total = 138 (%) Internados em UTI (%) (%)
Febre 136 (98.6) 36 (100.0) 100 (98.0)
Fadiga 96 (69.6) 29 (80.6) 67 (65.7)
Tosse seca 82 (59.4) 21 (58.3) 61 (59.8)
Anorexia 55 (39.9) 24 (66.7) 31 (30.4)
Mialgia 48 (34.8) 12 (33.3) 36 (35.3)
Dispneia 43 (31.2) 23 (63.9) 20 (19.9)
Expectoragéo 37 (26.8) 8 (22.2) 29 (28.4)
Faringalgia 24 (17.4) 12 (33.3) 12 (11.8)
Diarreia 14 (10.1) 6 (16.7) 8(7.8)
Nausea 14 (10.1) 4(11.1) 10 (9.8)
Tontura 13 (9.4) 8(22.2) 5(4.9)
Enxaqueca 9 (6.5) 3(8.3) 6 (5.9)
Vomito 5(3.6) 3(8.3) 2(2.0)
Dor abdominal 3(2.2) 3(8.3) 0 (0)

Nota: Esta tabela fornece uma representagao visual da prevaléncia dos diversos sintomas clinicos
observados em pacientes infectados pelo SARS-CoV-2. Os dados sdo baseados em um estudo
abrangente e incluem sintomas comuns como febre, tosse seca, fadiga, anorexia, mialgia e dispneia.
A tabela destaca a variagao nos sintomas apresentados, refletindo a diversidade clinica da COVID-19.
Autor: Wang et al. (2020) (3).

Os sinais e sintomas mais caracteristicos da forma grave de COVID-19,
particularmente aqueles que necessitam de internacdo em Unidades de Terapia
Intensiva (UTI), incluem fadiga, dispneia, faringalgia, tontura e dor abdominal. Estes
sintomas sao indicativos de uma progressdo mais séria da doenga e exigem atencao
médica imediata (162). No Brasil, o diagndstico de COVID-19 é inicialmente baseado
na avaliagao clinica, mas deve ser confirmado por testes laboratoriais. A biologia
molecular, como a reagdo em cadeia da polimerase com transcrigdo reversa (RT-
PCR), € o padrao-ouro para o diagnostico, enquanto os testes imunoldgicos, como os

testes rapidos, sao utilizados para deteccéao rapida de anticorpos (185).
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Estudos recentes estdo focados nas caracteristicas anatomopatologicas da
COVID-19 para identificar padrées nas lesdes pulmonares. A identificagdo desses
padrdes pode permitir o uso da tomografia computadorizada como uma ferramenta
diagnostica eficaz para a COVID-19, especialmente em casos em que o teste RT-PCR
nao se encontra imediatamente disponivel (186). O mecanismo de fusdo do SARS-
CoV-2 com as células hospedeiras € mediado pela interacao entre a proteina Spike
(S) do virus e o receptor celular enzima conversora de angiotensina 2 (ECA-2). Esta
enzima, que é uma proteina de membrana expressa em varios 6rgaos do corpo
humano, identifica os tecidos que a expressam como vulneraveis a infecgdo pelo
virus, o ciclo intracelular pode ser visualizado na Figura 8. Além dos tecidos
pulmonares, a ECA-2 também ¢é expressa em tecidos cardiacos, renais e intestinais
(187). A ECA-2 desempenha uma fungao fisiolégica de protecdo dos pulmdes e do
coragao, ajudando a prevenir condigdes como a sindrome respiratéria aguda grave,
miocardites agudas e arritmias. No entanto, a fusdo do SARS-CoV-2 com as células
via ECA-2 pode inibir a agao fisiolégica da enzima, aumentando os riscos de

desenvolver complicagdes respiratorias e cardiovasculares graves (188).

Figura 8 — Ciclo intracelular do SARS-CoV-2.
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Nota: Etapas do ciclo de vida do SARS-CoV-2 dentro de uma célula hospedeira, comecando pela
ligacdo da proteina Spike do virus ao receptor ECA-2 na superficie celular. O diagrama ilustra a
subsequente entrada do virus na célula, a liberagéo e replicagdo do genoma viral, a montagem de
novos virions e, finalmente, a liberagdo desses virions para infectar outras células. Este ciclo &
fundamental para entender a replicagdo e a propagacdo do virus, além de ser crucial para o
desenvolvimento de terapéuticas antivirais.

Autor: Adaptado de Samaddar & Nag (2021) (189).
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Uma complicacdo critica da COVID-19, especialmente em pacientes com
formas mais graves da doenca, € a tempestade de citocinas, também conhecida como
hipercitocinemia. Essa condigdo € definida como uma producdo excessiva e
descontrolada de citocinas inflamatdrias. A tempestade de citocinas resulta de uma
resposta imune hiperativa, onde ha uma liberacdo massiva de citocinas pro-
inflamatdrias, como interleucina-6 (IL-6), interleucina-1 (IL-1), fator de necrose
tumoral-Alfa (TNF-a) e interferon-Gamma (IFN-y). Esta resposta exagerada pode
levar a uma inflamacgao sistémica severa e a danos em tecidos e 6rgaos (190). Além
disso, pacientes com COVID-19 grave, frequentemente apresentam linfocitopenia,
que é a diminuigdo no numero de linfocitos no sangue. A linfocitopenia esta associada
com uma ativacdo maciga dos linfécitos, o que contribui para a patogénese da
tempestade de citocinas. A perda de linfécitos efetores pode comprometer a
capacidade do organismo de combater o virus, enquanto a ativacdo excessiva de
linfécitos pode contribuir para a resposta inflamatéria descontrolada observada na
tempestade de citocinas (162).

Os sintomas clinicos da COVID-19 sao variaveis, podendo apresentar
diferentes graus de severidade (191) Dessa forma, a COVID-19 pode variar de
assintomatica até causar casos graves de pneumonia, choque e disfungao organica
(131,171,191). Os sintomas mais comuns da COVID-19 relatados sao: febre, tosse e
falta de ar. Também podem ocorrer perda do paladar ou olfato, dores musculares, dor
de garganta, diarreia e dores de cabega (131,171). Dentre as infecgdes de COVID-19,
estima-se que 15% dos infectados precisam de suporte de oxigénio e 5%
desenvolvem a forma mais grave da doenga, com complicagdes que incluem faléncia
respiratéria, sepse, choque e disfungédo organica (185). De acordo com Protocolo de
Manejo Clinico da COVID-19 na Atencao Especializada, elaborado pelo Ministério da
Saude, a COVID-19 pode se manifestar como uma doenga branda, com quadro
compativel com infecgdo de vias aéreas superiores (192). Nesses casos, pode-se
observar febre, tosse, dificuldade para respirar, dor na garganta, congestao nasal,
cefaleia, mal-estar e mialgia (192). Entretanto, a COVID-19 pode apresentar
pneumonia severa, na qual o protocolo de manejo clinico cita a observagdo das
seguintes manifestacdes clinicas: presenca de frequéncia respiratéria de mais de 30
incursées por minuto, esforgo respiratorio severo, saturacao periférica de oxigénio
(SpO2) menor que 93% em ar ambiente, cianose e até disfungao organica (192). O

protocolo ainda cita que se pode apresentar a sindrome da angustia respiratéria aguda
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(SARA), no qual se pode também verificar a presenca de edema pulmonar e
alteragdes radioldgicas, inclusive infiltrados, opacidades bilaterais, atelectasia
lobar/pulmonar e nédulos (192). Fu et al. (2020), mostraram que os principais achados
pulmonares em pacientes com COVID-19 por meio da tomografia computadorizada
sao opacidades do tipo vidro fosco e pneumonia bilateral (193).

A COVID-19 também pode levar ao quadro de sepse. Nesses casos, protocolo
de manejo clinico cita a observagao de sintomas relacionados a disfungéo organica,
tais como alteracdo do nivel de consciéncia, oliguria, dispneia, baixa saturacédo de
oxigénio, taquicardia, pulso débil, extremidades frias, coagulopatia, trombocitopenia,
acidose, elevacao do lactato sérico ou da bilirrubina (192). O quadro pode evoluir
ainda para o choque séptico (192,194). A sepse em pacientes com COVID-19 pode

levar a insuficiéncia renal aguda (194).
2.5 TRANSMISSAO DA COVID-19

A transmissao do SARS-CoV-2 ocorre, principalmente, pela via respiratéria
(195). Dados da literatura indicam que particulas de SARS-CoV-2 podem ser
encontradas em aerossois € em amostras de ar exalado (196,197). Pacientes
altamente infecciosos podem espalhar milhares de particulas virais por meio de
goticulas e aerossoéis liberados durante a respiracdo e a fala (198). Estudos
demonstraram que é possivel isolar o SARS-CoV-2 em amostras de ar provenientes
de hospitais que tratavam pacientes com COVID-19 (197,199,200). Em contrapartida,
medidas de distanciamento social e de uso de mascaras para a face tém se mostrado

eficientes na prevengao da transmissdo do SARS-CoV-2 (201-205).
2.6 PRESENCA DO SARS-COV-2 EM SUPERFICIES E MATRIZES AMBIENTAIS

Os coronavirus, de forma geral, podem apresentar estabilidade no ambiente
por longos periodos (179,206,207). A presenga ambiental prolongada dos coronavirus
pode ser um fator que aumenta a transmissibilidade. Porém, sua capacidade de
infectar novos hospedeiros a partir do contato com essas superficies ainda nao esta
totalmente elucidada. Isso ressalta a importancia de se conhecer a estabilidade do
virus SARS-CoV-2 em diferentes condigcbes ambientais. Diversos fatores podem
afetar a viabilidade do virus no ambiente, como a temperatura, o que pode reduzir o

risco de transmissdo do SARS-CoV-2 em superficies (208,209).
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A estabilidade dos virus em superficies pode variar de algumas horas até dias.
Assim como outros coronavirus, dados da literatura indicam que o SARS-CoV-2 tem
estabilidade que depende do tipo de superficie no qual se encontra (179,206,207). O
SARS-CoV, por exemplo, pode se manter estavel por até 9 dias sobre o plastico (210).
Além do tipo do material da superficie, a temperatura do ambiente pode influenciar o
tempo de permanéncia do virus. Van Doremalen et al. (2013), reportaram que o
MERS-CoV permanece na superficie de plastico por 24 h na temperatura de 30 °C
enquanto pode chegar até 48 h na temperatura de 20 °C (179).

Sobre o SARS-CoV-2, especificamente, Van Doremalen et al. (2020),
demonstraram que o virus se encontra viavel e estavel em superficies de plastico e
aco inoxidavel por mais tempo do que em cobre e papeldao. Nesse estudo, os autores
verificaram que o SARS-CoV-2 pode permanecer estavel por até 4 h no cobre, 24 h
no papelao e 48 h no aco inoxidavel. Dessa forma, € possivel observar que a taxa de
decaimento viral varia conforme a superficie analisada. O experimento foi conduzido
por sete dias em temperatura entre 21 e 23 °C e umidade relativa de 40 %. Ja em
aerossois, os autores observaram que as particulas virais permaneciam viaveis por 3
h, o tempo do experimento avaliado (211).

Outro estudo com o0 SARS-CoV-2 verificou que o virus permaneceu viavel por
até um dia em material de tecido e de madeira. Ja no vidro e nas cédulas de dinheiro,
0 virus deixou de ser viavel no quarto dia, enquanto no ago inoxidavel e no plastico
esse efeito ocorre s6 no sétimo dia. Além disso, os autores também verificaram a
presenca de SARS-CoV-2 viavel na superficie externa de mascaras cirurgicas por até
sete dias. Nao s6 isso, como o virus apresentou estabilidade em condigcdes de
variagdo de pH (entre pH 3 e 10) na temperatura ambiente. Além disso, os autores
reportaram que a temperatura afeta o tempo de viabilidade do SARS-CoV-2. Porém,
o virus foi susceptivel aos métodos de desinfecgao (212).

Para a remocéo dos virus em superficies, € possivel realizar a sua higienizagao
com o uso de desinfetantes que levam a destruicdo de microrganismos (206). A
limpeza é essencial para reduzir a carga viral ou mesmo eliminar a presencga de
patogenos. Dados da literatura indicam que a desinfecgdo de superficies com
hipoclorito de sédio a 0,1% ou etanol entre 62 e 71% por tempo de exposicao
equivalente a 1 min reduz de forma significativa a infectividade do coronavirus em
superficies (207). Esses dados reforcam a necessidade de limpeza frequente dos

ambientes, tais como hospitais, consultorios, clinicas, restaurantes, entre outros. Além
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disso, é importante evitar tocar nos olhos, boca ou nariz, especialmente apés o contato
com superficies contaminadas. Portanto, a higienizagao de superficies acompanhado
do uso de mascaras, da higiene das maos e do distanciamento social auxiliam na
prevengdo e disseminacdo de COVID-19, especialmente em ambientes fechados
(131).

2.7 DIAGNOSTICO DA COVID-19

Para a controle da pandemia do COVID-19, é importante evitar que ocorra a
transmissao do virus SARS-CoV-2 (213). Dessa forma, torna-se essencial que o
diagnostico do COVID-19 seja rapido e preciso (214). Isso permite que sejam
implementadas medidas de isolamento para evitar o espalhamento da doenca e de se
otimizar as medidas terapéuticas em relagdo ao paciente (215). Portanto, as
ferramentas de diagndsticos sdo fundamentais para a vigilancia do COVID-19.

No Brasil, as técnicas de diagndstico de COVID-19 devem obter o registro na
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para o seu uso comercial. Para se
obter o registro, solicitam-se documentos da empresa e do produto que comprovem
dados referentes a seguranga, a qualidade e a eficacia. O registro de produtos para
diagnostico in vitro de COVID-19 regularizados pode ser consultado no site da
ANVISA (216).

Atualmente, os principais métodos de diagndsticos aplicados a COVID-19 séao
os testes moleculares, os testes soroldgicos e para detectar a evolugéo do quadro do
paciente os exames de imagem sdo os de escolha, normalmente solicitados para
casos mais graves da doenga. Um desafio no diagnéstico da COVID-19 é a presenca
de pacientes assintomaticos ou com sintomas leves, que podem né&o ser detectados
por métodos de triagem convencionais, mas ainda sao capazes de transmitir o virus
(217).

2.7.1 Testes moleculares

O diagnodstico da COVID-19 pode ser determinado por testes moleculares. O
teste molecular mais utilizado € a RT-gPCR (do inglés Reverse Transcriptase
Quantitative Polymerase Chain Reaction), também conhecido como RT-PCR em
tempo real, que detecta a presenca de sequéncias especificas do genoma viral em

amostras (218).
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A RT-gPCR é considerada o padrao-ouro para o diagnéstico de COVID-19, com
alta sensibilidade e especificidade (218,219). A realizagdo dos testes moleculares
requer laboratérios adaptados para esse fim, equipamentos especificos e profissionais
capacitados a sua realizagao (214). As analises de testes moleculares devem ser
realizadas em laboratério de Biologia Molecular, com de nivel de biosseguranga Il
(NB2) (220). Além da COVID-19, os testes moleculares sao utilizados para o
diagnostico de inumeras doengas causadas por patdégenos bacterianos, fungicos,
virais e parasitas (218).

A RT-gPCR utiliza amostras coletadas principalmente da nasofaringe com
swab, que se assemelha a um cotonete longo. O swab ¢é estéril e adequado para
coletar amostra biolégica da regiao nasal e faringea. Além disso, pode-se coletar
amostras da regido orofaringea e do trato respiratorio inferior (214,221). As amostras
coletadas devem ser identificadas, armazenadas e transportadas de forma correta e
adequada para evitar a problemas que prejudiquem a realizagao e a interpretagao do
teste, tais como erro de identificacdo, degradacdo da amostra e contaminagdes
externas (218).

As amostras bioldgicas sdo submetidas a extragao do RNA, acido nucleico que
compde o genoma do SARS-CoV-2. Na sequéncia, aplica-se o método da RT-qPCR
que basicamente consiste em duas etapas: a transcrigédo reversa (RT) e a reagdo em
cadeia de polimerase (PCR) em tempo real (218). A transcricao reversa compreende
a sintese do DNA complementar (cDNA) a partir da fita de RNA molde. Esse processo
€ mediado pela enzima transcriptase reversa. Em seguida, as amostras sao
submetidas a reacdo de cadeia de polimerase em tempo real, no qual ocorre a
amplificacao de fragmentos alvo a partir da atividade da enzima Tag DNA polimerase
(218). Essas reagdes sao realizadas em equipamentos denominados termocicladores.

A PCR em tempo real é realizada em ciclos, sendo que cada ciclo € composto
em trés etapas: desnaturagao, anelamento e extensao. Na desnaturagao, ocorre o
aumento da temperatura para cerca de 95 °C que leva a separagao da fita dupla de
DNA. Em seguida, a temperatura é reduzida para o anelamento dos primers, também
conhecidos como iniciadores. Geralmente, essa temperatura € de 60°C ou valores
proximos. Nessa reacgao, utiliza-se primers especificos, desenhados para se anelar a
uma regido de interesse do cDNA que, no caso do diagnodstico da COVID-19, séo
regides do genoma do SARS-CoV-2. Com o anelamento do primer a essas regides

de interesse, ocorre a etapa de extensdao no qual a enzima Taq DNA polimerase
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realiza a sintese de uma nova fita de DNA a partir do primer e da fita molde. Os ciclos
se repetem por até quarenta vezes, resultando na amplificacdo do fragmento de
interesse, caso esteja presente na amostra. Uma reacéo tipica de RT-gPCR pode ter
duracao entre 45 e 90 min (218,222).

Na PCR em tempo real, a deteccdo da amplificacéo é realizada por meio de
compostos fluorescentes intercalantes ao DNA dupla fita, como o SYBR green, ou
com a utilizacado de sondas de hidrdlise, como € o caso da sonda TagMan. A Figura 9
exemplifica as etapas do teste molecular utilizando sondas de hidrélise. O uso de
sondas permite identificar mais de uma regido alvo ao mesmo tempo, em ensaios
multiplex. Isso € possivel porque pode-se aplicar diferentes fluoréforos para cada
regido analisada de forma concomitante. Os resultados sdo considerados positivos
quando ocorre a amplificagao de regides do genoma do SARS-CoV-2, caso contrario,
considera-se o resultado negativo (218). Também é necessario utilizar controles
positivos e negativos nas reagdes de RT-qPCR para identificar possiveis problemas,

como contaminacgdes e reagentes nao funcionais.

