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RESUMO

O SARS-CoV-2, causador da Covid-19 foi identificado pela primeira vez em Wuhan,
provincia de Hubei, China, e agora se propaga em escala global. O diagnoéstico é realizado
através da reacdo em cadeia da polimerase em tempo real de transcricdo reversa (RT-qPCR)
por coleta Swab nasofaringe (SNF). Devido a alta demanda exames e 0s baixos suprimentos
de materiais de coleta destacam a necessidade de métodos alternativos para facilitar a triagem
universal precisa da Covid-19 e controle da pandemia. Desta forma, este estudo teve como
objetivo avaliar a eficiéncia molecular da saliva como meio de deteccdo do SARS-CoV-2 em
profissionais de salde e pacientes do circuito cirurgico do Hospital Universitario Lauro
Wanderley. Para isso, foram realizadas 365 coletas de amostras SNF e saliva que foram
extraidas e quantificadas em concentragdo. A identificacdo foi realizada através da RT-qPCR.
Os resultados mostraram que das 365 amostras analisadas, 45 (12,3%) tiveram deteccdo em
pelo menos um tipo de amostra e a maioria era 27 (60%) assintomaticos. Em SNF e saliva
foram postivos em 21 (46,7%) amostras, enquanto 14 (31,1%) foram positivos apenas para
amostras SNF e 10 (22,2%) positivo apenas em amostras de saliva. A concentracdo das
amostras de saliva foi de 28,6 e 30,4 + DP para 7,6 e 8,38 + DP de SNF. A pureza foi de 1,81
e 0,3 + DP em saliva para 1,82 e 0,25 + DP em SNF. Usando amostras SNF como padréo
ouro de referéncia a sensibilidade e especificidade da saliva foram de 60% 97%, equanto 0s
valores preditivos positivos e negativos foram de 68% e 96%, respectivamente. A acuracia foi
de 93,0% e o coeficiente Kappa foi de 0,596. Em conclusdo, os resultados obtidos na auto-
coletada da saliva pura é semelhante em comparagcdo com amostras SNF, sendo vidvel para
ser usado na deteccdo do SARS-CoV-2.

Palavras-chave: Covid-19. Infec¢do por SARS-CoV-2. Saliva. Teste molecular.



ABSTRACT

SARS-CoV-2, which causes Covid-19, was first identified in Wuhan, Hubei Province, China,
and is now spreading on a global scale. Diagnosis is performed by real-time reverse
transcription polymerase chain reaction (RT-qPCR) by nasopharyngeal swab collection
(NFS). Due to high testing demand and low supplies of collection materials, the need for
alternative methods to facilitate accurate universal Covid-19 screening and pandemic control
is highlighted. Thus, this study aimed to evaluate the molecular efficiency of saliva as a
means of detecting SARS-CoV-2 in health professionals and patients in the surgical circuit of
Hospital Universitario Lauro Wanderley. For this, 365 collections of SNF and saliva samples
were performed, which were extracted and quantified in concentration. Identification was
performed by RT-gPCR. The results showed that of the 365 samples analyzed, 45 (12.3%)
had detection in at least one type of sample and the majority were 27 (60%) asymptomatic. 21
(46.7%) samples were positive for SNF and saliva, while 14 (31.1%) were positive for SNF
samples only and 10 (22.2%) were positive for saliva samples only. The concentration of
saliva samples was 28.6 and 30.4 = SD for 7.6 and 8.38 £ SD of SNF. Purity ranged from
1.81 and 0.3 £ SD in saliva to 1.82 and 0.25 + SD in SNF. Using SNF samples as the gold
standard of reference, the sensitivity and specificity of saliva were 60% 97%, while positive
and negative predictive values were 68% and 96%, respectively. The accuracy was 93.0% and
the Kappa coefficient was 0.596. In conclusion, the results obtained in the self-collection of
pure saliva are similar compared to SNF samples, being viable to be used in the detection of
SARS-CoV-2.