Figura 9 — Modelo representativo das etapas da RT-qPCR para diagnoéstico da COVID-19
(1) Swab nasofaringeo <15 min 2 ) Espécime coletado o-72h (3 ) Extracio do RNA =45 min
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Primers e sondas para triagem
E_Forward: ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT

B E_Probe1: FAM-ACACTAGCCATCCTTACTGCGCTTCG-BBQ
. E_Ravarse: ATATTGCAGCAGTACGCACACA
ORF1a_Forward: CCCTGTGGGTTTTACACTTAA
‘ ORF1a_Probe1: FAM-GTCTGCGGTATGTGGAAAGGTTATGG-BHQY
|

Positivo

Fluorescéncia

ORF1a_Reverse: ACGATTGTGCATCAGCTGA d

fmiar
u trlagor
e e I~ (O
Negative
RdRp g=n=

ﬂ g Ciclos

RdRp_Forward: GTGARATGGTCATGTGTGGCGG

RdRp_Probe1: FAM-CCAGGTGGWACRTCATCMGGTGATGC-BBQ
RdRp_Probe2: FAM-CAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGC-BBQ
RdRp_Reverse: CARATGTTAAASACACTATTAGCATA

Nota: A primeira etapa consiste na coleta do material para analise, que geralmente € uma amostra da
regido da nasofaringe de casos suspeitos de COVID-19. Essa amostra é entao submetida a extracao
de RNA que, na sequéncia, passa pelo processo de transcricdo reversa (RT), formando cDNA. As
regioes de interesse do genoma do SARS-CoV-2 sdo amplificadas a partir do cDNA da amostra com o
uso de primers e sondas especificas. A amplificagdo pela RT-gPCR resulta na emisséo de fluorescéncia
que é detectada pelo equipamento de PCR em tempo real. Caso ocorra amplificagdo, considera-se o
resultado positivo; caso contrario, considera-se negativo.

Fonte: Adaptado de Alanagreh (2020) (223).
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Os testes moleculares por RT-gPCR sé&o eficazes no periodo em que a carga
viral é detectavel, aproximadamente entre o terceiro e o décimo dia da infecgdo. Por
isso, a RT-gPCR ¢é o teste mais indicado a ser aplicado na fase aguda da doenca
(219). Dessa forma, um caso suspeito de COVID-19 pode apresentar resultados
negativos por RT-qPCR devido a baixa carga viral, porém, ndo se descarta a
possibilidade de infecg¢ao pelo virus SARS-CoV-2 (219). Por essa razao, o diagnostico
baseia-se também na evolugéo clinica do paciente e em dados epidemioldgicos
(219,224). Além da baixa carga viral, falsos negativos podem ser decorrentes da
degradagao da amostra, de coleta inadequada e do incorreto armazenamento,
transporte e manuseio das amostras (219,225).

O RT-LAMP (do inglés Reverse Transcription Loop-Mediated Isothermal
Ampilification), em portugués, € conhecido como “Amplificacao Isotérmica Mediada por
Alga de Transcricdo Reversa” € outro teste molecular aplicado ao diagndstico de
COVID-19. Comparado ao RT-gPCR, o RT-LAMP também se baseia na amplificagcao
do DNA; porém, utiliza um tempo menor e a temperatura é constante, o que permite
0 uso de equipamentos mais simples (226—-228). O método do RT-LAMP apresenta
alta sensibilidade e os resultados podem ser observados por leitura colorimétrica. O
custo do RT-LAMP também € menor se comparado ao custo da RT-qPCR (227,228).
Além disso, a técnica de LAMP ou RT-LAMP ja foi desenvolvida para o diagndstico de
diversas doengas infecciosas, tais como o virus da Dengue, Chikungunya, Zika, entre
outros (229-231).

O RT-LAMP é formado por duas etapas: a RT, que faz a sintese do cDNA a
partir do RNA presente na amostra, e a reacao LAMP, que realiza a amplificacédo de
regides especificas do DNA em loop (227,228). O diferencial do LAMP €& a
amplificacdo do DNA em temperatura constante, também denominado como ambiente
isotérmico, que geralmente ocorre na faixa entre 60 °C e 65 °C (232). Assim como
outros testes moleculares, controles internos sao necessarios para identificar
possiveis problemas e evitar que ocorram falsos positivos e falsos negativos (227).

A reacao de LAMP utiliza uma DNA polimerase para a sintese de uma nova fita
de DNA durante a amplificacdo, sendo comumente utilizada a enzima Bst DNA
polimerase, que é termoestavel e com alta atividade de replicagao e de deslocamento
de fita (233). Os primers utilizados na reagcéo de LAMP séo especificos e se anelam a
regiao de interesse do DNA. Esses primers sdo desenhados para formar estruturas

secundarias de grampos, conhecidos como /oops. Geralmente, sdo desenhados



43

quatro ou seis primers para uma regido de interesse. Dessa forma, sdo desenhados
dois primers externos (primer externo forward, F3; e primer externo reverse, B3), dois
primers internos (primerintermno forward, FIP; e primerinterno reverse, BIP), e de forma
facultativa pode ter mais dois primers de loop (primer de loop forward, FLP; e primer
de loop reverse, BLP) (232). Os primers loops ligam-se entre as regides dos primers
internos e externos e auxiliam a intensificar a reagao e a reduzir o tempo de reacao
(232). Isso possibilita que novos pontos de iniciagdo sejam utilizados para a
amplificacdo do DNA nos loops, acarretando aumento exponencial dos produtos de
DNA formados. Com isso, a coloragado que € dependente do pH e se altera. Assim, a
leitura colorimétrica do resultado do teste é relativamente facil, sem apresentar
necessidade de instrumentos sofisticados (227). Além disso, alguns testes podem
ainda combinar a extracdo do RNA, o RT e o LAMP em uma mesma reagao (227). Lu
R, et al. (2020), por exemplo, desenvolveram uma técnica de RT-LAMP para COVID-
19 que utiliza primers que tem como alvo o gene que codifica a proteina N do SARS-
CoV-2(215). Essa técnica permite avaliar os resultados por fluorescéncia em 30 min,
sendo realizada em um equipamento de PCR real time, ou por método colorimétrico
em 40 min, com a cor mudando de vermelho para amarelo. O limite de detecc¢ao,
nesse caso, € de 118,6 cépias de RNA viral por 25 pL de reacéo (215).

Ja o sequenciamento de nova geragcdo (NGS, do inglés next-generation
sequencing) permite conhecer o genoma completo do SARS-CoV-2. Em dezembro de
2019, o genoma do SARS-CoV-2 foi sequenciado pela primeira vez (14,234). O
sequenciamento pode ser realizado por intermédio de diversos instrumentos
disponiveis no mercado, tais como /lllumina, Oxford Nanopore Technologies (ONT) e
lon Torrent (235). Dessa forma, com o uso das técnicas de NGS é possivel a
identificacdo de mutagdes e de variantes do SARS-CoV-2, auxiliando a compreender
aspectos evolutivos e epidemioldgicos, além desses dados serem uteis no combate a
pandemia (99,234-236). Entretanto, o NGS é uma técnica que utiliza equipamentos

sofisticados e possui custo alto (234).

2.7.2 Testes sorolégicos

O diagndéstico da COVID-19 também pode ser realizado por testes sorolégicos
que tem como objetivo detectar a produgao de anticorpos anti imunoglobulina G e anti

imunoglobulina M (IgG e IgM) pelo organismo contra o agente infeccioso, 0 SARS-
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CoV-2 (219). Basicamente, a resposta imunoldgica adaptativa do organismo frente a
infeccdo do SARS-CoV-2 leva a produgao de anticorpos do tipo IgM e, posteriormente,
o 1gG (237). Por isso, os testes soroldgicos podem indicar se o individuo ja teve
contato com o virus anteriormente. Os testes soroldgicos podem ser realizados por
meio do ELISA “Ensaio de Imunoabsorcédo Enzimatica” (do inglés enzyme-linked
immunosorbent assay) e ensaios imunocromatograficos (219).

Atécnicade ELISA para a detecgao dos anticorpos contra o SARS-CoV-2 pode
utilizar diversas abordagens. Uma das mais comuns € a imobilizacao de proteinas do
SARS-CoV-2 em uma placa de ELISA, que interagem com os anticorpos IgG e IgM
que foram produzidas pelo organismo contra essas proteinas. Dessa forma, segue-se
para a detec¢cdo, com etapas de lavagens entre os passos para a remogao de
materiais que néo se ligaram. Geralmente, a técnica de ELISA utiliza revelagao por
meétodos de sinalizagdo enzimatica ou quimioluminescente (238). Um exemplo de
revelagdo por método colorimétrico € o uso da enzima HRP, peroxidase de raiz-forte
(do inglés, horseradish peroxidase) que altera a cor da tetrametilbenzidina de azul
para amarelo e pode ser submetido a leitura a 450 nm. Também pode-se utilizar
técnicas que utilizam beads (esferas ou particulas) magnéticas. A analise do ELISA é
realizada em ambiente laboratorial (238).

Ja os testes imunocromatograficos, também conhecidos como testes rapidos,
sao relativamente simples de se aplicar e podem levar cerca de 15 min para se ter o
resultado (196). Esses testes devem ser validados e proporcionar informagdes sobre
a sensibilidade e especificidade, o que pode variar de fabricante para fabricante (219).
Li et al. (2020), por exemplo, desenvolveram um teste imunocromatografico que
apresentou sensibilidade de 88,66% e especificidade de 90,63% (196). E importante
verificar que a aplicagao dos testes de diagnéstico, tanto os moleculares quanto os
imunoldgicos, deve considerar o periodo da infeccdo, como se pode observar na

Figura 10.
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Figura 10 — Investigacao laboratorial do coronavirus com testes moleculares e sorologicos
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Autor: Brasil (2021) (239).

2.8 MEIO DE TRANSPORTE VIRAL (VTM)

O Meio de Transporte Viral (VTM, do inglés Viral Transport Medium) é um
avango essencial na virologia, desempenhando um papel critico na coleta, no
transporte e na conservagdo de amostras virais para fins de diagndstico e pesquisa.
A invencado do VTM superou um desafio central na virologia: como manter os virus
viaveis fora de seus hospedeiros naturais, humanos ou animais, assegurando a
preservagao das amostras para analises futuras (240).

Com o progresso da virologia clinica e da epidemiologia viral, tornou-se
evidente a necessidade de um meio eficaz para o transporte de virus. Antes da
introducado do VTM, a coleta e a analise de amostras virais sofriam com a rapida
degradacgao viral, levando frequentemente a diagndsticos errdbneos e a perda de
informacgdes cruciais (241).

O VTM foi projetado para superar esses desafios, proporcionando um ambiente
adequado para manter a integridade fisica e a infectividade dos virus. Ele geralmente
contém uma solugao salina balanceada, substancias tampéao para estabilizar o pH.

Agentes crioprotetores e nutrientes também podem ser adicionados para suportar a
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viabilidade viral (242). O uso do VTM se mostrou crucial durante a pandemia de
influenza H1IN1 em 2009, desempenhando um papel vital na coleta e analise das
amostras virais e auxiliando no monitoramento e controle do virus. Na recente
pandemia de COVID-19, a importancia do VTM foi novamente destacada, facilitando
a coleta eficaz de amostras do SARS-CoV-2 para testes de PCR e outros métodos
diagnosticos (243).

A evolucdo e o aprimoramento continuos do VTM refletem os avancgos na
virologia e no diagndstico clinico. A capacidade de transportar amostras virais de
forma eficiente e segura é essencial no controle de surtos de doengas infecciosas e
no avango da pesquisa virologica (244). A relevancia do Meio de Transporte Viral
(VTM) na virologia e na medicina diagndstica é inquestionavel. Essencial na coleta,
transporte e armazenamento de amostras virais, o VTM desempenha um papel crucial
na vigilancia epidemioldgica, no diagndstico clinico e na pesquisa virologica, conforme
destacado por (245). O VTM facilita a coleta eficiente de amostras virais, mantendo
sua integridade e viabilidade. Essa preservagao € vital para assegurar que 0s virus se
mantenham em condicdes apropriadas para anadlise laboratorial, permitindo
diagnosticos precisos e viabilizando estudos epidemiolégicos e Vvirolégicos
significativos, como ressaltado por (241).

Aformulacao do VTM é estrategicamente desenvolvida para manter o equilibrio
osmotico e o pH, protegendo as amostras de contaminacgao bacteriana e fungica. Esse
aspecto é crucial, pois 0 manuseio e armazenamento inadequados das amostras
virais podem resultar na degradacao do material e em resultados de testes imprecisos
(242). Durante a pandemia de COVID-19, a importancia do VTM tornou-se ainda mais
evidente devido a necessidade de testar muitas amostras para o SARS-CoV-2. OVTM
permitiu a coleta segura e eficaz de amostras nasais e da garganta, facilitando seu
transporte para laboratérios onde testes de PCR eram realizados, como indicado por
(245).

Além disso, o VTM desempenha um papel importante na pesquisa,
possibilitando o cultivo de virus coletados em laboratério para estudos mais
aprofundados. Isso € essencial para entender a biologia dos virus, desenvolver

vacinas e terapias antivirais, e preparar-se para responder a futuros surtos virais (243).
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281 VTM - Coleta e extragao

Durante a pandemia de COVID-19, a coleta de amostras em VTM tornou-se
extremamente importante, dada a necessidade de testagem em massa para o
rastreamento e controle da disseminagao do virus. O uso do VTM possibilitou a coleta
segura e eficaz de muitas amostras, desempenhando um papel vital na resposta
global a pandemia (246).

A coleta de amostras virais usando o Meio de Transporte Viral (VTM) no
contexto da COVID-19 é um procedimento altamente especializado e critico, com
implicagbes diretas no diagndstico, monitoramento e compreensdo da pandemia
causada pelo SARS-CoV-2. Este procedimento assegura a coleta e o transporte
adequados de amostras do virus, mantendo sua integridade para analises posteriores,
um aspecto essencial para a confiabilidade dos resultados dos testes (221). A técnica
de coleta € um fator determinante para a eficacia do diagndstico. A coleta inadequada
pode levar a amostras insuficientes ou contaminadas, resultando em resultados falso-
negativos, um desafio significativo na luta contra a pandemia. Por isso, a formacao
adequada dos profissionais de saude na técnica correta de coleta € de suma
importancia (245). Para a COVID-19, as amostras sdo comumente coletadas do trato
respiratério superior, usando swabs nasofaringeos ou orofaringeos. Esses swabs séo
inseridos nas cavidades nasais ou na garganta do paciente para coletar secregboes
potencialmente infectadas pelo virus. Uma vez coletadas, as amostras sao
imediatamente colocadas em um tubo contendo VTM, que é formulado para preservar
a viabilidade do virus, mantendo o material genético viral para a realizagao de testes
diagnosticos como o RT-PCR, uma pratica que se provou crucial para o diagnostico
preciso da COVID-19 (247).

A extracdo do RNA viral a partir do Meio de Transporte Viral (VTM) é um
procedimento critico e detalhado na virologia molecular, desempenhando um papel
essencial no contexto de doencgas infecciosas como a COVID-19. Este processo é
indispensavel para a deteccgéo e caracterizagéo de virus de RNA, como o SARS-CoV-
2, e é fundamental no diagnéstico clinico, na vigilancia epidemiologica e na pesquisa
virolégica (248). A extracdo de RNA envolve varias etapas técnicas que separam o
RNA viral de outros componentes da amostra, como proteinas, lipidios e possiveis
inibidores de PCR. O procedimento inicia-se com a lise das células e virus presentes

na amostra, um processo que libera o RNA viral. Apds a lise, segue-se a etapa de
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purificacdo, que inclui a remoc¢ao de contaminantes e a concentragao do RNA. O RNA
purificado é crucial para ensaios subsequentes, como a reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) e sequenciamento genético, que sdo fundamentais para o
diagndstico e a pesquisa virologica (249).

A eficiéncia e a integridade da extracdo de RNA séo vitais para a precisdo dos
testes diagndsticos. Métodos de extragao inadequados podem levar a degradagéao do
RNA ou a presenga de inibidores no processo de PCR, resultando em diagndsticos
imprecisos, como resultados falso-negativos ou ambiguos, afetando assim a
confiabilidade dos testes (250). Durante a pandemia de COVID-19, a extracao
eficiente de RNA do SARS-CoV-2 a partir de amostras em VTM mostrou-se crucial
para o diagndstico rapido e preciso da doenca. Esta eficiéncia foi essencial para
implementar medidas de controle e prevencao, além de auxiliar na identificagcao de
mutacdes e variantes do virus, contribuindo para o entendimento da evolucédo e
disseminagao do SARS-CoV-2 (243).

2.8.2 Extragao e transcricao

A Transcricao Reversa seguida de PCR em Tempo Real (RT-PCR) tem sido
essencial no diagnostico e monitoramento da COVID-19, causada pelo coronavirus
SARS-CoV-2. Essa técnica avangada envolve a conversdo do RNA viral em DNA
complementar (cDNA), seguida por uma amplificagdo especifica desse DNA por meio
da PCR em tempo real, facilitando a detec¢ao quantitativa e altamente sensivel do
virus. Este processo tornou-se a base para o diagnostico confiavel e oportuno da
COVID-19 (248).

No processo de RT-PCR em tempo real para COVID-19, a extracdo do RNA
viral de amostras coletadas, geralmente por intermédio de swabs nasais ou da
garganta, € o primeiro passo critico. Uma vez extraido, o RNA é convertido em cDNA.
A técnica de PCR em tempo real, entdo, amplifica seletivamente sequéncias
especificas do cDNA, permitindo a identificacdo precisa do material genético do
SARS-CoV-2. A utilizagao de sondas fluorescentes especificas € um aspecto crucial
dessa técnica, pois permite a quantificagdo em tempo real da amplificacdo do DNA,
fornecendo dados valiosos sobre a carga viral na amostra (221). A sensibilidade e
especificidade do RT-PCR em tempo real sdo fundamentais para um diagnostico

preciso da COVID-19. Capaz de detectar quantidades minimas de RNA viral, esta
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técnica é extremamente eficaz nas fases iniciais da infecgédo, mesmo quando a carga
viral é baixa. Além disso, a especificidade das sondas e primers utilizados assegura
alta especificidade para o SARS-CoV-2, minimizando o risco de resultados falso-
positivos e melhorando a confiabilidade do diagndstico (222).

Durante a pandemia de COVID-19, o RT-PCR em tempo real emergiu como a
pedra angular dos esforgos de testagem, permitindo o diagnéstico rapido e preciso de
casos. Esta técnica tem sido crucial ndo apenas para o diagnostico individual, mas
também para o monitoramento da disseminagao do virus, identificacdo de variantes e
para informar estratégias de contengao e tratamento. A capacidade de rastrear a
evolugao do virus por meio do RT-PCR tem sido vital na resposta global a pandemia
(243).

2.9 PATENTES E NOVAS TECNOLOGIAS.

Um dos diferenciais da utilizacdo do VTM modificado € sua possibilidade de
deteccdo de forma ambiental de locais com provavel contaminacado pelo virus da
COVID-19. Desde o inicio da pandemia, diversos pesquisadores buscam, por meio de
diferentes tecnologias, meios de se detectar o virus do SARS-CoV-2 nos ambientes.
Em uma pesquisa realizada em 07/12/2023, no Instituto Nacional da Propriedade
Industrial (INPI), e na Organizacdo Mundial da Propriedade Intelectual (WIPO), com a
finalidade de levantar dados a respeito de dispositivos que possam realizar a detec¢ao
de virus, revelou um panorama extenso de inovacdo no contexto da pandemia de
COVID-19.