Keywords: Covid-19. SARS-CoV-2 infection. Spittle. Molecular test.
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1 INTRODUCAO

1. 1. Coronavirus

Os coronavirus (CoVs) séo virus envelopados ndo segmentados, com genoma de acido
ribonucleico (RNA) de fita simples positiva (+ sSRNA), variando de 60nm a 140nm de
didmetro junto com “Spikes” de 8nm a 12nm de longitude aproximadamente. Apresentam
projecdes semelhantes a espinhos em sua superficie dando um aspecto de coroa na
visualizagdo em microscopia eletronica (NOBRE, et al., 2014; CESPEDES; SOUZA, 2020).
Sao virus pertencentes a familia Coronaviridae e a ordem Nidovirales (virus que usa um
conjunto de mRNA para replicacdo). A familia Coronaviridae € subdividida em duas
subfamilias Torovirinae e Coronavirinae que se manifestam em mamiferos e aves, causando
problemas respiratorios, entéricos, hepaticos neurolégicos e neuroldgicos de gravidade
variavel (RAJ, et al., 2013; ZUMLA, et al., 2016; SINGHAL, 2020; LU, et al., 2020). A
subfamilia dos Coronavirinae contém quatro géneros: alphacoronavirus («) e betacoronavirus
() que infectam os mamiferos e os gamacoronavirus (y) e deltacoronavirus (J) que infectam
as aves. Acredita-se que até o presente momento exista apenas sete coronavirus que causam
doengas em seres humanos. Sendo que quatro deles (HCoV-229E, HCoV-0OC43, HCoV-
NL63 e HCoV-HKU1) causam sintomas leves, semelhante a um resfriado comum, e as
epidemias dos demais virus apresentam sintomas mais graves (MERS-CoV - Sindrome
Respiratéria no Oriente Médio, SARS-CoV - Sindrome Respiratéria Aguda Grave e SARS-
CoV-2) (BELOUZARD; CHU; WHITTAKER, 2009; FAM, et al., 2020; SAGREDO, et al.,
2020; MOITINHO, et al., 2020; RABAAN, et al., 2020).

1. 2. MERS-CoV e SARS-CoV

Segundo os estudos de Huang et al (2020) a duas décadas atrds, 0 MERS-CoV e
SARS-CoV causaram mais de 10.000 casos cumulativos, com taxas de mortalidade de 10%
para SARS-CoV e 37% para MERS-CoV. O primeiro caso relatado da Sindrome Respiratéria
Aguda Grave (SARS) ocorreu no Sul da China e se propagou em escala global entre 2002 a
2003 (BARLAN, et al., 2014). Em novembro de 2002, uma epidemia anormal de pneumonia
com elevada taxa de transmissdo e complicacfes aos profissionais de salde, ocorreu em
Foshan, Guangdong, China. Em marco de 2003, um novo CoV foi identificado como agente
causador da SARS chamado de SARS-CoV. Apds 10 anos do primeiro caso de SARS-CoV,
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em setembro de 2012 na Jeddah, Arabia Saudita, um homem de 60 anos padecendo de
pneumonia aguda e insuficiéncia renal, foi relatado como primeiro caso da Sindrome
Respiratoria no Oriente Médio (MERS). Inicialmente identificado como ‘Erasmuns Medical
Center’ o virus posteriormente chamado de MERS-CoV pelo consenso internacional (WIT, et
al., 2016; MEYERHOLZ; LAMBERTZ; JR, 2016; FERREIRA, et al., 2020; SOTO, 2020;
SAGREDO, et al., 2020; WEBER, et al., 2020).

1. 3. SARS-CoV-2

No final de dezembro de 2019, foi relatada uma sequéncia de casos de pneumonia de
origem desconhecida em Wuhan, provincia de Hubei, China, com aspectos clinicos
semelhantes a um virus MERS (HUYUT, 2020; SCHMIDT, et al., 2020; MORRELL, et al.,
2020; SHOJI, et al.,, 2020; VIEIRA; EMERY; ANDRIOLO, 2020). A analise de uma
sequéncia de genoma em amostra do trato respiratorio em cinco pacientes com pneumonia,
hospitalizados desde do dia 18 de dezembro a 29 de dezembro de 2019, revelou a presenca de
um novo coronavirus, que foi nomeado como Virus da Sindrome Respiratoria Aguda Grave 2
(SARS-CoV-2), agente causal da doenca do Coronavirus — Covid-19 (coroa “co”, virus “vi”,
doenga “d” e 19 indicando o ano de seu aparecimento) pela Comissdo Internacional de
Classificacdo de Virus (ICTV) (CASTRO, et al., 2020; CHATE, et al., 2020; CESPEDES,;
SOUZA, 2020; PERON; NAKAYA, 2020). O virus SARS-CoV-2 em humanos €
desconhecido. Os indicios de outras zoonoses virais surgere um romance entre dois
coronavirus graves SARS-CoV, derivada dos mocegos ferradura chineses (Rhinolophus sp.)
como hospedeiro intermediario e MERS-CoV. O SARS-CoV-2 é um novo betacoronavirus
(Beta-CoVs) que apresenta semelhanca genética de 79% com SARS-CoV e de 50% com
MERS-CoV (SHEHAWIA; ALOTAIBIA; ELSEEHYB, 2020; YAN, et al., 2020; SOTO,
2020; CARVALHO, et al., 2020; SAGREDO, et al., 2020; XAVIER, et al., 2020).