Foram catalogadas 187 patentes, abrangendo mais de 193 paises. Utilizando
descritores como “COVID-19”, “DETECCAQ” e “DISPOSITIVOS”, em portugués e
inglés, a pesquisa identificou registros em 11 paises diferentes, com 29 patentes
classificadas como patriménio mundial. Durante o periodo pandémico, observou-se
um aumento significativo de mais de 18% no registro de patentes, destacando-se o
continente asiatico, particularmente a China. O pais asiatico registrou quase 3,6
milhdes de solicitagdes de patentes, ultrapassando os Estados Unidos pela primeira
vez, ilustrando a rapida mobilizacdo da inovagdo em resposta a pandemia (251).
Cerca de 70% das patentes identificadas relacionam-se a dispositivos eletronicos,
mas a pesquisa também destacou inovagbes em areas como softwares, kits de
diagnéstico, inteligéncia artificial e hardware. Interessantemente, apenas quatro

dessas patentes referem-se a tecnologias para deteccdo de COVID-19 por meio da
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analise do ar exalado pelos pacientes, e a que mais se assemelha com nossa corrente
pesquisa utiliza sensores para medir alteragcbes metabdlicas como oxigénio,
temperatura e CO2 o que faz com que a sensibilidade e especificidade sejam
questionadas, além do preco do dispositivo que, pelos projetos apresentados, devera
ser considerado um equipamento de médio preco em valores atualizados, conforme
evidenciado na Figura 11.

Esses dispositivos representam uma abordagem inovadora e unica no campo
da deteccao de COVID-19. Diferentemente das tecnologias existentes e patenteadas,
um sistema que opere de forma passiva tende ser muito mais econdmico, e a
utilizagcdo concomitante com equipamentos de RT-PCR, amplamente disponivel em
todo o mundo, além de apresentar sensibilidade e especificidade superior aos
mecanismos eletronicos de deteccio passiva, o torna particularmente promissor para
aplicagbes futuras em diagnostico e monitoramento das doengas respiratérias

causadas por patégenos virais.

Figura 11 — Projeto apresentado ao registro de patentes de um dispositivo de deteccdo do ar
exalado de pacientes com COVID-19

|

i

Nota: A invengéo refere-se a detecgédo nao invasiva de COVID-19 medindo pardmetros do meio gasoso
exalado por uma pessoa submetida a exame. O presente método é realizado utilizando um
dispositivo (8) contendo uma célula sensor de gas (4) para analise do ar exalado. A célula compreende
um conjunto (1) de sensores de gases com diferentes mecanismos de resposta, um sensor de
temperatura do ar (2), um sensor de umidade do ar (3), uma unidade de medigao (5), um
microprocessador (6) e um meio de coleta e alimentando ar na célula. O ar exalado é alimentado na
célula. A temperatura e a umidade do ar sdo medidas. A temperatura dos sensores ¢é alterada. Um
pulso de tenséo é aplicado aos eletrodos dos sensores de gas. Os parametros de resposta de cada
sensor sdo medidos. A probabilidade de a pessoa submetida ao exame ter doenga por coronavirus é
determinada pela analise dos valores médios de resposta do sensor de acordo com um classificador
produzido usando medi¢des de resposta do sensor de amostras saudaveis e pessoas infectadas. O
resultado é a rapida detecgcédo de COVID-19, que pode ser usado em sistemas de teste para triagem
diaria de individuos em locais lotados com resultados de medigcao altamente precisos devido a uma
resposta ndo correlacionada de sensores individuais em uma matriz, proporcionando assim maxima
eficacia em um tempo minimo de analise.

Autor: Anisimov (2023) (252).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DO MEIO DE COLETA E TRANSPORTE
PARA O VIRUS SARS-COV-2.

O desenvolvimento e validagdo de um meio de coleta e transporte viral (VTM)
para o SARS-CoV-2 é fundamental para garantir a eficacia na deteccédo e manejo do
virus. A estabilidade do virus durante o transporte € crucial para a precisao dos testes
diagnésticos. Smith et al. (2020), demonstraram que a escolha do meio de transporte
pode afetar significativamente a estabilidade viral. Eles sugerem que meios com
tampao de fosfato salino (PBS, do inglés Phosphate-buffered Saline) mantém a
integridade viral melhor do que aqueles baseados em solugédo salina (253). Além
disso, a validagao do meio de transporte requer a verificacao da inativagao viral sem
comprometer a integridade do material genético viral. Welch et al. (2021),
desenvolveram um meio que utiliza agentes inativantes virais, mantendo a integridade
do RNA para posterior PCR. Este estudo destacou a importancia de equilibrar a
seguranga na manipulagao das amostras com a eficacia na detecgao do virus (254).
Em sintese, o desenvolvimento de um meio de coleta de transporte eficaz para o
SARS-CoV-2 é um processo multifacetado que exige consideragéo da composi¢ao do
meio, inativagéo viral, integridade do RNA e logistica de transporte. Tais avangos séao
essenciais para aprimorar as estratégias de diagnéstico e contengédo da COVID-19. A
producao do Meio de Transporte Viral Semissolido (aqui denominado como VTM-SS)
€ 0 primeiro passo para a elaboracdo de novas tecnologias adaptaveis para
sensoriamento ambiental. O Diagrama 1 ilustra o fluxo de processos dos experimentos

e analises realizados.
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3.1.1 Preparo do Meio de Transporte Viral (VTM) e suas modificagoes

O VTM é um meio destinado ao transporte e manutencdo de amostras virais. E
composto por tubos conicos livres de RNAse e DNAse, sais de fosfato e sédio (para
a manutencao do pH), agucares (ajudam a manter a viabilidade das células presentes
na amostra), espessante (crioprotetor), indicador de pH visual.

Para a producgao do VTM, utilizamos uma formulacdo modificada do Centro de
Controle e Prevencgéao de Doencas dos Estados Unidos (CDC) (255), procedendo da

seguinte forma:
3.1.1.1 Preparagao dos ingredientes para o Meio de Transporte Viral (VTM)

Inativagdo do Soro Fetal Bovino - SFB: Uma garrafa de 500 ml de soro fetal
bovino (SFB) foi descongelada, seguindo as recomendagdes do fabricante para
descongelamento e armazenamento. O SFB foi inativado termicamente a 56 °C por
30 min em um banho-maria a 56,0 £ 1,0 °C. As informagdes de lote e preparagao

foram registradas em um caderno controlado.
3.1.1.2 Preparacéo do Meio de Transporte Viral (VTM)

Limpeza e desinfec¢cdo das superficies de trabalho: A superficie de trabalho
(camara de fluxo laminar) foi limpa com desinfetante apropriado, submetida a radiagao
UV por no minimo 15 min, e os frascos de reagentes foram desinfetados antes de
serem colocados na superficie de trabalho.

Preparagcédo do reagente: Em uma garrafa de 500 ml de Solugdo Salina
Balanceada de Hank (HBSS) estéril, o lacre plastico foi removido e a tampa afrouxada.
Usando pipetas estéreis, foi adicionado 10 ml do SFB inativado. O meio preparado foi
devidamente rotulado, e armazenado de 2 a 8 °C até a sua utilizagao. Aliquotas de 3
ml em tubos conicos foram feitas para fins de controle de qualidade. O pH foi ajustado
para 7,3 £ 0,2 a 25°C.

3.1.1.3 Preparagao do Meio de Transporte Viral Semissolido (VTM-SS)

A preparagao das placas de Petri e dos dispositivos para exposicdo ambiente
(baseados no projeto das placas de Uritest® plate) com o Meio de Transporte Viral

(VTM) semissolido ocorreu da seguinte forma: A solucdo de VTM previamente
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produzida foi aliguotada em um Erlenmeyer dentro de uma camara de fluxo laminar,
previamente higienizada com solugéo de alcool 70% e exposi¢cao a radiacdo UV por
no minimo 15 min, sendo adicionada de 3 g/L de agar base (calculado conforme a
quantidade de placas/dispositivos a serem produzidos). O agar foi aquecido até sua
dissolugdo completa, obedecendo o menor tempo possivel até o ponto de ebuligao
(aproximadamente 88 °C). Apos, aguardou-se o resfriamento até por volta de 50 °C,
neste ponto o volume também foi avaliado e se necessario a solugao final corrigida
com adi¢cao de mais reagentes.

Apés, procedeu-se com a autoclavagem a 121 °C por 20 min, tomando cuidado
para nao fechar completamente o Erlenmeyer (vedacao). Apos o resfriamento passivo
da autoclave, o Meio de Transporte Viral (VTM) com sua formulagdo original
modificada, foi distribuido em placas de Petri (20 ml por placa) ou dispositivos plasticos
baseados em Uritest® Plate na proporcdo de 4 ml cada lado com uma pipeta
volumétrica de vidro (20 ml) limpa e esterilizada por autoclavagem. A denominagao
semissolida deu-se por conta da adicdo de até 0,35% de agar base na solucéo final
(256). A Figura 12 ilustra um exemplo de um dispositivo baseado em uma carcaga
amplamente utilizada no meio laboratorial (Uritest® Plate), que confere ao meio nele
armazenado, esterilidade do local de produgao até o local de utilizagéo, bastando ao
operador abri-lo no local de interesse, por um simples procedimento de desrosquear
sua tampa. Porém, suas aplica¢des sao muito mais amplas do que isso, podendo ser
desenvolvidos outros projetos capazes a se adaptar a diferentes modelos de

interesse.

Figura 12 — Dispositivo adaptado com VTM-SS para captagao de virus do ambiente

Nota: Foram utilizados dispositivos plasticos para acoplagem do meio VTM-SS provenientes de
tecnologias ja existentes em outros meios de cultura. Muito comumente encontrado em kits de
identificagéo bacteriana em amostras de urina Uritest® Plate.

Fonte: O autor (2024).
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3.1.1.4 Controle de qualidade do VTM base

Verificagdo de esterilidade das aliquotas de VTM: Os tubos foram examinados
no dia seguinte para verificagdo do crescimento de contaminantes. A norma CLSI
M40-A2 foi consultada para procedimentos de controle de qualidade para avaliar a
midia para integridade de recuperacao viral, conforme requisitos dos sistemas de
qualidade de laboratério (257). Um controle de contaminagdo também foi realizado
adicionando-se 100 yL do meio preparado a um agar sangue que foi incubado por 48

horas a 37°C +2°C. Ao final, avaliado crescimento bacteriano.
3.1.1.5 Controle de qualidade do VTM semissalido.

Verificagdo de esterilidade do VTM semissélido: Uma das placas de Petri
semissolidas produzidas foi incubada por 48 h a 37 + 2 °C, com verificagcdes diarias
do crescimento. Os resultados da verificagdo de esterilidade (crescimento ou nao
crescimento) foram anotados em documentos internos do laboratério para registro da
qualidade. Em caso de crescimento bacteriano observado ou mudanca na coloracéo,
acdes apropriadas de acompanhamento foram tomadas para remover a garrafa do
meio e todas as aliquotas do servigco, e o meio foi descartado apropriadamente em

lixo bioldgico.
3.1.2 Avaliagao do VTM semissélido

Apos a producao do VTM-SS, o mesmo foi disposto em 24 placas de Petri, as
quais foram divididas da seguinte maneira: 12 placas para testagem em temperatura
ambiente (2 a 8 °C), e 12 placas para testagem em temperatura controlada (18 a
22 °C). Este procedimento foi realizado 3 vezes em momentos distintos, produzindo
assim 3 lotes. A producéo total foi de 72 placas, excluindo-se os controles negativos.
Apés, os VTM-SS foram intencionalmente inoculados com controles positivos
fornecidos pelo kit diagnostico do RT-PCR da QIAprep&AMP® (QIAGEN™) a partir de
friccdo por um swab contaminado. Posteriormente, foram mantidas a temperatura
ambiente (18 °C a 22 °C) (12 placas por lote) e em temperatura controlada (2 °C a
8 °C) (12 placas por lote), sendo analisados nos tempos basal (0 h), 24 h,48 he
72 h. Foram performados trés experimentos em momentos diferentes (3 lotes de
producao distintas). A realizagdo dos testes em temperatura ambiente e controlada

ocorreu simultaneamente, conforme processo ilustrativo da Figura 13.
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Figura 13 — Esquema ilustrativo validagao do VTM-SS

Produzidos 3 lotes,
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Nota: Foram realizados trés experimentos distintos, cada um com avaliagdo de temperatura (ambiente
e controlada) e tempo (basal Oh, 24h, 48h e 72h apés). Cada experimento contou com 12 amostras
testadas em cada grupo de temperatura juntamente com seu controle negativo. Os controles positivos
inoculados através de friccdo do swab/salina foram retirados diretamente do kit diagndstico
QIAprep&AMP® e calibrados através de diluigdes para uma positividade de CT 18 (Cycle Threshold).
Fonte: O autor (2024).

3.1.3 Protocolo de coleta da amostra no VTM semissolido

A coleta do material para analise proveniente do VTM-SS, foi realizada através
da fricgdo de um swab estéril ndo vegetal (Rayon) umedecido em salina para facilitar
a coleta do material, sob a area escolhida da placa de Petri e colocado em um tubo
do tipo Eppendorf® com 1 ml da mesma solugdo, que foi agitado por 1 min em um
agitador de bancada. O esquema ilustrativo da Figura 14 representa como foi

realizado o processo.
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Figura 14 - Esquema ilustrativo do protocolo de extracao da amostra do VTM-SS

Unv swab de Rayon, embebido em solugao
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Nota: A utilizagéo da solugéo salina 0,9 % para o pré-preparo da amostra antes da pipetagem com o
kit de diagnostico, leva em conta os protocolos internos do laboratério validados e aprovados. A
substituicdo por HBSS ou até mesmo o meio VTM liquido possivelmente nao implicara na qualidade
dos resultados, visto que s&o protocolos utilizados por outros laboratdrios e validados.

Fonte: O autor (2024).

Apos este periodo, foi realizada a extragdo do meio seguindo a bula do kit
QIAprep&AMP®. Essa metodologia auxiliou a realizar uma extragdo rapida
diretamente do tubo de ensaio. Apds essa etapa, ocorreu a verificagdo do RNA viral
por meio da analise por reacédo de cadeia de polimerase em tempo real de RT-PCR
pelo equipamento StepOnePlus® da Applied Biosystems™. E importante ressaltar que
o VTM-SS tem a capacidade de capturar os diversos virus presentes no ambiente,
ndo sendo seletivo apenas ao SARS-CoV-2. A partir das amostras coletadas e
mantidas no VTM-SS, foi realizado o RT-PCR com primers especificos para as regides

de interesse do genoma do virus do SARS-CoV-2.
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3.1.4 Exposicao ambiental com VTM Semissélido

As amostras foram inoculadas no VTM-SS em um ambiente controlado,
replicando a dispersao de goticulas através de um aerdégrafo, para simular um espirro
humano em condicdes laboratoriais. A experimentacao foi conduzida em uma capela
de fluxo laminar, onde o aerdgrafo foi carregado com 1 ml de solugao salina 0,9%
acrescida de controle positivo para SARS-CoV-2 e calibrada para o CT (do inglés
Cycle Threshold) 18. A distancia de disperséo das goticulas foi variada em intervalos
de 10, 50, 100, 150 e 200 cm. Para simular a dinAmica de um espirro humano em
relagdo ao COVID-19, a velocidade de expulsdo das goticulas foi ajustada para cerca
de 180 km/h (258,259) e pode ser visualizada na Figura 15.

Figura 15 - Espirro humano captado em video de alta velocidade

r

Nota: Um espirro humano pode variar de 140 a 180km/h dependendo do autor e estudo. Bourouiba et
al. (2014) e Han et al. (2013) identificaram em seus estudos que a velocidade média é de 180 km/h
(258, 259). A dispersao também nao segue um leque uniforme, mas sabe-se que aumenta conforme
se distancia do corpo humano. O tempo das imagens: (a) 0,006 s, (b) 0,029 s, (c) 0,161 s, (d) 0,341 s,
(e) 0,222 s e (f) 0,341 s.

Fonte: Gibbens (2020) (260).

A configuragao do aerdgrafo, que possui uma poténcia de 18 W, funcionamento
do compressor em 20 psi e bico 0,6 mm, e uma taxa de fluxo de 2 ml/min visou simular
a poténcia e leque de disseminagdo de um espirro (mesmo diversos autores
considerando a disseminagdo nao uniforme) encontra-se ilustrada na Figura 16.

Considerando que um espirro humano tipico pode liberar aproximadamente 40.000



59

goticulas, equivalentes a 0,04 ml aproximadamente, a quantidade de solugao utilizada
no reservatorio do aerografo foi estabelecida em 1 ml. Para assegurar uma simulagao
precisa, a solugao foi expelida do aerégrafo por aproximadamente 1,2 s, um tempo

calculado para replicar a forga e a quantidade de um espirro humano.

Figura 16 - lustragao dos processos de simulagao de distribuicao de material biolégico pelo
espirro.

Nota: A letra A é o bico do aerégrafo, no qual utilizou-se 0,6 mm; a letra B refere-se ao angulo (a) de
saida do liquido expelido pelo aerdgrafo, no caso 0,17 rad, e a letra C ao angulo de abertura
intermediario. Para o calculo do leque atingido pelo aerégrafo, aplicou-se o teorema de Pitagoras onde
c?=a%+b?, sendo A o cateto oposto (que se busca), C a hipotenusa e o B o cateto adjacente (neste caso,
2 m — distancia maxima utilizada nos testes). Para o calculo da hipotenusa empregou-se a equagao: C
= B/ cos a. Assim sendo, tem-se uma hipotenusa de 201,01 cm e consequentemente, apods aplicar os
dados na equagdo, o cateto oposto (igual a metade de um leque) de 20,12cm, ou seja, a abertura
simulada pelo aerégrafo é de 40,24cm a uma distancia de 2 m.

Fonte: O autor (2024).

Apds realizados os procedimentos de célculos e preparagédo dos reagentes e
equipamentos a serem utilizados, todos foram dispostos conforme a Figura 17 dentro
da camara de fluxo laminar. Marcagbes na camara foram feitas para indicar as
distancias da ponta do bico do aerdgrafo e assim proceder com os experimentos de
inoculagdo no VTM-SS. As cinco distancias (grupos) foram testadas por 8 replicatas
de VTM-SS produzidos em um unico lote (40 placas), juntamente com seu controle

negativo.



60

Figura 17 — Dimensoes e esquematica da camara de fluxo laminar horizontal.
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Nota: Modelo SP-2390. Medidas A 2390 mm, B 504 mm, C 655 mm, D 2445 mm, E 765 mm, F 1861
com base. As letras A, B, e C referem-se as medidas internas. As letras C, D e E referem-se as medidas
externas. A letra G representa posicdo do aerdgrafo. A letra H sugere graficamente a escala de
distancia dentro dos limites da camara.
Fonte: Adaptado de SPLABOR (2024).
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3.2 ANALISE POR REACAO DE CADEIA DE POLIMERASE EM TEMPO REAL
(RT-PCR)

3.2.1 RNA viral e preparagao da amostra

O tampéo contido no kit QlAprep&amp® possui um reagente liquido para a
extracdo do RNA viral de amostras contidas em UTM, VTM, salina, PBS ESswabs, e
Virocult. A preparagao da amostra, prepara o RNA gendmico para a detecgao por RT-
gPCR, protegendo a molécula de RNA de degradacao e prevenindo sua inibigcdo. Em
uma placa de 96 pocos, livre de DNAse e RNAse, foi adicionado o 8 ul de amostra
primaria em solucao salina proveniente do protocolo de coleta do VTM-SS, mais 2 pl
do tampao de preparacao. A incubacdo demorou apenas 2 min e foi realizada em

temperatura ambiente.
3.2.2 PCR e one-step RT-PCR

Apds a incubacgao, a amostra com o tampao de extracao recebeu 10 pl do mix
de reacao de RT-PCR 4x, qual permite o uso de volumes maiores de modelo para
aumentar a sensibilidade do ensaio. O uso do QlAprep&amp® Viral RNA UM Master
Mix permite que a transcri¢cao reversa e a PCR ocorram em um unico tubo (ou placa).
Todos os reagentes necessarios para ambas as reagdes estdo contidos no Master
Mix, para que n&o haja necessidade de abrir o tubo, uma vez que a reagao de
transcricdo reversa tenha sido iniciada. A configuragdo do ensaio foi feita em

temperatura ambiente e processada imediatamente apds a adicao da amostra.
3.2.3 Componentes do Master Mix

Os componentes do Master Mix incluem HotStaRT-Script Reverse
Transcriptase, QuantiNova DNA Polymerase, tamp&do e dNTPs. Esta formulagao
otimizada permite a amplificacdo rapida por RT-PCR com alta especificidade e

sensibilidade.
3.2.4 HotStaRT-Script Transcriptase Reversa

O HotStaRT-Script serve para ativacdo mediada por calor da etapa de

transcricdo reversa. O HotStaRT-Script esta associada a um bloqueador de RT,
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tornando a enzima quase inativa em temperatura ambiente. Isto permite que a reagao
de RT-PCR seja estabelecida a temperatura ambiente sem o risco de formagao de
dimeros de primer pela transcriptase reversa. Ao iniciar o protocolo de RT-PCR com
etapa a 50 °C, o bloqueador de RT ¢ liberado da transcriptase reversa e a sintese de

cDNA ¢ iniciada, como pode ser evidenciado na Figura 18.
3.2.5 Controle interno de RNA

Para aumentar a seguranca do processo, utilizamos um controle positivo
interno, o qual foi detectado no mesmo tubo que os alvos de RNA do SARS-CoV-2. O
controle interno de RNA, € um reagente sintético com uma sequéncia unica e artificial
que foi usada para monitorar amplificagdo. As sequéncias de primer e sonda para a
deteccao do controle interno de RNA foram validadas por bioinformatica para nao

conter homologia contra centenas de organismos eucarioticos e procarioticos.

3.2.6 Controle interno Humano

Para aumentar a confianca na interpretacdo de amostras negativas (sem
amplificacdo do alvo), utilizamos um controle interno para amostras humanas, o qual
tem como alvo duas transcricées humanas do B2M e Genes RNase P, detectados no
mesmo canal. O controle interno humano destinou-se a informar que o tubo de
amostra humano e que os materiais de RNA ndo foram degradados. Nos
experimentos realizados, por se tratar de testes realizados com controles positivos,

utilizou-se o controle interno humano validagéo do teste (comercial).

3.2.7 Novo mecanismo mediado por anticorpos Hot-start

A DNA Polimerase QuantiNova é fornecida em estado inativo e nao possui
atividade enzimatica em temperaturas ambientes ou mais altas. A enzima permanece
completamente inativa durante a reacéo de transcricao reversa e nao interfere nela.
O mecanismo Hot-start mediado por anticorpos impede a formacao e extensio de
produtos inespecificos de RT-PCR dimeros de primers durante a reagao, transcricéo
reversa e durante a primeira etapa de desnaturagdo. Portanto, este mecanismo
permite maior especificidade de PCR além de uma quantificagcao precisa. Depois da

transcricdo reversa e dentro de 2 min apés o aumento da temperatura para 95°C, o
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anticorpo QuantiNova sédo desnaturados e a QuantiNova DNA Polimerase ¢ ativada,
permitindo a amplificagao por PCR (Figura 18). Este hot-start de duas fases permite
uma reagao rapida e conveniente em temperatura ambiente além de permitir que

todas as ambas as etapas sejam realizadas sequencialmente em um unico tubo.
3.2.8 RT-PCR (real time)

A reagao preparada com tampéao, amostra e Master Mix foi adicionada a uma
placa de 96 pogos e levados ao equipamento StepOnePlus® da Applyed
Biosystems™. Foram realizados 40 ciclos de alternancia de temperatura (conforme
protocolos da OMS), onde na primeira fase elevou-se a temperatura para 50 °C por
10 min para promover a transcrigao reversa, seguido de nova elevacgéao para 95 °C por
3 min. Depois mais 39 ciclos de 95 °C por 15 s, 50 °C por 30 s foram realizados para
totalizar 40 ciclos. A Figura 18 ilustra o setup de preparacdo da amostra e

funcionamento bioquimico do processo de RT-PCR.

Figura 18 - Setup do protocolo de preparacao da amostra e fases de transcri¢ao
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Nota: Kit utilizado nos experimentos QIAprep&AMP® da QIAGEN™. Equipamento utilizado nos
experimentos StepOnePlus®, Apllied Biosystems™,
Fonte: Adaptado de QIAGEN (2020) (261).
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3.3 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados obtidos foram tabulados no programa Microsoft Excel® 2010, e
posteriormente suas comparacdes estatisticas realizadas com o software “R” versao
R core Team 2014 de cddigo livre, The R Foundation for Statistical Computing,
iniciativa de The R Journal. R é uma linguagem de programacao e um ambiente
destinado a realizagado de analises estatisticas e elaboragao de graficos. Configurado
como um projeto GNU, R compartilha semelhangas com a linguagem e o ambiente S,
desenvolvidos anteriormente no Bell Laboratories (anteriormente AT&T, agora Lucent
Technologies) por John Chambers e seus colegas. Embora R seja considerado uma
implementacao distinta de S, muitos codigos escritos para S podem ser executados
em R sem modificagdes significativas. No ambito das capacidades estatisticas, R
oferece uma ampla Gamma de técnicas, abrangendo modelagem linear e ndo linear,
testes estatisticos classicos, analise de séries temporais, classificagdo, agrupamento,
entre outras. Além disso, destaca-se por sua alta extensibilidade. A linguagem S é
frequentemente adotada como o meio preferencial para pesquisas em metodologia
estatistica, e R proporciona uma via de codigo aberto para engajamento nessas
atividades. Uma caracteristica distintiva do R reside na facilidade com que graficos de
qualidade editorial, incluindo simbolos matematicos e formulas quando necessarios,
podem ser gerados. Cuidado meticuloso € aplicado aos padrdes relativos as opgdes
de design em graficos, garantindo que o usuario mantenha controle total sobre o
processo. R esta disponivel como software livre, regido pelos termos da Licenga
Publica Geral GNU da Free Software Foundation, na forma de cdédigo-fonte. Sua
capacidade de compilagdo e execugao estende-se a uma variedade abrangente de
plataformas, incluindo sistemas UNIX e similares (como FreeBSD® e Linux®),
Windows® e MacOS® (262).

Para as analises estatisticas dos experimentos realizados, foi aplicado o teste
de Kruskal-Wallis (ANOVA — Analisys of Variance) a um fator ndo-paramétrico. Esta
técnica permite a comparagdo considerando grupos, tempos ou combinagdes,
inclusive com outras variaveis (263). Ela € util especialmente ao se comparar ao
menos trés conjuntos. Uma vez que os dados apresentaram uma néo homogeneidade
das variancias (podendo ser verificada pela presenca de relevancia estatistica em pelo
menos um dos grupos analisados pelo teste de Shapiro-Wilk), foi aplicado um post

hoc para analises dos grupos, neste caso, o teste de Dwass-Steel-Critchlow-Fligner.
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O teste de de Dwass-Steel-Critchlow-Fligner é uma adaptacdo dos
conhecimentos de seus criadores, sendo:

Dwass (Harold W. Dwass), conhecido por seu trabalho em métodos nao
paramétricos e testes de comparacdes multiplas, particularmente o teste de Dwass-
Steel, que € uma extensdo do teste de Kruskal-Wallis;

Steel (Robert G. D. Steel), contribuiu para métodos estatisticos e é
frequentemente associado ao teste de Dwass-Steel,

Critchlow (Richard Critchlow), também contribuiu para a estatistica nao
paramétrica; no entanto, ndo ha uma associagao direta com um teste especifico com
seu nome na literatura padréao;

Fligner (Jerome L. Fligner), conhecido por suas contribuicbes para métodos
estatisticos, incluindo o teste de FlignerKilleen, é usado para verificar a
homogeneidade de variancias em grupos.

Este teste é um dos dois métodos utilizados para conduzir multiplas
comparacgdes sem distribuicdo. O método baseia-se num ranqueamento de pares,
possuindo diversas propriedades desejaveis que sao investigadas (264).

A referéncia adotada para que se verifique evidéncia estatistica de diferenca é
o valor minimo de p<0,05. Sao considerados significativos os resultados com *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na atual pesquisa, focou-se na avaliacdo da eficacia na coleta do virus SARS-
CoV-2 no ambiente, utilizando dispositivos baseados no Meio de Transporte Viral
(VTM) semissodlido. A analise estatistica aqui apresentada é crucial para compreender
as nuances e a efetividade dessas técnicas de coleta em diferentes condigcbes
ambientais e operacionais. Neste contexto, abordou-se variaveis como temperatura
ambiente (TA), considerada de 18 °C a 22 °C versus temperatura controlada (TC)
considerada de 2 °C a 8 °C, e também a relagdo entre a distancia de coleta e a
capacidade de deteccao assim como sua sensibilidade e especificidade.

A estabilidade do SARS-CoV-2 em diferentes temperaturas € um aspecto
fundamental para a coleta e analise do virus. Estudos anteriores, como os de Chin et
al. (2020), mostraram que o SARS-CoV-2 tem estabilidade variada em diferentes
temperaturas, afetando diretamente a viabilidade do virus coletado (212), dados estes
que corroboram com o0s encontrados nesta pesquisa. A comparacido direta entre
amostras mantidas a temperatura ambiente e controlada oferece insights sobre as
melhores praticas para a coleta e armazenamento de virus aéreos, que podem ser
empregados ao virus SARS-CoV-2 ou outros virus aéreos. Pesquisas como a de
Maroto et al. (2017) destacaram que a temperatura de armazenamento pode afetar
significativamente a integridade do RNA viral e, portanto, a detec¢ao subsequente do
virus (265).

Ja relacao entre a distancia de coleta emitida pelo aerégrafo e a quantidade de
ciclos necessarios para detectar o virus em testes de RT-PCR é um indicador chave
da eficacia do VTM-SS. Conforme indicado por Setti et al. (2020), a distancia da fonte
do virus pode influenciar a carga viral coletada e, consequentemente, o numero de
ciclos de PCR necessarios para deteccéo, que é de suma importancia para determinar
a quantidade de dispositivos seriam necessarios por metro quadrado a fim de garantir
a reprodutibilidade do teste, além disso, pequenas particulas podem cobrir uma
grande area indoor, chegando até 10 metros (34).

As analises estatisticas fornecem uma compreensio aprofundada da eficacia
dos dispositivos de coleta de VTM-SS no ar/ambiente, fundamentais para estratégias

de monitoramento e controle da COVID-19 em ambientes diversos.
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41 TESTES DE ESTABILIDADE VTM SEMISSOLIDO EM TEMPERATURA
AMBIENTE - 18 °C A 22 °C

A relacdo entre o tempo e a temperatura ambiente listada na Tabela 3 para
valores CT em uma analise de SARS-CoV-2, mostra o numero de amostras (N), a
mediana de CT, os valores do teste de normalidade W de Shapiro-Wilk, e os valores-
p correspondentes, bem como o0 25° e 0 75° percentis para os tempos de 0, 24, 48 e
72 h. Os percentis 25° e 75 ° mostram uma variagao no CT ao longo do tempo, com o
75° percentil aumentando, o que pode indicar uma distribuicdo a direita e leve
instabilidade quando comparado com valores de temperatura controlada, enquanto o
teste de Shapiro-Wilk sugere distribuicdo ndo normal dos dados, como indicado pelos
valores-p baixos em todos os pontos temporais.

A estabilidade do CT em temperatura ambiente € uma medida importante na
avaliagdo da integridade do RNA viral em amostras de SARS-CoV-2 coletadas ao
longo do tempo. Os dados demonstram que ndo ha uma degradacao significativa do
RNA viral em nenhum dos tempos. O que é consistente com as descobertas de Chia
et al. (2020), que relataram uma relativa estabilidade do SARS-CoV-2 em superficies
a temperatura ambiente e umidade entre 53 e 59% (199).

A variagdo observada nos percentis 25 e 75 pode refletir a heterogeneidade
nas amostras coletadas ou variagdes na eficiéncia da coleta e/ou do processo de RT-
PCR. Estudos anteriores, como o de Huang et al. (2021), observaram que a carga
viral e a eficiéncia de detecgdo podem variar significativamente com a metodologia de
coleta (266).

A rejeicdo da normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk (p<0,001***) indica que
meétodos estatisticos ndao paramétricos devem ser usados para analise subsequente
desses dados.

A leve variagédo dos CT nos dois percentis analisados, juntamente com a média
ligeiramente mais elevada (Qquando comparada com temperatura controlada) reafirma
que o RNA viral possui menos estabilidade em tais condigdes, o que € corroborado
por estudos como o de Aboubakr et al. (2021) que indicam uma diminuigdo na

degradacgao do RNA viral em temperaturas mais baixas (267).
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Tabela 3 - Estatistica descritiva da relagao Tempo x CT (em TA)

Parametro Tempo (h) CT
N 0 36
24 36
48 36
72 368
Mediana 0 23,5
24 23,5
48 23,5
72 23,5
W de Shapiro-Wilk 0 0,766
24 0,512
48 0,817
72 0,844
p de Shapiro-Wilk 0 <0,001 ***
24 <0,001 ***
48 <0,001 ***
72 <0,001 ***
25° Percentil 0 22,5
24 225
48 22,0
72 23,0
75° Percentil 0 26,0
24 24,3
48 24,3
72 25,0

Nota: Dados descritivos tabulados fornecidos pelo programa estatistico R (R Core Team, 2022. R: A
Language and environment for statistical computing. Versao 4.1), referente a analise de quatro grupos
(temperatura ambiente) denominados TO, T24, T48 e T72, cada um contando com 36 replicatas e um
controle, feitos em 3 experimentos distintos (12 por lote). A tabulagdo nos mostra que devido aos
valores-p de um dos grupos pelo teste de Shapiro-Wilk terem dado <0,001*** a hip6tese nula é
rejeitada, ou seja, os dados testados nao sdo normalmente distribuidos, sendo assim um teste nao
paramétrico (ANOVA) deve ser empregado.

Fonte: O autor (2024).

A Tabela 4 apresenta resultados de uma analise de variancia de Kruskal-Wallis,
que é usada quando os dados ndo seguem uma distribuicdo normal. A significancia

estatistica (valor-p <0,009**) indica que ha diferengas estatisticamente relevantes
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entre os grupos analisados em diferentes tempos. O valor-p sugere que a variavel de
tempo tem um efeito moderado na variavel dependente.

O uso do teste de Kruskal-Wallis € justificado pela ndo normalidade dos dados,
como confirmado pelo teste de Shapiro-Wilk da Tabela 3. O valor-p indica que, embora
haja um efeito, outras variaveis ndo medidas também podem estar contribuindo para
as diferencas observadas.

Os resultados da Tabela 4, em especial o valor-p (0,009**), indicam que
existem diferencas estatisticamente significativas na variavel dependente
provavelmente a carga viral detectada em diferentes momentos de coleta (TO, T24,
T48, T72). Isso pode sugerir que a estabilidade ou a degradacado do SARS-CoV-2 em
amostras coletadas no ar varia com o tempo, o que é consistente com os estudos de
Van Doremalen et al. (2020) sobre estabilidade do SARS-CoV-2 em diferentes
ambientes e superficies (211).

O fato de que ha diferengas significativas entre os grupos ao longo do tempo
refor¢a a importancia da coleta e analise rapida de amostras para evitar a degradagao
do material genético viral. Afzal et al. (2020), em seus estudos demonstraram como
essas variaveis podem afetar a sensibilidade dos testes de diagndstico (268).

Tabela 4 - ANOVA a um fator (ndo paramétrica) - Kruskal-Wallis
X gl p &
CT 11,5 3 0,009** 0,0804

Nota: Teste de Shapiro-Wilk p=<0,001** hipétese nula é rejeitada, ou seja, os dados testados nédo sédo
normalmente distribuidos. Diante disso, empregou-se o teste de Kruskal-Wallis (ANOVA). Os
resultados indicam que existem diferengas entre os grupos analisados, sendo eles TO, T24, T48 e T72.
Fonte: O autor (2024).

Relacionado a Tabela 5 as comparagdes entre 0 e 48 h (p<0,033*), bem como
48 e 72 h (p<0,033*), mostram diferencas significativas, o que estatisticamente sugere
alteragdes na variavel de interesse ao longo do tempo em temperatura ambiente. Nao
ha diferencas significativas nos outros pares de tempo comparados. Os resultados
apresentados na Tabela 5 sugerem uma mudancga na estabilidade do SARS-CoV-2
ao longo do tempo em temperatura ambiente. A diferenca entre 0 h e 48 h pode ser
potencialmente explicada pela maior dispersdo dos dados e TO indicando que talvez
tenha havido algum problema de ordem técnica que tenha afetado a reprodutibilidade
dos dados nesse tempo. Ja a diferencga entre 48 h e 72 h potencialmente pode apontar
uma diferenca real entre os CTs dos dois grupos. Entretanto, fosse essa diferenca

resultante da perda da estabilidade ao longo do tempo, ela também deveria ser
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detectada entre os tempos 0h/72h e 24/72h. Sendo assim, é razoavel concluir que o
tempo nao afeta os resultados e que as diferengas observadas séo resultantes de
questdes técnicas. Porém mais estudos, com maior niumero de amostras sao
necessarios para elucidar definitivamente a questao. Além disso, Afzal et al. (2020),
descrevem como o controle do ambiente € um fator essencial para resultados com
confiabilidade (268).