1. 3. 1. Genoma viral de SARS-CoV-2

O genoma de SARS-CoV-2 é similar ao de CoVs e contém no minimo dez quadros de
leitura abertos Open Reading Frames (ORFs). Os primeiros ORFs (ORF1a/b) representam
aproximadamente dois tercos do RNA viral, sendo traduzidos em dois grandes poliproteinas
replicase (ppla e pplab) e processadas em 16 proteinas ndo estruturais (nspl-nspl6),

incluindo RNA polimerase dependente de RNA (RdRp), que formam o Complexo da



20

Replicase Transcriptase Viral (CRTV). Esses nsps reorganizam as membranas originarias do
Reticulo Endoplasmatico (RE) em vesiculas de membrana dupla onde replicacdo e transcri¢do
viral ocorrem (MENEZES; LIMA; MARTINELLO, 2020; REHMAN, et al., 2021). O outro
ORFs de SARS-CoV2 em um terco do genoma codifica quatro principais proteinas estruturais
que estdo relacionadas com a regulacdo de funcéo e estrutura viral: envelope (proteina E),
membrana (proteina M), Spike (proteina S), nucleocapsideo (proteina N) e hemaglutinina-
esterase (proteina HE) como mostra na Figura 1. A proteina N contribui na formacdo do
capsideo e de toda a estrutura viral, a proteina S esta relacionada ao processo de infec¢éo viral
e a proteina HE permite a entrada e a infeccdo da célula hospedeira. (KNOOPS, et al., 2008;
KUMAR, et al.,, 2020; MASTERS, 2006; SOTO, 2020; VIEIRA; EMERY; ANDRIOLO,
2020; LEE, et al., 2020; THOMAS, 2020).

Figura 1 - Representacdo esquematica da particula viral e do genoma do g-Coronavirus. (A) Particula
viral. (B) Genoma viral.
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Fonte: Jin, et al. 2020; adaptado.

1. 4. Entrada do SARS-CoV-2 na célula por meio da ligacdo entre ECAZ2 e proteina S

A enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) é uma proteina de membrana tipo |
expressa no pulméo, coragdo, rim e intestino (MUTHIAH, et al., 2020). O comprimento total
da ECA2 consiste em um dominio N-terminal (PD) e um dominio C-terminal que termina
com uma unica hélice transmembrana e um segmento intracelular (JIN, et al., 2020; LU, et al.,

2020). Os niveis soluveis dessa enzima geralmente sdo baixos no sangue. Por isso, o receptor
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de angiotensina Il tipol (AT1), ativa a metaloprotease 17 (ADAM17) que cliva o ectodominio
da ECA2, aumentando os niveis de ECA2 soluveis (CESPEDES; SOUZA, 2020; AUN, et al.,
2020; DANSER; EPSTEIN; BATLLE, 2020). A clivagem da angiotensina | para Il fornece
um local de ligacdo para proteina S do SARS-CoV que tem sido relatada como elemento
chave para entrada do virus na célula (JEFFERS, et al., 2004; RAJ, et al., 2013; SCHOLZ, et
al., 2020).

A proteina de superficie S do SARS-CoV é uma glicoproteina de membrana tipo | que
consiste em um dominio de ligacdo ao receptor de subunidade S1 N-terminal (RBD) e um
dominio de subunidade S2 C-terminal que permite fusdo na membrana (YAN, et al., 2020). O
RBD da S1 do SARS-CoV é ativado por uma Serina Protease Transmembrana do tipo Il
(TMPRSS2), que se encontra na superficie da célula hospedeira (BASSENDINE, et al.,
2020). Ao ser ativado, 0 RBD de S1 se liga ao dominio PD da ECA2 alterando o trimero de
pré-fusdo, ocasionando a eliminacéo da S1 para uma conformacéo pds-fusdo, enquanto a S2 €
responsavel pela fusdo da membrana permitindo que o genoma RNA viral (RNAvV) entre na
célula hospedeira (JIN, et al., 2020; LU, et al., 2020; ROBINSON, et al., 2020). Isso ocorre,
porque RBD de S1 sofre movimento conformacional como uma dobradica escondendo ou
expondo temporariamente os elementos da ligacdo ao receptor (AUN, et al., 2020).
Provavelmente, o RBD da subunidade S1 do SARS-CoV-2 liga-se ao dominio PD da ECA2
com afinidade de 10 a 20 vezes maior que SARS-CoV (KUMAR, et al., 2020; YAN; XIAO;
LIN, 2020; SHEHAWIA; ALOTAIBIA; ELSEEHYB, 2020.). Enquanto isso, outra protease,
a catepsina L, uma protease de cisteina expressa em todos os tipos de tecidos, atua facilitando
a entrada da proteina S de SARS-CoV na membrana do endossomo por meio de endocitose. A
interacdo da TMPRSS2 e catepsina L ocorre tanto em SARS-CoV quanto em SARS-CoV-2
(GOMES, et al., 2020; FAM, et al., 2020; VIEIRA; EMERY; ANDRIOLO, 2020).

Apds o virus entra na célula, o genoma do RNAV ¢ liberado no citoplasma (RABAAN,
et al., 2020). Uma sequéncia de RNA atua através de um RNA mensageiro (mRNA), onde
este transcreve o gene da replicase viral por meio de ORF1a e ORF1lab, que é traduzido dando
origem a ppla e pplab (YANG; WANG, 2020). Em seguida, ppla e pplab sofrem acdo
proteolitica para gerar as 16 nsps do CRTV (THOMAS, 2021). O CRTV replica e sintetiza
um conjunto de RNAs guias (SJRNA) que codificam para producéo das principais proteinas
estruturais (S, M, E e N) e proteinas acessorias. Essas proteinas serdo montadas no nivel do
complexo Golgi, para formar as novas particulas virais. Por fim, as particulas virais sdo
liberadas da célula infetada, como vemos na Figura 2 (UZUNIAN, 2020; PERON;
NAKAYA, 2020; JIN, et al., 2020; REHMAN, et al., 2021; CRUZ; LIMA; PEREIRA, 2021).
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Figura 2 - SARS-CoV-2 se liga inicialmente ao receptor de ACE2. Principais proteinas envolvidas na
entrada do virus por endocitose.
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Fonte: Robinson, et al. 2020.

1. 5. Meio de transmissao

O SARS-CoV-2 possui um grande potencial de transmissibilidade pelo contato direto
com as vias aéreas superior, principalmente, através de goticulas respiratérias e pelo contato
indireto por meio das méaos, objetos ou superficies contaminadas, de forma semelhante com
gue outros patdgenos respiratérios se espalham (KARIA, et al., 2020; FERREIRA, et al.,
2020; PIERALISI, et al., 2021; SOTO, 2020; SCHMIDT, et al., 2020). O atual estudo indica
uma reproducgdo basica do virus, estimada em um numero de 2.2, isso significa que, em
média, cada pessoa infectada espalha a infeccdo para mais duas pessoas (MAGALHAES, et
al., 2017; FAUCI; LANE; REDFIELD, 2020; SILVA, et al., 2020).

Os pacientes acometidos com SARS-CoV-2 sejam assintomaticos ou sintomaticos
podem transmitir a doenca, no entanto, aqueles com sintomas mais graves tém sido
considerados com maior potencial de transmissdo (FERREIRA, et al., 2020; MENEZES;
LIMA; MARTINELLO, 2020; SANTOS; BARBOSA, 2020).
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1. 6. Tempo de permanéncia do virus em superficies

O SARS-CoV-2 pode permanecer ativo e infeccioso na superficie de objetos
inanimados (plastico, aco e papeldo) por horas ou dias (KAMPF, et al., 2020; JIN, et al.,
2020). A sua permanéncia é observada em um periodo maior tempo (72h) em pléasticos e aco
inoxidavel do que em papeldo (24h) apds a sua aplicacdo na superficie (OLIVEIRA; LUCAS;
IQUIAPAZA, 2020; XAVIER, et al., 2020), conforme o Quadro 1.