Tabela 5 - Comparacdes miiltiplas Tempo x Tempo (em TA) — Dwass-Steel-Critchlow-Fligner

Tempo (h) Tempo (h) w Jo)
0 24 -2,520 0,282
0 48 -3,849 0,033 *
0 72 -0,171 0,999
24 48 -1,252 0,813
24 72 2,911 0,167
48 72 3,845 0,033 *

Nota: O valor-p aponta que existe diferenga entre os grupos (tempos). Entretanto, as comparac¢des B2B
revelam uma diferenga marginalmente significativa (p=0,033*) entre os tempos Oh e 48h, e dos tempos
48h e 72h.

Fonte: O autor (2024).

O Gréfico 1 apresenta a distribuicao de valores de CT para o SARS-CoV-2 em
amostras armazenadas em temperatura ambiente ao longo de quatro pontos
temporais: 0, 24, 48 e 72 h. Ha diferencas estatisticas significativas detectadas pelo
teste de Kruskal-Wallis (Oh e 48h / 48h e 72h).

Juntamente com os dados da Tabela 5, o Grafico 1 corrobora indicando que a
mediana do CT (indicador semiquantitativo de carga viral), difere-se entre os grupos
ao longo do tempo, e parece aumentar ligeiramente a partir de 24 h sugerindo uma
possivel degradacado do RNA viral ou diminuigdo da carga viral nas amostras ao longo
do tempo em temperatura ambiente. A presenca de outliers nos tempos 0 e 24 h indica
variagoes na quantidade de RNA detectavel nessas amostras. As linhas horizontais
representam comparagdes entre os grupos, onde as linhas conectam os grupos entre
os quais diferengas estatisticas significativas foram observadas.

A elevagao gradual do CT mediano (de 24 h até 72h), observada no Gréafico 1,
pode ser indicativa de uma degradagdo do RNA viral ao longo do tempo quando
exposto a condicdes ambientes, o que esta alinhado com as descobertas de Chin et
al. (2020), que relatam uma diminuicdo na estabilidade do SARS-CoV-2 em

superficies a temperatura ambiente ao longo do tempo (212). A variabilidade expressa
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pelos outliers pode ser atribuida a variagcdes na eficiéncia de coleta ou na técnica de
RT-PCR, como discutido por Haberhausen et al. (1998). Isso ressalta a importancia
de padronizar os procedimentos de coleta e analise para garantir a confiabilidade dos
resultados (270).

Grafico 1 — Relagédo CT x Tempo (em TA)
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Oh 24h 48h 72h
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Nota: Testes realizados em trés experimentos distintos. Divididos em quatro grupos denominados TO
(basal), T24, T48 e T72, com 36 replicatas. Foi utilizado um controle negativo por grupo. As diferencas
estatisticas podem ser evidenciadas entre o TO/T48 e T48/T72 com baixa relevancia.

Fonte: O autor (2024).

Estudos realizados em 2022 ampliaram a compreensao da estabilidade do
SARS-CoV-2 em superficies diversas e em diferentes condi¢des térmicas, reforcando
e detalhando as observagdes feitas por Chia et al. (2020) (199). Foi relatado que, a
uma temperatura ambiente de 20 °C, o virus SARS-CoV-2 permaneceu detectavel em
superficies ndo porosas por até 28 dias apés inoculagao. No entanto, a recuperagao
do virus em materiais porosos, como descrito por Baker et al. (2022) como tecidos de
algodao, foi significativamente menor, ndo sendo recuperavel apos 14 dias. Isso indica
que, em ambientes mais frios, superficies ndo porosas podem atuar como vetores de

transmissao por periodos extensos (271).
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Baker et al. (2022) também descreve que quando a temperatura aumentou para
30 °C e 40 °C, observou-se uma redugao notavel no tempo de sobrevivéncia do virus
nas superficies. Em 30 °C, o SARS-CoV-2 infeccioso pbéde ser recuperado de
superficies como ago inoxidavel e vidro por até 7 dias, e em notas de papel por até 21
dias, embora com cargas virais significativamente menores apés 14 dias. A 40°C, o
virus nao foi recuperavel apos 48 h em todas as superficies testadas, com uma
reducao superior a 99,99 % da carga viral em menos de 24 h, destacando o impacto
da temperatura na viabilidade do virus (271), o que comprova a facilidade da
propagacao de patologias virais que atingem principalmente as vias aéreas em
especifica sazonalidade, como ocorreu na pandemia, onde o maior numero de obitos
ocorreu no inverno.

Além disso, Port et al. (2022) em seus experimentos, fez uma analise
comparativa da estabilidade em aerosséis e em superficies de diferentes Variantes de
Preocupacgao (VOCs) do SARS-CoV-2 mostrou que as primeiras VOCs apresentaram
maior estabilidade do que a cepa WA1 inicial (cepa de referéncia para estudo do
SARS-CoV-2 nos Estados Unidos da América). Contudo, variantes mais recentes
como Delta e Omicron, ndo demonstraram essa maior estabilidade, sugerindo que as
alteracbes na estabilidade ndo explicam o aumento da transmissibilidade dessas
variantes (272).

Estes resultados reforcam a necessidade de praticas de higiene estritas,
especialmente em ambientes mais frios e em superficies ndo porosas, e ressaltam a
importancia de considerar fatores ambientais ao desenvolver diretrizes de saude
publica e estratégias para prevenir a transmissdo do SARS-CoV-2.

A Tabela 6 apresenta dos dados descritivos de um comparativo entre todos as
amostras entre si analisados em temperatura ambiente. A mediana do CT tem uma
maior variagao entre a constante amostra (quando comparado com os resultados da
Tabela 12). Os testes W de Shapiro-Wilk, utilizados para avaliar a normalidade dos
dados, mostram que ha rejeicao significativa da hipétese de normalidade nos lotes
3,5-6,8-12, pois os valores-p sdo muito baixos. Os percentis 25 e 75 fornecem uma
ideia da distribuicado dos dados dentro de cada amostra.

Na literatura, Sule et al. (2020) ja observaram que a estabilidade do RNA viral
e a consisttncia dos valores de CT, em diferentes métodos (com
sensibilidade/especificidade diferentes) sdo essenciais para garantir a precisao dos

diagnosticos de COVID-19, pois podem gerar resultados discutiveis, ressaltando a
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validacdo do método no local (273). A variagao entre os lotes pode afetar a
sensibilidade do teste, o0 que ressalta a importancia de manter condigdes de producgao,

coleta e processamento de amostras uniformes e controladas.

Tabela 6 — Estatistica descritiva da relagdo Amostra x CT (em TA)
Parametro Identificagao (amostra) CT

N 12
12
12
12
12
12
12
12
12

10 12

1 12

12 12
Mediana 1 22,5

2 26,0

3 24,0

4 225
5 24,0
6
7
8

OCONOOAPRRWN-=-

24,0
22,0
24,0
9 24,0
10 22,5
11 24,0
12 25,0
W de Shapiro-Wilk 1 NaN
2 0,871
3 0,452
4 NaN
5 0,516
6 0,650
7 NaN
8 0,802
9 0,650
10 0,608
11 0,742
12 0,764
p de Shapiro-Wilk 1 NaN
0,066
<0,001***
NaN
<0,001***
<0,001***
NaN
0,010*
<0,001***
<0,001***
0,002**4
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-
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4 Tabela 6 continua na proxima pagina
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0,004**
225
22,8
24,0
225
23,0
23,0
22,0
23,0
23,0

10 225
11 23,0
12 24,0
75° Percentil 1 22,5
30,0
3 25,0
4 22,5
5 24,3
6
7
8

25° Percentil

©CONOUAWN=

25,0
22,0
24,3
9 25,0
10 28,0
11 24,3
12 25,5

Nota: Dados descritivos tabulados fornecidos pelo programa estatistico R (R Core Team, 2022. R: A
Language and environment for statistical computing. Verséo 4.1). A tabulacdo nos mostra que devido
aos valores-p de ao menos um dos grupos pelo teste de Shapiro-Wilk terem dado <0,001**, a ANOVA
(ndo paramétrico) deve ser empregado.

Fonte: O autor (2024).

A constancia da mediana dos valores de CT (mesmo que com variagao, porém
biologicamente considerada) em diferentes amostras sugere que ndo ha degradacao
significativa do RNA viral nas condi¢gdes estudadas, o que & importante para a
confiabilidade dos testes diagndsticos de RT-PCR para SARS-CoV-2. A rejeicao da
normalidade dos dados, indicada pelos valores-p muito baixos no teste de Shapiro-
Wilk, pode sugerir que a distribuicdo dos valores de CT nao é uniforme, possivelmente
devido aos efeitos da temperatura sobre o RNA viral.

Estudos de Sule et al. (2020), também discutem a importancia da estabilidade
do RNA viral e a consisténcia dos valores de CT na precisao dos diagndsticos de
COVID-19, indicando que os testes de diagndéstico para COVID-19 podem possuir
diferentes indicadores de positividade, ou seja, valor de corte do CT (273). Variagbes
nos valores de CT podem afetar a sensibilidade dos testes diagndsticos, o que destaca
a importancia de manter condi¢des de coleta e processamento de amostras uniformes
e controladas.

A Tabela 7 apresentada abaixo é um exemplo de uma analise de variancia ndo

paramétrica Kruskal-Wallis, que foi utilizada para avaliar a diferenga entre os valores
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de CT de 12 amostras diferentes. Os resultados indicam uma diferenca
estatisticamente significativa com um valor-p (<0,001***). O valor de chi-quadrado (x?),
usado principalmente em estatisticas inferencial, foi usado para avaliar
quantitativamente a relagdo do resultado do experimento e a distribuicdo esperada
dos fendmenos, obtendo o resultado de 94,5. O valor de épsilon-quadrado (€2?), que
habitualmente apresenta-se como numero inteiro ndo positivo zero, quando nao, é
considerado uma estimativa nao-enviesada ou corrigida (274). A diferenca entre
medidas corrigidas e nao corrigidas é referida como contragéo (275).

A contragdo tende a diminuir a8 medida que o tamanho das amostras aumenta
e 0 numero de preditores no modelo cai. No entanto, a contragéo tende a ser muito
pequena se os efeitos forem grandes, independentemente do tamanho da amostra
(276). No caso, o valor de €? foi de 0,661, indicando que quase metade dos lotes

apresentaram diferencgas entre si.

Tabela 7 — ANOVA a um fator (ndo paramétrica) — Kruskal-Wallis
X gl p €
CT 94,5 11 <0,001*** 0,661

Nota: Teste de Shapiro-Wilk p<0,001*** hip6tese nula é rejeitada, ou seja, os dados testados ndo séo
normalmente distribuidos. Diante disso, empregou-se o teste de Kruskal-Wallis (ANOVA). Os
resultados demonstram que existem diferencas entre os grupos analisados, sendo eles os grupos
denominados amostra de 01 a 12.

Fonte: O autor (2024).

Comparando com outros estudos, a variabilidade significativa nos valores de
CT entre as amostras, podem ser comparadas com a heterogeneidade encontrada
em estudos de carga viral de SARS-CoV-2. Por exemplo, em um estudo realizado por
La Scola et al. (2020), observou-se que a carga viral pode variar significativamente
entre pacientes e ao longo do tempo, afetando assim os valores de CT (277) Essas
variacdes podem ser atribuidas a diferencas na resposta imunoldgica dos individuos,
na fase da infeccdo em que a amostra foi coletada, na técnica de coleta e
processamento de amostra o que explicaria os resultados deste experimento.

A variabilidade significativa nos valores de CT entre as amostras, podem ser
influenciadas por inUmeras variaveis, incluindo a técnica de coleta, a manipulagéo, o
armazenamento e o processamento das amostras. Estudos como os de Lieberman et
al. (2020), podem explicar a variabilidade encontrada, onde a probabilidade da
variabilidade entre os lotes pode ser influenciada por varios fatores, como os conjuntos

de primers utilizados, a concentracao inicial do virus, a eficiéncia da coleta e da
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extracdo do RNA e a presenca de inibidores (278). Um estudo de Smyrlaki et al.
(2020), investigou a eficacia de diferentes tampdes genéricos como meio de
transporte encontrou variagdes significativas na carga viral detectada, dependendo da
técnica utilizada (249).

A Tabela 8 apresenta um conjunto de comparagdes par a par entre diferentes
amostras de testes realizados para detectar a presenca do SARS-CoV-2. Estes
resultados nos ajudam a trazer um panorama biolégico quanto a estabilidade das
amostras. As estatisticas de teste W indicam a magnitude da diferenga entre as
amostras, enquanto os valores-p significativos (indicados por asteriscos) confirmam
se essas diferencas sdo estatisticamente significativas, enquanto a nomenclatura
NaN, indica que nao ha diferenca entre as comparagdes. A nota sugere que, apesar
das diferencas estatisticas, a correlacdo com a estabilidade do virus quando
comparado com um grupo de temperatura controlada nao é clara, pois a detecgéo se

manteve em uma avaliagdo semiquantitativa.

Tabela 8 — Comparacées miultiplas Amostra x Amostra — Dwass-Steel-Critchlow-Fligner

Amostra Amostra w p

1 2 6,3153 <0,001***
1 3 6,3879 <0,001***
1 4 NaN NaN

1 5 6,3312 <0,001***
1 6 6,3944 <0,001***
1 7 -6,7823 <0,001***
1 8 6,3360 <0,001***
1 9 6,3944 <0,001***
1 10 3,0332 0,591

1 11 6,3312 <0,001***
1 12 6,3360 <0,001***
2 3 3,6830 0,277
2 4 -6,3153 <0,001***
2 5 -4,2375 0,109

2 6 -4, 7717 0,036*
2 7 -6,3153 <0,001***
2 8 -5,0337 0,019*
2 9 47717 0,036*
2 10 -3,6859 0,276

2 11 -4,6530 0,047*
2 12 -3,0054 0,605

3 4 -6,3879 <0,001***
3 5 -2,4365 0,858
3 6 -1,5590 0,995

3 7 -6,3879 <0,001***
3 8 -2,7116 0,749

3 9 -1,5590 0,995

3 10 -2,3701 0,880°

5 Tabela 8 continua na préxima pagina
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3 11 -2,5235 0,827
3 12 1,2938 0,999
4 5 6,3312 <0,001***
4 6 6,3944 <0,001***
4 7 -6,7823 <0,001***
4 8 6,3360 <0,001***
4 9 6,3944 <0,001***
4 10 3,0332 0,591
4 11 6,3312 <0,001***
4 12 6,3360 <0,001***
5 6 0,2636 1,000
5 7 -6,3312 <0,001***
5 8 -0,1303 1,000
5 9 0,2636 1,000
5 10 -2,3510 0,885
5 11 -0,0433 1,000
5 12 3,0609 0,576
6 7 -6,3944 <0,001***
6 8 -0,5320 1,000
6 9 0,0000 1,000
6 10 -2,0344 0,956
6 11 -0,2636 1,000
6 12 2,56783 0,806
7 8 6,3360 <0,001***
7 9 6,3944 <0,001***
7 10 6,4343 <0,001***
7 11 6,3312 <0,001***
7 12 6,3360 <0,001***
8 9 0,5320 1,000
8 10 -2,0165 0,959
8 11 0,1303 1,000
8 12 3,5034 0,355
9 10 -2,0334 0,956
9 11 -0,2636 1,000
9 12 2,5783 0,806
10 11 2,1881 0,927
10 12 2,0165 0,959
11 12 3,0609 0,576

Nota: A comparagéo par a par mostra diversos grupos com diferengas estatisticas (sinalizados com *).
O valor de W é calculado com uma estatistica de teste de soma dos postos de Wilcoxon em cada par
de grupos. O valor-p indica se ha diferenca estatistica entre os pares. A presencga desta diferenga ndo
explica correlagdo com estabilidade quando se compara com o grupo de temperatura controlada, pois
em uma avaliagdo semiquantitativa todos os grupos mantiveram-se detectados. O que se pode
evidenciar é que os desvios padrdo sao maiores quando comparados com o grupo de temperatura
controlada.

Fonte: O autor (2024).

A analise de comparagdes multiplas, é essencial para entender a variabilidade
entre amostras. Esta variabilidade pode ser influenciada por diversos fatores
biolégicos, como descrito por Haberhausen et al. (1998), como a carga viral nos
espécimes, uma vez que sao diluidas na fase de preparagcdo e a eficiéncia do
processo de RT-PCR (270). Magnitudes maiores em comparagdo com um grupo de
temperatura controlada, como mencionado na nota, podem apontar para a influéncia

da temperatura na integridade das amostras, o que esta alinhado com a literatura que,
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segundo Aboubakr et al. (2021), sugere que baixas temperaturas podem ajudar a
preservar o material genético viral (267).

A detecgdo consistente do virus em diferentes amostras, mesmo com variagbes
estatisticas significativas, pode indicar que o processo de RT-PCR é robusto em
detectar o virus mesmo com uma possivel degradagao do material genético viral. No
entanto, como relatado por Yilmaz et al. (2021), isso reforga a necessidade de controle
rigoroso das condi¢gdes de armazenamento e processamento para garantir a exatidao
dos testes (279),

O Grafico 2 mostra a relagao entre diferentes amostras e os respectivos valores
CT em temperatura ambiente. Os dados ilustram a mediana, os quartis e possiveis
valores atipicos (outliers) para cada amostra. O grafico indica que, apesar das
diferencas estatisticas entre alguns pares de amostras, existe uma grande
variabilidade de desvios padrdes e outliers, sugerindo que a estabilidade em
temperatura ambiente ndo é tdo eficaz quanto em um VTM-SS em temperatura
controlada.

A presenca de desvios padrdo maiores em amostras com temperatura ndo
controlada pode sugerir uma degradacao mais rapida do RNA viral, o que corrobora
com a importancia do armazenamento apropriado das amostras para a preservacgao
da integridade viral, conforme recomendado pelo Centers for Disease Control and
Prevention — CDC em seu manual de diretrizes provisorias para coleta e manuseio de

amostras clinicas para testes de COVID-19 (280).

Grafico 2 — Relagdao Amostra x CT (em TA)
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Nota: Neste grafico de comparacgédo lote a lote, mesmo havendo diferengas estatisticas entre alguns
pares, evidencia-se uma grande variedade de desvios padrbes entre grupos (Inclusive apresentando
alguns outliers), o que traz a perspectiva de a temperatura ambiente ndo manter tanta estabilidade
quanto no processo com temperatura controlada do meio de transporte vital semissoélido (VTM).
Fonte: O autor (2024).
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A luz da literatura que investiga a estabilidade do RNA viral e a eficacia do
transporte de amostras para testes de RT-PCR, a variabilidade nos valores de CT
entre as amostras pode ser influenciada por fatores biolégicos e técnicos, como a
eficiéncia da coleta, a variagdo na carga viral inicial ou a degradacao do RNA viral em
condigdes nado ideais de armazenamento como destacado em seus estudos por
Aboubakr et al. (2021) (267).