Quadro 1 - Permanéncia do virus em diferentes superficies.

Superficie Tempo de permanéncia do virus
Aco Inoxidavel 72 horas 72 horas
Plastico 72 horas 72 horas
Papeldo 24 horas 24 horas
Cobre 4 horas 4 horas
Particulas aerossolizadas 40 mina 2 h e 30 min

Fonte: Jin et al. 2020; adaptado.

1.7. Métodos profilaticos

Devido ao potencial de sobrevivéncia do SARS-CoV-2 no ambiente por vérios dias, 0s
objetos contaminados pelo virus devem ser limpos antes de serem utilizados, com produtos
gue contenham agentes antimicrobianos (OLIVEIRA; LUCAS; IQUIAPAZA, 2020).

Por serem as mdos o principal veiculo de contaminacdo cruzada do virus, a pratica da
higienizacdo das mdos pela acdo de friccdo com agua e sabdo diminui a ocorréncia das
infeccdes, sendo considerada uma medida profilatica simples, de baixo custo e alta
efetividade (OLIVEIRA, et al., 2016; OLIVEIRA, et al., 2020; SOARES, et al., 2021).

O uso dos raios ultravioletas, altas temperaturas acima de 56% em um periodo de 30
minutos e produtos desinfetantes como éter dietilico, etanol 75%, cloro, &cido peracético e
cloroférmio sdo considerados suficientes para inativar o virus (YANG; WANG, 2020;
KAMPEF, et al., 2020; JIN, et al., 2020; OLIVEIRA; LUCAS; IQUIAPAZA, 2020; XAVIER,
et al., 2020).

1. 8. Manifestac0es clinicas
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As manifestacBes clinicas para infeccBes confirmadas pelo SARS-CoV-2 se
apresentam clinicamente com ou sem sintomas. Ha relatos de pessoas com sintomas leves e
outros com sintomas mais graves, chegando a oObito, em algumas situacdes. Quando
presentes, 0s mais comuns séo febre >37,8 °C (87,9%), cansaco (38,1%) e tosse seca (67,7%),
(MEYERHOLZ; LAMBERTZ; JR, 2016; CHATE, et al., 2020; MORRELL, et al., 2020).
Alguns pacientes podem ter dor de cabeca (13,6%), dor no corpo (14,8%), congestdo nasais
(4,8%), dor de garganta (13,9%), diarreia (3,7%), producdo de escarro (33,4%), perda de
olfato (30,0%), dificuldade em respirar (18,6%), calafrios (11,4%) e vomitos (5%). Esses
sintomas geralmente séo leves e comecam gradualmente podendo se recuperar em 1 a 2
semanas (ALMEIDA, et al., 2020; LEE, et al., 2020; GOUVEIA; KANAI, 2020).

Uma em cada seis pessoas com Covid-19 fica gravemente doente e desenvolve
dificuldade respiratoria. As lesdes graves ndo incluem apenas lesdes pulmonares, mas
também lesbes cardiacas e renal, independente do paciente ter histérico de hipertensdo ou ndo
(BASSENDINE, et al., 2020). As pessoas idosas e as que tém outras condi¢Ges de saude
como pressao alta, problemas cardiacos ou diabetes, tém maior probabilidade de desenvolver
doencas graves. A maioria das pessoas (cerca de 80%) se recupera da doenga sem precisar de
tratamento especial (SINGHAL, 2020; HUANG, et al., 2020).

1. 9. Diagnostico laboratorial

O diagndstico para SARS-CoV-2 consiste principalmente alguns exames auxiliares,
como deteccdo de acidos nucleicos (RT-gPCR), deteccdo de anticorpos (IgA, IgM e IgG) e
exames por imagem (TC) (CASTRO, et al., 2020; RIVAS, et al., 2020).

1. 9. 1. Deteccdo de acidos nucleicos (RT-qPCR)

O teste de deteccdo de &cido nucleico viral é a principal técnica para diagndstico
laboratorial do novo CoVs. A reacdo em cadeia da polimerase em tempo real de transcrigéo
reversa (RT-gPCR) apresenta sensibilidade de 80% e especificidade de aproximadamente
99% para SARS-CoV-2 quando ¢ realizada entre 2 e 5 dias do inicio dos sintomas (Figura 3).
Esse método fornece informagBes importantes nos estagios iniciais da infec¢do, por meio da
deteccdo do RNAv antes da formacédo dos anticorpos (CIPITELLLI, et al., 2020; XAVIER, et
al., 2020; FLORIANGO, et al., 2020; VILLA, et al., 2021).
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A RT-gPCR baseia-se na amplificacdo de acidos nucleicos viral, através do uso de
fluordforos, que se ligam ao material genético amplificado, emitindo fluorescéncia. O sinal de
fluorescéncia emitido €é equivalente a quantidade de fragmentos amplificados
(TSUJIMOTOA, et al., 2021). A curva de amplificacdo para amostras positivas apresenta
fluorescéncia relativamente aumentada. Nenhum aumento na fluorescéncia é observado
quando a amostra € negativa. O limiar de ciclos (Ct, nimero de ciclos necessarios para o sinal
fluorescente) representa o nimero do ciclo no qual a curva de amplificacdo cruza a linha
limite e € um indicador da quantidade do gene alvo amplificado. Quanto mais baixo for o
valor Ct, maior serd a quantidade de gene alvo (AZZI, et al. 2021; SOUZA; BRIGIDO;
MARANHAO, 2016; CAMPOS, et al., 2021).

De acordo com protocolos internacionais desenvolvidos pelo Instituto Charité/Berlim
e recomendado pela Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS/OMS) utilizada pela
maioria dos paises, 0s genes para identificacdo, incluem: N, E, S e RdRP. Esses genes atuam
como marcadores genéticos para a confirmacdo laboratorial da Covid-19. Atualmente, os
marcadores genéticos E e RARP sdo utilizados para a deteccdo do SARS-CoV-2 segundo 0s
protocolos Charité. O Ministério da Saude (MS) prioriza o gene E como primeiro marcador de
escolha, por apresentar maior sensibilidade em relagdo ao gene RARP para RT-gPCR
(CIPITELLLI, et al., 2020; JELINEK, et al., 2021).

Figura 3 - Correlacdo entre carga viral e infeccdo por SARS-CoV-2, sintomas clinicos e positividade
da RT-gPCR.
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Fonte: Floriano, et al. 2020.
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1. 9. 2. Detecgdo de anticorpos (IgA, IgM e 1gG)

Os exames soroldgicos sao realizados a partir do 7° dia de sintomas é podem fornecer
resultados em um periodo de tempo relativamente mais curto. Além disso, o custo € menor
em comparacdo com RT-gPCR por coleta SNF (MURCIAL; MORENO; FALLA, 2021). Esse
tipo de exame é indicado para verificar a presenca de anticorpos isolados ou combinados no
sangue, a fim de saber se 0 organismo apresentou resposta imunoldgica em funcdo da
exposicdo ao antigeno ou vacina (XAVIER, et al., 2020; LEE, et al., 2020).

Os ensaios sorolégicos para SARS-CoV-2 sdo realizados através de anticorpos das
amostras do soro ou plasma dos pacientes, visando a proteina S, que dentre todas as proteinas
virais é a mais exposta, e a proteina N, expressa em maior quantidade durante o periodo de
infecgdo. (IBRAHIM; GHRAMH; KILANY, 2021; JIN, et al., 2020; XAVIER, et al., 2020).

Os niveis de imunoglobulina A (IgA), imunoglobulina M (IgM) e imunoglobulina G
(IgG) aumentam gradativamente junto com as fases de infec¢do, com IgM sendo detectado
inicialmente ao 3° dia apds a infeccédo, atingindo o seu pico entre 2 a 3 semanas e 0 IgA é
(IgG) especifico para SARS-CoV-2 sendo detectavel ao 4° dia, atingindo seu pico ap6s 17°
dia, como mostra a Figura 4. O IgM também pode permanecer presente no soro apds 1 més
pico (RODRIGUES; DIAS, 2019; LEE, et al., 2020; YANG; WANG, 2020).