A estabilidade do RNA viral em temperatura ambiente € uma consideragao
crucial para a confiabilidade dos testes diagndsticos. Estudos como os de Van
Doremalen et al. (2020) destacaram que o SARS-CoV-2 pode permanecer viavel em
superficies por periodos prolongados em temperaturas mais baixas (281). Kampf et
al. (2020), ja discorreu sobre a persisténcia do coronavirus em diferentes superficies
e variaveis. Podemos considerar que o VTM-SS é uma superficie e que os resultados
indicam a importancia de manter as amostras em ambientes frios para preservar a
integridade do RNA viral (207).

42 TESTES DE ESTABILIDADE VTM SEMISSOLIDO EM TEMPERATURA
CONTROLADA-2°CA8°C

A relagdo entre o tempo e a temperatura controlada listada na Tabela 9 para
valores CT em uma analise de SARS-CoV-2, mostra o numero de amostras (N), a
mediana de CT, os valores do teste de normalidade W de Shapiro-Wilk, e os valores-
p correspondentes, bem como o 25° e o 75° percentis para os tempos de 0, 24, 48 e
72 h. O 25° percentil mostra uma estabilidade ao longo do tempo, enquanto o 75°
percentil mostra uma variagdo no CT aumentado, explicado posteriormente por uma
variagdo de um lote, o teste de Shapiro-Wilk sugere distribuicdo ndo normal dos
dados, como indicado pelos valores-p baixos em todos os pontos temporais.

A estabilidade do CT em temperatura controlada € uma medida importante na
avaliagdo da integridade do RNA viral em amostras de SARS-CoV-2 coletadas ao
longo do tempo. Os dados demonstram que ndo ha uma degradacao significativa do
RNA viral em nenhum dos tempos, o que € consistente com as descobertas de Chia
et al. (2020), que relataram uma relativa estabilidade do SARS-CoV-2 em superficies
a temperatura ambiente e umidade entre 53 — 59% (199).

A variagao observada nos percentis 25 e 75 pode refletir a heterogeneidade

nas amostras coletadas ou variagdes na eficiéncia da coleta e/ou do processo de RT-
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PCR. Estudos anteriores, como o de Huang et al. (2021), observaram que a carga
viral e a eficiéncia de detecgdo podem variar significativamente com a metodologia e
local de coleta (266)

A rejeicdo da normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk (p<0,001***) indica que
meétodos estatisticos ndao paramétricos devem ser usados para analise subsequente

desses dados.

Tabela 9 - Estatistica descritiva da relagdo Tempo x CT (em TC)

Parametro Tempo (h) CT
N 0 36
24 36
48 36
72 36
Mediana 0 22,0
24 22,0
48 22,0
72 22,0
W de Shapiro-Wilk 0 0,596
24 0,596
48 0,680
72 0,598
p de Shapiro-Wilk 0 <0,001 ***
24 <0,001 ***
48 <0,001 ***
72 <0,001 ***
25° Percentil 0 22,0
24 22,0
48 22,0
72 22,0
75° Percentil 0 22,5
24 225
48 31,0
72 225

Nota: Dados descritivos tabulados fornecidos pelo programa estatistico R (R Core Team, 2022. R: A
Language and environment for statistical computing. Versao 4.1), referente a analise de quatro grupos
(temperatura controlada) denominados TO, T24, T48 e T72, cada um contando com 36 replicatas e um
controle, feitos em 3 experimentos distintos (12 por lote). A tabulagdo mostra que devido aos valores-p
de um dos grupos no teste de Shapiro-Wilk terem dado <0,001*** a hipétese nula é rejeitada, ou seja,
os dados testados ndo sdo normalmente distribuidos; assim sendo, um teste nao paramétrico (ANOVA)
deve ser empregado.

Fonte: O autor (2024).

A constancia da variacdo dos CT nos dois percentis analisados, juntamente
com a média ligeiramente menor (quando comparada com temperatura ambiente)
reafirma que o RNA viral possui maior estabilidade em tais condicbes, o que é
corroborado por estudos como o de Aboubakr et al. (2021) que indicam uma
diminui¢do na degradagédo do RNA viral em temperaturas mais baixas (267).

A Tabela 10 apresenta resultados de uma analise de variancia de Kruskal-

Walllis, que é usada quando os dados ndo seguem uma distribuicdo normal. A
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auséncia de significancia estatistica (p<0,0695) indica que nao ha diferengas
estatisticamente relevantes entre os grupos analisados em diferentes tempos. O valor-
p sugere que a variavel de tempo ndo tem um efeito moderado na variavel
dependente.

O uso do teste de Kruskal-Wallis € justificado pela ndo normalidade dos dados,
como confirmado pelo teste de Shapiro-Wilk da Tabela 9. O valor-p indica que, embora
nao haja um efeito, as variaveis ndo medidas ndo contribuem possiveis diferengas
nao observadas.

Os resultados da Tabela 10 indicam que ndo existem diferencas
estatisticamente significativas na variavel dependente, em diferentes momentos de
coleta (TO, T24, T48, T72). Isso indica que a estabilidade ou a degradagcao do SARS-
CoV-2 em amostras coletadas no VTM-SS sdo mais estaveis quando mantidas sob
temperatura controlada. Van Doremalen et al. (2020), em seus estudos sobre
estabilidade do SARS-CoV-2 em diferentes ambientes e superficies ndao indicou
temperaturas controladas (211).

O fato que nao ha diferencas estatistica entre os grupos ao longo do tempo o
que reforca a importancia da rapida refrigeracdo do material viral apds a coleta. O que
vem de encontro com os resultados publicados por Marchionatti et al. (2021), que
houve uma infima flutuagdo nos valores dos CTs em todas as amostras e tempos

analisados quando nao refrigeradas (282).

Tabela 10 — ANOVA a um fator (ndo paramétrica) — Kruskal-Wallis
X gl p €
CT 1,44 3 0,695 0,0101

Nota: Teste de Shapiro-Wilk p=<0,001*** hipétese nula é rejeitada, ou seja, os dados testados ndo séo
normalmente distribuidos. Diante empregou-se o teste de Kruskal-Wallis (ANOVA). Os resultados
indicam que n&o existem diferengas entre os grupos analisados, sendo eles T0, T24, T48 e T72.
Fonte: O autor (2024).

Relacionado a Tabela 11 as comparagdes entre todos os tempos, ndo mostram
diferencas estatisticas. Os resultados na Tabela 11 sugerem que ndo ha mudanga na
estabilidade do SARS-CoV-2 ao longo do tempo em temperatura controlada. Além
disso, Agaoglu et al. (2022), descrevem como o controle do ambiente € um fator
essencial para resultados com confiabilidade, uma vez que em seus estudos,
amostras armazenadas em +4° C mantiveram-se viaveis por pelo menos cinco dias
(283).
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Tabela 11 — Comparacdes multiplas Tempo x Tempo (em TC) — Dwass-Steel-Critchlow-Fligner

Tempo (h) Tempo (h) W p
0 24 0,00 1,000
0 48 1,37 0,767
0 72 0,00 1,000
24 48 1,37 0,767
24 72 0,00 1,000
48 72 -1,37 0,767

Nota: Nao foram evidenciadas diferengas entre os tempos. Entretanto é possivel notar uma maior
dispersao nos dados no tempo de 48h, possivelmente resultante de questdes técnicas.
Fonte: O autor (2024).

Juntamente com esses dados, o Grafico 3 corrobora indicando que no CT
mediano (indicador semiquantitativo de carga viral) se mantem estavel com o tempo.
Apresentando a distribuicao de valores de CT para o SARS-CoV-2 em amostras
armazenadas em temperatura refrigerada ao longo de quatro pontos temporais: 0, 24,
48 e 72 h. Nota-se um pico nos valores de CT em 48 h, indicando uma maior variagao
ou um desvio nessa marca temporal especifica, apesar de ndo haver diferencas
estatisticas significativas detectadas pelo teste de Kruskal-Wallis.

Estudos tém demonstrado que o SARS-CoV-2 pode se manter estavel por
periodos extensos em temperaturas controladas. Por exemplo, Van Doremalen et al.
(2020), mostraram que o virus pode permanecer viavel em superficies por dias sob
condi¢des controladas (281). Isto é consistente com os dados da Tabela 11 e do
Grafico 3, onde os valores de CT mantém-se constantes, indicando que ndo ha
degradacao estatistica do RNA viral.

A presenca de variagao nos valores de CT (desvio padréo), no tempo de 48 h,
podem sugerir maior atengdo nas praticas de armazenamento ou condugédo dos
experimentos, neste ultimo caso devendo aceitar sempre os resultados validados
pelos controles internos do kit e do equipamento. Em uma situagdo como a descrita
por ultimo, conduzir estudos com um numero de amostras maior, traria os resultados
a normalidade do ponto de vista estatistico. A auséncia de diferencas estatisticas
significativas reforca a ideia de que a refrigeragcdo € eficaz na manutencdo da
integridade do RNA viral. No entanto, a dispersdo dos dados em 48h poderia ser
explorada em relagcado as praticas de manuseio de amostras e possiveis desafios
técnicos, como o proprio método ou execugao, mau funcionamento dos reagentes e

equipamentos, extracdo impropria do RNA viral, auséncia de quantidade de material
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controle suficiente conforme discutido na literatura e mencionada pelo CDC em seu

manual para RT-PCR em tempo real para o novo (284).

Grafico 3 — Relagdo CT x Tempo (em TC)
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Nota: Testes realizados em trés experimentos distintos. Divididos em quatro grupos denominados TO
(basal), T24, T48 e T72 com 36 replicatas. Utilizado um controle negativo por grupo. Mesmo com um
desvio padrao mais acentuado no grupo T48 nao foram encontradas diferengas estatisticas.

Fonte: O autor (2024).

Outros estudos reforcam a importancia do armazenamento apropriado das
amostras. Por exemplo, estudos de Agaoglu et al. (2022), e de Yilmaz et al. (2021),
enfatizam que o armazenamento inadequado pode levar a uma redugdo na
sensibilidade dos testes (279,283).

Além disso, pesquisas conduzidas por Aboubakr et al. (2021), avaliaram a
estabilidade de diferentes coronavirus em varias superficies e condi¢des ambientais,
concluindo que a estabilidade pode variar significativamente com a temperatura e a
umidade (267). Isso pode ajudar a entender as variagbes observadas nos desvios
padrao e outliers indicados na analise de comparacdes multiplas.

A Tabela 12 apresenta os dados descritivos de um comparativo entre todas as
amostras entre si analisados em temperatura controlada. A mediana do CT tem uma

menor variagao entre a constante amostra (quando comparado com os resultados da
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Tabela 6). Os testes W de Shapiro-Wilk, utilizados para avaliar a normalidade dos
dados, mostram que nao ha rejeicao para a hipétese de normalidade, pois os valores-
p sao iguais ou no caso da amostra 7, proximo a uma variavel significativa. Dado as
circunstancias das analises estatisticas, a proximidade da amostra 7 com a
significancia, e outrora os dados da Tabela 6 necessitarem de testes complementares
para fatores n&do paramétrico (ANOVA), o teste de Kruskal-Wallis também foi
empregado. Os percentis 25 e 75 fornecem uma ideia da distribuicdo dos dados dentro
de cada lote.

A variacao entre os lotes pode afetar a sensibilidade do teste, o que ressalta a
importancia de manter condi¢cbes de producéo, coleta e processamento de amostras

uniformes e controladas.

Tabela 12 — Estatistica descritiva da relagido da relagdo Amostra x CT (em TC)
Parametro Identificagdao (amostra) CT

N 12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12

22,5

22,0

22,0

22,5

22,0

22,0

31,3

22,0

22,0

22,5

22,0

22,0

NaN

NaN

NaN

NaN

NaN

NaN

0,874

NaN

NaNsé

Mediana

W de Shapiro-Wilk

CONOUPWN_2GIogOONODARWNT I 500N WN

6 Tabela 12 continua na proxima pagina
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NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
0,073
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
22,5
22,0
22,0
22,5
22,0
22,0
31,0
22,0
22,0
22,5
22,0
22,0
22,5
22,0
22,0
22,5
22,0
22,0
33,8
22,0
22,0
22,5
22,0
22,0

P de Shapiro-Wilk

25° Percentil

75° Percentil

- a - - -
M_\owm\l@(ﬂ-PODI\J—\N_\OCOG)\I@U'I-PC\JN—\N_\OQGJ\IOU'ILQJI\)AN_\O

Nota: Dados descritivos tabulados fornecidos pelo programa estatistico R (R Core Team, 2022. R: A
Language and environment for statistical computing. Versao 4.1). A tabulagdo mostra que devido aos
valores-p pelo teste de Shapiro-Wilk se mostrar proximo a relevancia, em contraste com os demais
grupos onde sao todos absolutamente iguais, a ANOVA (ndo paramétrico) deve ser empregada.
Fonte: O autor (2024).

A constancia da mediana dos valores de CT (mesmo que com variagao, porém
biologicamente considerada) em diferentes amostras sugere que ndo ha degradacao
significativa do RNA viral nas condi¢gdes estudadas, o que €& importante para a
confiabilidade dos testes diagnosticos de RT-PCR para SARS-CoV-2. A manutencao
da normalidade dos dados, indicada pelos valores-p iguais ou ndo significativos no
teste de Shapiro-Wilk, sugere que a distribuicdo dos valores de CT € muito proxima
do uniforme, possivelmente devido as caracteristicas de estabilidade ao RNA viral

causadas pela refrigeracao.
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Os resultados listados na tabela 12 indicam uma homogeneidade nos valores
de CT entre as amostras 1 a 6 e 8 a 12, enquanto a amostra 7 destaca-se com um
valor de CT mediano mais elevado e uma distribuicdo que sugere nao normalidade.
Esta discrepancia na amostra 7 chama atencdo e poderia ser um indicativo de
variagdo na qualidade das amostras, na eficacia do processo de inativagao, na
deteccao do RNA viral, ou mais provavelmente na producdo do meio. Variagées nos
valores de CT podem afetar a sensibilidade dos testes diagndsticos, o que destaca a
importancia de manter condigdes de coleta e processamento de amostras uniformes
e controladas como destacado em seus estudos por Haberhausen et al. (1998), que
evidencia a importancia de padronizar os procedimentos de coleta e analise para
garantir a confiabilidade dos resultados como a carga viral nos espécimes (270)

Na literatura, a estabilidade do RNA viral do SARS-CoV-2 em amostras
armazenadas tem sido amplamente estudada, especialmente em contextos em que a
logistica de armazenamento e transporte € um desafio. Por exemplo, um estudo
realizado por Munne et al. (2021) demonstrou que a estabilidade do RNA viral pode
ser afetada por varios fatores, incluindo variagcdes no processo de extragao do RNA,
coleta da amostra, transporte, padronizagado do laboratério, controle de qualidade e
kits com primers adequados (285).

A nao normalidade dos valores de CT observados na amostra 7 também & um
topico de interesse, conforme discutido por Murphy et al. (2009), que ressalta a
importancia de considerar a qualidade da amostra e o manuseio cuidadoso no
processamento para evitar variagbes que possam levar a erros na quantificacdo do
RNA viral (286).

A Tabela 7 apresentada abaixo € um exemplo de uma analise de variancia ndo
paramétrica Kruskal-Wallis, que foi utilizada para avaliar a diferencga entre os valores
de CT de 12 amostras diferentes. Os resultados indicam uma diferenca
estatisticamente significativa com um valor-p <0,001***. O valor de chi-quadrado (x?),
usado principalmente em estatisticas inferencial, foi usado para avaliar
quantitativamente a relacdo do resultado do experimento e a distribuicdo esperada
dos fendbmenos, obtendo o resultado de 143. O valor de épsilon-quadrado (€2), que
habitualmente apresenta-se como numero inteiro ndo positivo zero, quando nao, é
considerado uma estimativa ndo-enviesada ou corrigida (274). A diferenca entre
medidas corrigidas e ndo corrigidas €& referida como contragédo

(275) A contragdo tende a diminuir a medida que o tamanho das amostras aumenta
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e 0 numero de preditores no modelo cai. No entanto, a contragdo tende a ser muito
pequena se os efeitos forem grandes, independentemente do tamanho da amostra
(276). No caso, o valor de €2 foi de 0,999, indicando que a grande maioria das
amostras apresentam diferencgas entre si, o que pode ser explicado devido a sua baixa

dispersado dos dados uma vez que a temperatura controlada foi mais estavel.

Tabela 13 — ANOVA a um fator (ndo paramétrica) — Kruskal-Wallis
X gl p &
CT 143 11 <0,001*** 0,999

Nota: Teste de Shapiro-Wilk p<0,001*** hip6tese nula é rejeitada, ou seja, os dados testados ndo séo
normalmente distribuidos. Diante disso, empregou-se o teste de Kruskal-Wallis (ANOVA). Os
resultados indicam que existem diferengas entre os grupos analisados, sendo eles os grupos
denominados amostras de 01 a 12.

Fonte: O autor (2024).

A variabilidade significativa nos valores de CT entre as amostras, podem ser
influenciadas por inumeras variaveis, incluindo a técnica de coleta, a manipulagao, o
armazenamento e o processamento das amostras. Estudos como os de Lieberman et
al. (2020), podem explicar a variabilidade encontrada, onde a probabilidade da
variabilidade entre as amostras, podem ser influenciadas por varios fatores, como os
conjuntos de primers utilizados, a concentragao inicial do virus, a eficiéncia da coleta
e da extracao do RNA e a presenca de inibidores (278). Um estudo de Smyrlaki et al.
(2020), investigou a eficacia de diferentes métodos de extragdo de RNA e encontrou
variagdes significativas na carga viral detectada, dependendo da técnica utilizada
(249).