Figura 4 - llustracdo do periodo de deteccdo de RNA viral e anticorpos em individuos infectados com

SARS-CoV-2.
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Fonte: Lee, et al. 2020.
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1. 9. 3. Exames por imagem (TC)

A Tomografia Computadorizada (TC) é uma ferramenta importante para o diagnostico
da Covid-19 na prética clinica. O exame se torna mais sensivel para individuos com alta
suspeita clinica de infeccdo por SARS-CoV-2. Uma combinacgdo de testes repetidos de RT-
gPCR e Tomografia Computadorizada de Alta Resolu¢cdo (TCAR) do tdérax podem ser
essenciais para diagnostico precoce e a avaliacdo da gravidade da doenca (ADENWI, 2020;
JIN; XU; YAUN, 2020; CHATE, et al., 2020).

Em alguns estudos, as imagens de TC de torax de pacientes infectados com SARS-
CoV-2, a tomografia computadorizada apresentou um 6timo valor diagnéstico clinico para
Covid-19, especialmente na area de alta prevaléncia de infeccdes por SARS-CoV-2.
Entretanto, as tomografias também apresentam algumas deficiéncias, como por exemplo,
falso-negativo em estagio inicial da doenca. Nesse sentindo, entende-se que a infeccdo
assintomatica por SARS-CoV-2 é possivel e pode ser assintomatico nos estagios iniciais,
mesmo que 0 RNAV seja detectado pela triagem de RT-qPCR, descartando os casos iniciais
de Covid-19 por TC. (LI, et al., 2020; SHOJI, et al., 2020; ADENWJI, 2020; CESPEDES;
SOUZA, 2020). A Figura 5 mostra o grau de comprometimento pulmonar, através de uma TC
do torax.

Figura 5 - Reconstrucdo de uma TC do térax em paciente acometido de Covid-19. As ares em branco
representam o grau de comprometimento do orgdo. O paciente apresentou 75% de comprometimento
pulmonar.

Fonte: Disponibilizada por Ultra Diagnostico por Imagem, 2020.
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1. 10. Saliva como amostra bioldgica alternativa para detec¢do do SARS-CoV-2

Na atual pandemia, os testes para a Covid-19 podem ser avaliados através de algumas
amostras bioldgicas incluindo plasma, soro, urina e saliva. O Ministério da Saude prioriza o
exame RT-qPCR através das coletas Swabs nasofaringes (SNF) como “padrdo ouro” para
deteccdo da SARS-CoV-2 (ADENWI, 2020; JIN; XU; YAUN, 2020). Esse método de coleta,
além de doloroso e invasivo, causa pequenas lesdes como sangramento e ulceracdo na camada
da mucosa, o que pode reduzir a falta de consentimento dos pacientes para a realizacdo do
teste e aumentar os riscos de infecgdo para os profissionais de salde, devido ao seu potencial
de induzir os pacientes a espirrar e tossir, expelindo particulas virais (TELES, et al., 2020;
Xu, et al., 2020; VAZ, et al., 2020; CAMPOS, et al., 2021).

Atualmente, a saliva desempenha um papel importante na deteccdo de doenca viral,
bacteriana ou sistémica. Ela possui informagdes a respeito dos biomarcadores salivares, como:
uréia, imunoglobulinas, glicose, cortisol, fosfatos, proteinas, citocinas, quimiocinas, entre
outros. Esses biomarcadores ajudam na identificacdo de cancer bucal, diabetes, cancer de
mama, cancer de pulméao e outras enfermidades (FERNANDES, et al., 2020).

A saliva é uma mistura heterogénea que contém fisiologicamente células epiteliais
orais descamadas e microrganismos, podendo conter sangue, secrecdes respiratdrias, acido
gastrico do refluxo e residuos alimentares, em ocasides patoldgicas, sendo composta por 99%
de agua e 1% de proteinas (principalmente amilase) e mucina com a finalidade de digerir,
provar, tamponar, equilibrar a remineralizardo e anti-microorganismos. A secre¢do da saliva
ocorre diretamente na cavidade oral pelas glandulas salivares principais e 10% das glandulas
salivares menores com pH entre 6 e 7 (CARVALHO, et al., 2020; Xu, et al., 2020).

O uso da saliva como um tipo de e modelo alternativo para a triagem epidemioldgica
parece ser promissor, pois 0 RNAv de SARS-CoV-2 esta presente na saliva com carga e
sensibilidade comparaveis ao encontrado em células da mucosa nasal por SNF (AZZlI, et al.,
2021; TELES, et al., 2020).