A Tabela 14 apresenta um conjunto de comparagdes par a par entre diferentes
amostras testadas para a presenca do SARS-CoV-2. Estes resultados nos ajudam a
trazer um panorama biolégico quanto a estabilidade das amostras. As estatisticas de
teste W indicam a magnitude da diferenga entre as amostras, enquanto os valores-p
significativos (indicados por asteriscos) confirmam se essas diferengas sé&o
estatisticamente significativas, enquanto a nomenclatura NaN, indica que n&o ha
diferenca entre as amostras comparadas. A nota sugere que, apesar das diferencas
estatisticas, a correlagcdo com a estabilidade do virus quando comparado com um
grupo ambiente ndo € clara, pois a deteccdo se manteve em uma avaliagéo

semiquantitativa.
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Tabela 14 — Comparacdes multiplas Amostra x Amostra — Dwass-Steel-Cricthlow-Fligner

Amostra Amostra w p
1 2 -6,78 <0,001***
1 3 -6,78 <0,001***
1 4 NaN NaN
1 5 -6,78 <0,001***
1 6 -6,78 <0,001***
1 7 6,30 <0,001***
1 8 -6,78 <0,001***
1 9 -6,78 <0,001***
1 10 NaN NaN
1 11 -6,78 <0,001***
1 12 -6,78 <0,001***
2 3 NaN NaN
2 4 6,78 <0,001***
2 5 NaN NaN
2 6 NaN NaN
2 7 6,30 <0,001***
2 8 NaN NaN
2 9 NaN NaN
2 10 6,78 <0,001***
2 11 NaN NaN
2 12 NaN NaN
3 4 6,78 <0,001***
3 5 NaN NaN
3 6 NaN NaN
3 7 6,30 <0,001***
3 8 NaN NaN
3 9 NaN NaN
3 10 6,78 <0,001***
3 11 NaN NaN
3 12 NaN NaN
4 5 -6,78 <0,001***
4 6 -6,78 <0,001***
4 7 6,30 <0,001***
4 8 -6,78 <0,001***
4 9 -6,78 <0,001***
4 10 NaN NaN
4 11 -6,78 <0,001***
4 12 -6,78 <0,001***
5 6 NaN NaN
5 7 6,30 <0,001***
5 8 NaN NaN
5 9 NaN NaN
5 10 6,78 <0,001***
5 11 NaN NaN
5 12 NaN NaN
6 7 6,30 <0,001***
6 8 NaN NaN
6 9 NaN NaN
6 10 6,78 <0,001***
6 11 NaN NaN
6 12 NaN NaN
7 8 -6,30 <0,001***
7 9 -6,30 <0,001***
7 10 -6,30 <0,001***7

7 Tabela 14 continua na préxima pagina
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7 11 -6,30 <0,001***
7 12 -6,30 <0,001***
8 9 NaN NaN
8 10 6,78 <0,001***
8 11 NaN NaN
8 12 NaN NaN
9 10 6,78 <0,001***
9 11 NaN NaN
9 12 NaN NaN
10 11 -6,78 <0,001***
10 12 -6,78 <0,001***
11 12 NaN NaN

Nota: A comparacgéao par a par mostra diversos grupos com diferencas estatisticas (sinalizados com *).
O valor de W é calculado com uma estatistica de teste de soma dos postos de Wilcoxon em cada par
de grupos. O valor-p indica se ha diferenca estatistica entre os pares. A presenca dessa diferenga ndo
explica correlagao com estabilidade quando se compara com o grupo temperatura ambiente, pois em
uma avaliagdo semiquantitativa todos os grupos mantiveram-se detectados. O que se pode evidenciar
€ que os desvios padrao sdo menores quando comparados com o grupo temperatura ambiente.
Fonte: O autor (2024).

A anadlise de comparagdes multiplas, é essencial para entender a variabilidade
entre amostras. Esta variabilidade pode ser influenciada por diversos fatores
bioldgicos, como descrito por Lieberman et al. (2020), como os conjuntos de primers
utilizados, a concentragao inicial do virus, a eficiéncia da coleta e da extragdo do RNA
e a presenca de inibidores (278). Magnitudes menores em comparagado com um grupo
de temperatura ambiente, como mencionado na nota, podem apontar para a influéncia
da temperatura na integridade das amostras, o que esta alinhado com a literatura que,
segundo Aboubakr et al. (2021), sugere que baixas temperaturas podem ajudar a
preservar o material genético viral (267).

Na literatura cientifica, a variabilidade entre amostras testadas para SARS-
CoV-2 é um tema recorrente. Estudos conduzidos por Aboubakr et al. (2021), e Van
Doremalen et al. (2020), demonstram que a estabilidade do virus e a eficiéncia da
deteccao podem variar devido a fatores como a técnica de coleta, o tipo de amostra,
0 armazenamento e o transporte (267,281). Diferengas significativas nos valores de
CT, como evidenciado na amostra 7, podem refletir essas variagdes e impactar a
interpretagao dos resultados de testes diagndsticos. A significancia estatistica entre
as amostras chama atencdo para a qualidade do processo de RT-PCR, onde
variagdes podem surgir devido a produg¢ao ou armazenamento de algumas amostras,
tal como indicado por estudos como o de Smyrlaki et al. (2020), que discutem a
influéncia da qualidade da extragdo do RNA e da presenca de inibidores na eficiéncia
do RT-PCR (249).
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O grafico 4 representa uma analise dos valores CT para diferentes amostras
inoculadas com amostras de SARS-CoV-2 armazenadas em temperatura controlada.
Observa-se que a maioria das amostras mantém um CT consistente e baixa
variabilidade, exceto a amostra 7, que exibe um CT significativamente mais alto e
maior dispersao (além de um outlier), o que sugere variabilidade ou uma possivel
anomalia técnica, provavelmente da amostra, durante o teste. Apesar da diferenca
pontual, existe uma minima variabilidade de desvios padrbes nas demais amostras
sugerindo que a estabilidade do VTM semissdlido em temperatura controlada é muito

mais eficaz que em temperatura ambiente.
Grafico 4 — Relagao Amostra x Amostra (em TC)
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Nota: Neste grafico de comparagao entre as amostras, mesmo havendo diferencas estatisticas entre
alguns pares, evidencia-se o pequeno desvio padrdo (ou nulo) da grande maioria dos grupos, o que
traz a perspectiva que a refrigeracdo manteve maior estabilidade do meio de transporte viral
semissolido (VTM-SS). Na amostra 7, ao analisar os dados brutos, verifica-se que o resultado obteve
um CT superior aos demais € com desvio padrao maior entre si. A corrida s6 foi aceita pois os
parametros essenciais de controle foram completamente executados.

Fonte: O autor (2024).

A estabilidade do RNA viral é fundamental para garantir a confiabilidade dos
testes de RT-PCR, que sdo a pedra angular do diagnoéstico da COVID-19. As
condi¢des de armazenamento das amostras, especialmente em ambiente refrigerado,
sdo conhecidas por preservar a integridade do RNA e minimizar a degradacgao. Isso &
corroborado por Van Doremalen et al. (2020), que mostraram que o SARS-CoV-2
mantém a sua estabilidade em superficies por um periodo estendido em temperaturas
mais baixas (211)

No entanto, a variabilidade observada na amostra 7 do grafico sugere que
podem existir outros fatores em jogo, como a qualidade do meio, da amostra ou o

procedimento de realizagdo do RT-PCR. Murphy et al. (2009), destacam a importancia
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de segquir diretrizes estritas para a realizacéo de testes de RT-PCR para assegurar a
precisao dos resultados (286). Além disso, variabilidades técnicas no processo de RT-
PCR, incluindo a manipulagdo da amostra e a calibragdo do equipamento, podem
levar a resultados inconsistentes, como discutido por La Scola et al. (2020), Sule et al.
(2020), Ren et al. (2020) (269,273,277). Isso refor¢a a necessidade de procedimentos
padronizados e medidas rigorosas de controle de qualidade, que s&o essenciais para
a deteccgao precisa do SARS-CoV-2, conforme recomendado por Munne et al. 2021
(285).

4.3 COMPARATIVO ENTRE ARMAZENAMENTO EM TEMPERATURA AMBIENTE
E TEMPERATURA CONTROLADA

Atabela 15 apresenta uma estatistica descritiva comparativa dos valores de CT
para testes de SARS-CoV-2 em todas as amostras armazenadas em temperatura
ambiente (TA) e controlada (TC). Observa-se que as medianas dos valores de CT em
TC sao consistentemente mais baixas do que em TA, sugerindo uma menor
degradacgao do RNA viral sob refrigeracéo. Os testes de Shapiro-Wilk indicam que os
dados de CT em TA e TC né&o estdo normalmente distribuidos, como demonstrado

pelos valores-p significativos.

Tabela 15 — Estatistica descritiva comparagao TA x TC

Parametro Temperatura CT Tempo
N TA 144 144
TC 144 144
Mediana TA 24,0 36,0
TC 22,0 36,0
W de Shapiro-Wilk TA 0,745 0,856
TC 0,366 0,856
p de Shapiro-Wilk TA <0,001 *** <0,001 ***
TC <0,001 *** <0,001 ***
25° Percentil TA 22,5 18,0
TC 22,0 18,0
75° Percentil TA 25,0 54,0
TC 22,5 54,0

Nota: Foi realizado o teste de Shapiro-Wilk para verificar a normalidade dos dados onde Ho= a
populagéo esta normalmente distribuida. p<0,001 hip6tese nula é rejeitada, ou seja, os dados testados
ndo sao normalmente distribuidos. Considerando a auséncia de normalidade dos dados de ambos os
grupos (TA e TC), foi utilizado o teste ANOVA a um fator nao-paramétrica (Kruskal-Wallis).

Fonte: O autor (2024).

Esses resultados séo consistentes com os dados da literatura, que indicam que

a temperatura é um fator importante que influencia na replicagao ou estabilidade no
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ambiente do virus SARS-CoV-2, o agente causador da COVID-19. Estudos anteriores,
como os de Mu et al. (2020) e Yin et al. (2020) mostraram que o SARS-CoV-2 cresce
mais rapidamente em temperaturas mais altas, com uma temperatura 6tima de
replicacao de 37 °C (287,288). Além disso, Yin et al. (2020) descreveu que o tempo
de crescimento do SARS-CoV-2 é inversamente proporcional a temperatura, de modo
que o virus cresce mais lentamente em temperaturas mais baixas (288).

Os resultados da Tabela 15 sugerem que o resfriamento das amostras de
COVID-19 pode ser uma estratégia eficaz para retardar a degradagao do virus. Essa
estratégia pode ser util para o transporte e armazenamento de amostras de COVID-
19, bem como para o manejo clinico de ambientes infectados como relatado por
Munne et al. (2021) (285).

A Tabela 16 apresenta os resultados da analise descritiva de dados dos CTs
de ambos os grupos analisados. Os resultados da tabela indicam que existe diferenca

estatistica entre os CTs de amostras condicionadas em TA e TC (p<0,001***).

Tabela 16 — ANOVA a um fator (ndo paramétrica) — Kruskal-Wallis
X gl p &
CT 108 1 <0,001 *** 0,376

Nota: Teste de Shapiro-Wilk, com p<0,001*** hipétese nula é rejeitada, ou seja, os dados testados nédo
sdo normalmente distribuidos. Diante disso, empregou-se o teste de Kruskal-Wallis (ANOVA). Os
resultados indicam que existe diferenga entre os CTs dos grupos analisados, sendo eles TA e TC, o
que nas tabelas anteriores fica evidente a superior estabilidade da TC.

Fonte: O autor (2024).

O mesmo pensamento pode ser aplicado a Tabela 17 que mostra os resultados
da analise estatistica comparando os grupos TA e TR como um todo. O teste Dwass-
Steel-Critchlow-Fligner foi aplicado para realizar comparagdes multiplas, e os
resultados indicam uma diferenga estatisticamente significativa (p<0,001***) entre os

dois grupos.

Tabela 17 — Comparacdes multiplas TA x TC — Dwass-Steel-Critchlow-Fligner
Temperatura Temperatura w p

TA TC 14,7 <0,001 ***

Nota: Comparando majoritariamente os grupos TA e TC evidencia-se a diferenga estatistica entre eles.
Fonte: O autor (2024).

Ja se conseguiu identificar que a estabilidade do RNA viral pode ser

comprometida a temperatura ambiente, resultando em degradacéo e consequente
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aumento do CT, como discutido por Kruger et al. (2020), que destacou que o
armazenamento inadequado de amostras pode levar a variagdes significativas nos
resultados dos testes de PCR para SARS-CoV-2 (289).

A alta estabilidade observada nas amostras refrigeradas € corroborada por
estudos como o Chin et al. (2020), Maroto et al. (2017), Aboubakr et al. (2021) e Baker
et al. (2022) (212,265,267,271), que relataram (de forma direta ou ndo) menor
degradacgao do RNA viral e melhor detecgdo do virus em amostras armazenadas em
condigdes frias.

Essa estabilidade é critica para garantir que os testes de PCR reflitam com
precisdo a carga viral, especialmente quando as amostras precisam ser transportadas
ou armazenadas por periodos prolongados antes do teste, como no caso de centros
de teste remotos ou durante surtos em regiées com recursos limitados, como descrito
por Munne et al. (2021) e Patkar et al. (2021) (285,290).

Além disso, o menor desvio padrdo observado no grupo com temperatura
controlada implica uma maior consisténcia nos resultados, o que € essencial para o
monitoramento da evolugdo da pandemia e para estudos epidemiologicos
longitudinais, onde medidas precisas e repetiveis de CT sdo necessarias. Isso é
sustentado pelos achados de Sule et al. (2020), e Murphy et al. (2009), que enfatizou
a necessidade de praticas de manuseio de amostras padronizadas para garantir a
validade dos dados de CT ao longo do tempo (273,286).

A significancia estatistica obtida (p<0,001***) reforga a robustez dos resultados
e a necessidade de diretrizes claras para o armazenamento de amostras, como
descrito nas diretrizes para coleta e manuseio de amostras clinicas para testes de
COVID-19 do CDC (280).

O Grafico 5 mostra a relagdo entre a temperatura de armazenamento e os
valores de ciclo de limiar (CT) para testes de PCR em tempo real. Os pontos no grafico
representam valores individuais de CT para amostras armazenadasa TAeem TC. O
teste de Shapiro-Wilk foi realizado e indicou que os dados nao estdao normalmente
distribuidos (p<0,001***), o que levou ao uso do teste ndo paramétrico de Kruskal-

Wallis para comparar as medianas dos valores de CT entre os dois grupos.
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Grafico 5 — Relagao Temperatura Ambiente (TA) x Temperatura Controlada (TC)
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Nota: Evidencia-se menor desvio padrdo no grupo TC quando comparado ao grupo TA, indicando
melhor estabilidade do VTM semissélido quando armazenado entre 2 a 8 °C.
Fonte: O autor (2024).

A menor dispersao dos valores de CT no grupo TC sugere que a refrigeragao
pode contribuir para a estabilidade do RNA viral, limitando a degradacédo e
proporcionando resultados de teste mais consistentes. Isso é consistente com estudos
como o de Chia et al. (2020), Chin et al. (2020), Maroto et al. (2017), Aboubakr et al.
(2021), Van Doremalen et al. (2020), Baker et al. (2022), Yilmaz et al. (2021) e Agaoglu
et al. (2022) (199,212,265,267,271,279,281,283).

Maroto et al. (2017), Huang et al. (2021), e Lieberman et al. (2020), em seus
estudos discursaram em algum momento sobre estabilidade do RNA viral ser um
componente crucial para a precisao diagndstica, especialmente para a detecgao de
SARS-CoV-2, onde a carga viral pode ser um fator preditivo para a gravidade da
doenga (265,266,278). Portanto, os achados do experimento reforcam as praticas
recomendadas de armazenamento de amostras, que podem ser criticas para testes
de larga escala e estudos epidemioldgicos.

A anadlise estatistica robusta que identifica diferencas significativas entre os
grupos de armazenamento fornece um suporte empirico para a otimizacdo dos

protocolos de coleta e armazenamento de amostras em pesquisa e diagndstico de
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COVID-19. A importancia de manter a integridade das amostras de RNA para testes
confiaveis de PCR é bem estabelecida, e estudos adicionais podem ser direcionados
para determinar as melhores praticas de armazenamento para diferentes tipos de

amostras e contextos de teste.
44 TESTES DE DETEC(;AO EM DIFERENTES DISTANCIAS

A tabela 18 apresenta a estatistica descritiva que relaciona a distancia com o
parametro CT. Os dados estao distribuidos em grupos correspondentes a distancias
(10 cm, 50 cm, 100 cm, 150 cm, 200 cm), com meétricas como a mediana, teste de

Shapiro-Wilk (para normalidade) e percentis (25° e 75°) reportados.

Tabela 18 — Estatistica descritiva da relagdo Distancia x CT

Parametro Distancia (cm) CT
N 10 8
50 8
100 8
150 8
200 8
Mediana 10 18,5
50 19,5
100 23,0
150 23,5
200 36,0
W de Shapiro-Wilk 10 0,665
50 0,798
100 0,849
150 0,767
200 0,966
p de Shapiro-Wilk 10 <0,001***
50 0,027*
100 0,093
150 0,013**
200 0,861
25° Percentil 10 18,0
50 19,0
100 22,8
150 23,0
200 31,8
75° Percentil 10 19,0
50 20,0
100 23,3
150 29,8
200 37,3

Nota: Dados descritivos tabulados fornecidos pelo programa estatistico R (R Core Team, 2022. R: A
Language and environment for statistical computing. Versao 4.1), referente a cinco experimentos
distintos, com oito repliacatas por grupo e distribuidos nos grupos denominados 10, 50, 100, 150, e 200
cm. A tabulagdo mostra que devido aos valores-p de um dos grupos pelo teste de Shapiro-Wilk terem
dado <0,001***, a hipétese nula é rejeitada, ou seja, os dados testados ndo s&o normalmente
distribuidos assim sendo, um teste ndo paramétrico (ANOVA) deve ser aplicado.

Fonte: O autor (2024).
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Observando a mediana dos valores de CT em diferentes distancias, nota-se um
aumento dos valores de CT conforme ha o distanciamento da fonte disseminadora, o
que sugere uma menor aderéncia da carga viral. Dados estes, consistentes com a
literatura produzida por Setti et al. (2020), onde descreve a redugéo da carga viral com
o aumento da distancia dos pacientes infectados (34). Por exemplo, se CT representa
valores de ciclos para deteccédo de testes de RT-PCR para SARS-CoV-2, estudos
anteriores mostraram que o valor de CT pode estar associado com a carga viral e a
infectividade. Um estudo de La Scola et al. (2020) indicou que pacientes com CT
acima de 33-34 tém pouca probabilidade de serem infecciosos (277). A mediana dos
valores de CT observados na tabela para distancias maiores poderia ser discutida em
relagdo a possivel diminuigdo da carga viral com o aumento da distédncia, um achado
que esta em consonancia com a pesquisa de Van Doremalen et al. (2020), que
destacou a diminui¢ao da viabilidade do virus com a distancia aumentada (281).

E importante notar que os valores-p de Shapiro-Wilk abaixo de 0,05 indicam
uma distribuigdo ndo normal, o que é particularmente evidente nos grupos de
distancias maiores (150 e 200 cm). Isso pode ser comparado com estudos de
Puthussery et al. (2023), Chen et al. (2021), Jayaweera et al. (2020), Tang et al.
(2020), Guo et al. (2020) e Morawska et al. (2009), que analisaram a dispersao de
aerossois, onde a variabilidade na dispersédo poderia contribuir para uma distribuicao
nao uniforme da carga viral (35,198,200,291-293). Além disso, a aplicagao do teste
de Shapiro-Wilk e a subsequente rejeicdo da hipotese de normalidade dos dados
reforca a importancia de aplicar métodos estatisticos adequados ao analisar dados de
PCR em tempo real, como discutido por Feng et al. (2020), que ressaltam a variagao
substancial que pode ocorrer em amostras biolégicas (294).

Vale ressaltar que estudos sobre a transmissdo do virus em diferentes
distancias, como os realizados por Bourouiba et al. (2014), enfatizam o papel de
goticulas de aerossol em transmissdes de longa distancia em relagdo a quantidade
de carga viral (258).

Por intermédio da Tabela 19, pode-se visualizar os resultados do teste de
Kruskal-Wallis. Os resultados mostram diferencas significativas entre os grupos como
um todo, o que corrobora a ideia de que a virus do SARS-CoV-2 infecta os VTM-SS

de maneira heterogénea, algo que € espelhado nos resultados da tabela apresentada.
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Tabela 19 — ANOVA a um fator (nao paramétrica) — Kruskal-Wallis

X gl p €

CT 34,9 4 <0,001*** 0,0894

Nota: Teste de Shapiro-Wilk: com p<0,001*** hipdtese nula é rejeitada, ou seja, os dados testados nao
sdo normalmente distribuidos. Diante disso, empregou-se o teste de Kruskal-Wallis (ANOVA). Os
resultados indicam que existem diferengas entre os grupos analisados, sendo eles 10, 50, 100, 150 e
200 cm.

Fonte: O autor (2024).

A analise ndo paramétrica € particularmente utilem dados de COVID-19 devido
a natureza ndo normal de muitos parametros clinicos e laboratoriais relatados
conforme descrito por Martin et al. (2020). Esta metodologia permite uma analise mais
robusta em situagdes em que os pressupostos de normalidade ndo sdo atendidos, o
que é frequentemente o caso em dados complexos como o0s gerados durante a
pandemia (295).

A tabela 20 apresenta um conjunto de comparac¢des multiplas entre diferentes
distancias e seus respectivos valores estatisticos W de Dwass-Steel-Critchlow-
Fligner, acompanhados pelos valores-p. A nota abaixo da tabela destaca que valores-
p abaixo de 0,05 indicam uma diferenga marginalmente significativa entre grupos

temporais.

Tabela 20 — Comparac¢des multiplas Disténcia x Distdncia — Dwass-Steel-Critchlow-Fligner

Distancia (cm) Distancia (cm) w p
10 50 3,85 0,050*
10 100 4,87 0,005**
10 150 4,86 0,005*
10 200 4,83 0,006**
50 100 4,85 0,006**
50 150 4,84 0,006™**
50 200 4,81 0,006**
100 150 2,39 0,440
100 200 4,80 0,006~
150 200 3,75 0,062

Nota: Os valores-p apontam que existem diferengas estatisticas entre as distancias em diferentes
grupos comparados. Chama-se atengéo para os grupos comparativos 100 e 150 cm, e 150 e 200 cm
0s quais nao apresentam diferengas. Isto possivelmente se da a maior dispersao dos dados devido ao
distanciamento da fonte propagadora e consequentemente perda da capacidade de detecgao eficiente.
Fonte: O autor (2024).

Os dados da Tabela 20 sugerem que, com um valor de W significativamente

maior nas comparagoes entre algumas distancias maiores, pode haver uma
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diminuicdo na concentracio ou viabilidade do virus com o aumento da distancia. Isso
se alinha com as descobertas de Liu et al. (2020), que detectaram o RNA viral em
aerossois a diferentes distancias de pacientes, com uma tendéncia de diminuigéo na
deteccdo com o aumento da distadncia (296). Entretanto, a significancia marginal
indicada pelo valor-p relevante, sugere que outros fatores como a circulagéo de ar e
a umidade, também desempenham um papel importante na dispersao do virus,
conforme discutido por Aboubakr et al. (2021) (267).

E fundamental considerar que a estabilidade do SARS-CoV-2 em suspensdes
de aerossois pode variar com a distancia o que poderia explicar a diferenga marginal
entre os grupos. Estudos como o de Puthussery et al. (2023), demonstraram que a
estabilidade viral em aerossoéis € influenciada por varios fatores ambientais, o que
poderia potencialmente impactar a reprodutibilidade dos dados ao longo prazo (35).

A discussao cientifica deve ser rigorosa e baseada em evidéncias, ressaltando
a importancia de um numero maior de amostras para confirmar as observacgdes e a
necessidade de considerar variaveis ambientais e técnicas nos resultados. O estudo
atual reforca a necessidade de diretrizes de seguranga baseadas em evidéncias para
minimizar a transmissao aérea do COVID-19, como sugerido por organizacdes de
saude publica (131).

No Grafico 6 apresenta no eixo y, o CT, que € uma medida semiquantitativa
usada em RT-PCR para determinar a quantidade de material genético, como o RNA
viral em uma amostra. No eixo x, a distancia variando de 10 a 200 cm. O grafico indica
que o CT aumenta com a distancia, sugerindo uma diminui¢ao na detec¢ao do material

genético do virus conforme aumenta a distancia da fonte disseminadora.
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Grafico 6 — Distanciax CT
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Nota: Neste experimento comparou-se as distancias com o CT, verificando que ha uma queda na
deteccao (evidenciado pelo aumento do CT e desvio padrao) conforme se afasta o dispositivo da fonte
disseminadora.

Fonte: O autor (2024).

Estudos que sugerem que a transmissao de particulas virais, como o SARS-
CoV-2, diminui com o aumento da distancia entre a fonte e o receptor. Por exemplo,
em trabalhos como o de Tang et al. (2020), observou-se que a probabilidade de
transmissao € significativamente reduzida onde as distancias s&o superiores a 2 m
(292), redugdo também observada no CT a medida que a distancia da fonte aumenta,
isto é consistente com estudos que demonstram a diminuicdo da concentracédo de
particulas virais com o aumento da distancia de uma fonte disseminadora (34). Este
padrao de dispersao de particulas pode ser explicado pelas dindmicas de fluxo de ar
e sedimentacdo gravitacional (293). Além disso, a variabilidade do CT entre as
distancias pode ser discutida em relacdo ao tamanho e a massa das particulas virais,
influenciando sua capacidade de permanecer em suspensao e, consequentemente,

seu potencial de infecao.
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4.5 SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DO VTM SEMISSOLIDO

O diagnéstico de uma enfermidade € estabelecido por meio da anamnese e
de exames complementares, tais como os testes laboratoriais. Estes podem conduzir
a resultados falsos-positivos (quando o teste indica positivo, mas o individuo nédo esta
acometido pela doenca) ou falsos-negativos (quando o teste € negativo, mas a pessoa
apresenta a doenca). Logo, a interpretagcdo apropriada de um teste laboratorial
transcende a mera verificagdo do resultado obtido, demandando competéncia do
executor/pesquisador para avaliar as caracteristicas do teste solicitado.

Ao desenvolver um novo exame diagnostico, como no contexto do
diagnostico da COVID-19, o pesquisador estipula um limiar, a partir do qual decide se
o resultado sera positivo ou negativo. Nesse ponto, entram em cena a sensibilidade e
a especificidade, duas variaveis cruciais para mensurar e identificar a exatidao
diagnéstica de um teste, sendo assim, pode-se definir Sensibilidade como a
capacidade de um teste ou modelo em identificar corretamente os casos positivos
entre todos os casos verdadeiramente positivos. Ou seja, capacidade de detectar o
virus quando o virus esta presente. Pode ser determinada pela equagao 1. E
Especificidade como a capacidade de um teste ou modelo em identificar corretamente
0s casos negativos entre todos os casos verdadeiramente negativos. Ou seja,
capacidade de detectar um resultado negativo, quando o virus nao esta presente.

Pode ser calculada pela equacao 2.

Nos testes realizados, a sensibilidade foi de 100% para as distancias de 10 ,
50, 100 e 150 cm (pois considerou-se todas as replicatas, de todos os grupos como
positivas) e de 87,5% para distéancia de 200 cm (pois uma replicata do grupo se
apresentou negativa). Considerando o controle negativo como Unica amostra

verdadeira negativa, a especificidade foi de 100% em todas as distancias. Os dados
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brutos utilizados para os calculos, podem ser encontrados no APENDICE A desde
documento.

A sensibilidade e a especificidade sdo medidas cruciais para a avaliacao de
testes diagnésticos, incluindo aqueles para COVID-19. Por exemplo, um estudo de
Arevalo-Rodriguez et al. (2020), avaliou a precisao de testes de antigeno rapido para
COVID-19 e encontrou uma ampla variacdo na sensibilidade, destacando a
importancia de selecionar testes com alta sensibilidade para evitar falsos negativos,
que poderiam resultar em nao isolamento de casos infectados (297). A especificidade,
€ igualmente importante e se refere a capacidade de um teste em identificar
corretamente dispositivos n&o infectados; testes com alta especificidade geram menos
falsos positivos.

Esses conceitos tém sido aplicados na pratica clinica e na saude publica para
a tomada de decisbes durante a pandemia de COVID-19. Testes com alta
sensibilidade sao preferenciais para rastreamento em populagdes de alto risco, como
foi discutido por Zhang et al. (2021), que enfatizou a importancia de testes sensiveis
em ambientes de cuidados de saude para prevenir surtos em hospitais (298). Por outro
lado, a especificidade é particularmente critica em cenarios de baixa prevaléncia da
doenga, onde o risco de falsos positivos é mais prejudicial, como observado por Sutton
et al. (2020) (299).

E importante notar que ha um trade-off entre sensibilidade e especificidade,
como explorado por Lippi et al. (2020), que analisou como a escolha de um teste pode
afetar o manejo dos pacientes e as estratégias de saude publica (300). A escolha entre
um teste com maior sensibilidade ou especificidade pode depender do contexto clinico
e dos objetivos do rastreamento ou diagnostico.

Comparando com outras modalidades de testes, os testes moleculares, como
o RT-PCR, tendem a ter uma alta sensibilidade e sdo considerados o padrao-ouro
para o diagnoéstico da COVID-19 (301). No entanto, sua sensibilidade pode ser afetada
por fatores pré-analiticos, como a qualidade da amostra e as condi¢gdes de
armazenamento, como demonstrado pela diferenca nos valores de CT entre amostras
armazenadas em temperatura ambiente e controladas.

Testes de antigeno, por sua vez, oferecem a vantagem da rapidez e
praticidade, embora geralmente apresentem menor sensibilidade quando comparados
ao RT-PCR, o que pode levar a um aumento nos falsos negativos, especialmente em

individuos assintomaticos ou com carga viral baixa (297). Este fato sublinha a
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necessidade de selecionar cuidadosamente os testes com base no contexto de
aplicagao e na prevaléncia da doenca.

O equilibrio entre sensibilidade e especificidade deve ser cuidadosamente
considerado quando se escolhe uma estratégia de testagem. Em um ambiente com
alta prevaléncia de infeccado, um teste com alta sensibilidade pode ser mais valioso do
que um com alta especificidade, pois o objetivo é identificar e isolar o maior numero
possivel de casos verdadeiros positivos. Por outro lado, em ambientes com baixa
prevaléncia, um teste altamente especifico é preferivel para evitar o impacto negativo
dos falsos positivos (300).

Os dados discutidos ressaltam a importancia de selecionar testes diagnodsticos
com base nas suas propriedades de sensibilidade e especificidade, considerando o
contexto clinico e epidemiologico. A escolha do teste adequado deve ser informada
por dados empiricos e adaptada as necessidades especificas da populacéo alvo, a
fim de otimizar os recursos e estratégias de saude publica durante a pandemia de
COVID-19.

4.6 SUGESTOES DE FUTUROS TRABALHOS

Primeiramente, é crucial abordar as limitagcdes e lacunas identificadas no
estudo. Testes complementares sdao demasiadamente importantes para responder as
perguntas ndo contempladas na pesquisa. Assim, sugere-se:

(1) Avaliar o desempenho do VTM-SS na manutencdo da carga viral, por
meio de exames RT-PCR quantitativos;

(2) Segmentar os parametros avaliados com menores distribuigbes nas
variaveis ou insercdo de novos pontos (temperaturas mais baixas e mais altas,
avaliagao da relagao tempo de deteccéao e carga viral, deteccdo em maiores distancias
da fonte contaminante;

(3) Realizacéo de estudos com maior numero de amostras (N) para melhor
delineamento das analises estatisticas;

(4) Validagédo da técnica de forma individual com diferentes patégenos de
interesse, tais como: Influenza A, Influenza B, sincicial respiratério e adenovirus, além,
evidentemente, de eventuais cepas que venham a se desenvolver ao longo dos anos;

(5) Exposicao do VTM-SS em ambientes reais de contaminagao (hospitais,

UTls, laboratérios, casas de pacientes contaminados) para validagao bioldgica;
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(6) Validagdo da técnica baseada em protocolos de painel viral, com
deteccao simultanea de varios patégenos.

Esta linha complementar levaria a melhorias significativas na pratica de
testagem e monitoramento da doenga em dispositivos baseados em VTM-SS. Em um
segundo plano, mas nao menos importante, € essencial explorar como as descobertas
atuais podem ser aplicadas em diferentes contextos. Isso inclui por exemplo:

(1) Investigar a estabilidade de diferentes formulagées de VTM-SS para
garantir sua constante melhoria com o avango da tecnologia e dos patégenos de
interesse;

(2) Investigar a influéncia de diferentes materiais de base (cobre, aco,
polimeros) na constru¢ao dos dispositivos de sensoriamento;

(3) Desenvolver técnicas baseadas em bioatracao, a partir de processos de
eletrizacdo para assegurar e potencializar a captagao do virus pelo meio VTM-SS;

(4) Desenvolver estudos baseados na deteccdo de ambientes
condicionados, com trafego de ar ativo e, consequentemente, maquinas de captacao
forcada do ar atmosférico;

(5) Desenvolver tecnologia em formato de refil de VTM-SS para aparatos de
uso comum baseados na distribuicdo de gases (redes de oxigenacao hospitalar,

sucgao, atmosfera negativa).



104

5 CONCLUSOES

Nesta investigagao, focou-se no desenvolvimento e avaliagdo de um novo meio
VTM semissolido, o qual mostrou-se altamente eficaz na deteccéo do virus causador
da COVID-19 em distancias de até 100 cm da fonte disseminadora.

As principais conclusdes advindas do estudo realizado podem ser sintetizadas
em:

(1) A adicao de 0,3% de agar base (ou 3g/L) na formulacdo do Meio de
Transporte Viral (VTM), baseada nos protocolos do CDC (255) é capaz de produzir
uma base homogénea e com caracteristicas semissolidas conforme os manuais de
Microbiologia Clinica (256), resultando no VTM-SS;

(2) A estabilidade do VTM-SS é confirmada com seus resultados detectados
quanto as variaveis temperatura ambiente (TA 18 °C a 22 °C) e temperatura controlada
(TC 2 °C a 8 °C), assim como os pontos temporais (basal, 24h, 48h e 72h), nao
havendo diferenca quando considerada uma anadlise semiquantitativa.
Adicionalmente, estudos estatisticos inferenciais demonstraram que o VTM-SS
quando mantido em TC possui maior estabilidade ao longo do tempo;

(8) Na avaliacdo por distancia, os resultados obtidos indicam eficiéncia na
deteccao do virus em todos os testes realizados em até 150 cm, ressaltando que até
a distancia de 100 cm o desvio padrao foi muito baixo. Na distancia de 200 cm, uma
das amostras analisadas mostrou-se ndo detectada, corroborando com o aumento do
desvio padrao a partir de 150 cm;

(4) Os calculos baseados nos resultados obtidos mostram sensibilidade de
100% até a distancia de 150 cm e 87,5% até 200 cm. A especificidade ficou com 100%
em todas as distancias testadas. Resultados baseados na capacidade de deteccéo
do meio VTM-SS. Portanto, o VTM-SS aplicado como dispositivo para exposicao
ambiental, € capaz de detectar o virus do SARS-CoV-2 até 1,5 m de distancia,
podendo ser usado em conjunto com outros para cobertura total das areas de

interesse.
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5.1 CONSIDERACOES FINAIS
5.1.1 Contribuicdes do trabalho

A partir das conclusdes apresentadas, o trabalho realizado podera contribuir
significativamente para o campo de controle de infecgbes, demonstrando eficacia dos
dispositivos de Meio de Transporte Viral (VTM) Semissolido na coleta do SARS-CoV-
2 do ambiente. Como contribuicbes deste trabalho, destaca-se em quatro eixos
principais:

(1) No ambito cientifico, as descobertas realgam a importancia das
condi¢des de armazenamento para a integridade do RNA viral, afetando diretamente
a deteccao e quantificagao do virus, um fator critico para o diagndstico preciso da
COVID-19. Essas contribuicdes auxiliam a comunidade cientifica na manutencao
adequada de suas amostras, trazendo mais um resultado para corroborar com outros
trabalhos existentes. Além disso, de forma inédita, descreve com seus dados a
sobrevivéncia do virus do SARS-CoV-2 em superficies como meios de transporte viral
em estados da matéria semissolido;

(2) No ambito industrial, este estudo resultard numa patente de invengao
que podera ser usada como base para o uso de dispositivos baseados em VTM
semissolido como uma solugdo com maior sensibilidade e especificidade quando
comparado as tecnologias atuais, para o monitoramento em tempo real da presenca
do virus;

(83) Tecnologicamente, destaca a aplicabilidade de dispositivos VTM
semissolidos na vigilancia de ambientes, oferecendo uma solu¢do inovadora para

deteccao do virus em espacos publicos;
5.1.2 Perspectivas futuras

A partir do desenvolvimento deste trabalho vislumbra-se um novo horizonte
para o futuro, no qual ocorrera o aprimoramento constante dos métodos de deteccao
do SARS-CoV-2 no ambiente. Isso inclui a validagdo do método de coleta e transporte
de monitorizagdo ambiental juntamente com testes moleculares rapidos ou de facil
logistica como, por exemplo, o PCR-LAMP desenvolvido para diagndstico do SARS-
CoV-2 da Hilab® , um dispositivo pequeno e portatil, que pode ser carregado para

qualquer lugar de interesse, mudando assim a perspectiva de logistica das amostras,
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onde n&o mais os VTM-SS serdo enviados aos laboratérios de referéncia, mas sim os
laboratérios de referéncia vao até os lugares de interesse.

Por fim, é importante considerar o impacto a longo prazo dessas pesquisas.
Estudos futuros deverao visar ndo apenas a compreensao imediata da doenga, mas
também como se pode melhor preparar para pandemias futuras, tanto em termos de
prevencao quanto de resposta. Este € um campo de pesquisa em constante evolucgao,

e permanecer na vanguarda da ciéncia € crucial para proteger a saude global.
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