Além dos pulmdes, os tecidos orais (glandulas salivares) podem ser invadidos
diretamente devido a alta expressdo do receptor ECA2 nas células epiteliais presente na
saliva. A ECA2 atua como receptores celulares para o SARS-CoV-2 entrar na célula,
semelhante ao SARS-CoV (Figura 6). O virus se liga inicialmente a esses receptores para
posteriormente colonizar o trato respiratério. Embora o principal alvo sejam as células
pulmonares, os dutos das glandulas salivares também sdo comprometidos, causando a

producéo de saliva contaminada. Neste sentido, a saliva € mais facilmente infectada, uma vez
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que atuando como um hospedeiro para SARS-CoV-2 (LIU, et al., 2011; THOMAS, 2020;

FEI, et al., 2020; PIERALISI, et al., 2021).

Figura 6 - Biomarcadores usados no diagnético da Covid-19. ECA2 presente na saliva, atuam como

receptores celulares para SARS-CoV-2.
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Fonte: Fernandes, et al. 2020.

A aprovacdo dos Estados Unidos da América (EUA) de coleta amostras baseadas em

saliva despertaram interesse em alternativas metodologicas que sejam mais seguras e simples.

Estudos mostram que 0 SARS-CoV-2 pode ser facilmente detectado na saliva, embora os

dados sobre a presenca do virus em saliva sejam limitados, todavia, o valor do diagnostico das

amostras de saliva para o exame de acido nucleico da SARS-CoV-2 pode ser promissor,

reduzindo assim o risco de transmissdo nosocomial (AZZlI, et al., 2021; RIVAS, et al., 2020;

SANTOS; BARBOSA, 2020).

Diante do exposto, a saliva representaria um tipo pratico de amostra ndo invasiva,

eficiéncia, viavel, seguro e de baixo custo para o diagnoéstico dessa morbidade, onde 0 uso

desse tipo de amostra eliminard o tempo de espera para a coleta, além da reducdo ao risco de

transmissdo nosocomial da SARS-CoV-2, sobretudo em situacGes nas quais as coletas de

amostras nasofaringes podem ser contraindicadas.
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar a eficiéncia molecular da saliva como meio de deteccdo do SARS-CoV-2 em
profissionais de salde e pacientes do circuito cirurgico do Hospital Universitario Lauro
Wanderley (HULW-UFPB).

2.2. Objetivos especificos

o Utilizar a saliva para extracdo de RNA por RT-qPCR para deteccdo molecular do
SARS-CoV-2 em comparagdo com amostras coletadas a partir de Swab nasofaringes;

o Quantificar e avaliar a pureza e concentracdo das amostras extraidas;

o Determinar a sensibilidade da saliva como método de deteccdo molecular do SARS-
CoV-2.
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3 MATERIAIS E METODOS

3. 1. Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo clinico-laboratorial, observacional e transversal, baseado em

dados quantitativos, com analise estatistica e procedimento comparativo e descritivo.

3. 2. Considerac0es éticas

O estudo foi realizado respeitando os principios que regem a bioética em pesquisas
com seres humanos, com énfase a Resolucdo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude
(CNS) do Brasil pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) sob o protocolo N° CAAE -
40402820.4.0000.5188. Fundamentada nos principais documentos internacionais que
provieram de declaracOes e diretrizes sobre pesquisas envolvendo seres humanos, seja ela
individual ou coletiva, em sua totalidade ou partes, incluindo o manejo de informacdes ou
materiais (TEIXEIRA, R. S. et al., 2019).

Foi ressaltado aos participantes que todos os seus direitos ficaram em sigilo, através da
garantia de liberdade de recusa a participacdo ou desisténcia de seu consentimento durante o
desenvolvimento da pesquisa, assim como a confidencialidade das informacdes, riscos,
beneficios e 0 cumprimento ao principio da ndo maleficéncia.

Em relacdo aos riscos, pode ocorrer contaminacgdo, por isso a coleta foi realizada por
um profissional do servigo devidamente treinado e vacinado. Esse risco foi minimizado ao ser
reforcado os principios de biosseguranca do ambiente que 0 mesmo ja realiza, com utilizacdo
de Equipamento de Protecdo Individual (EPI) e Equipamento de Protecdo Coletivo (EPC) de

acordo com as recomendacg6es do Ministério da Saude.
3. 3. Local da pesquisa

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Vigilancia Molecular Aplicada
(LAVIMAP) da Escola Técnica de Saude (ETS) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB)

e Hospital Universitario Lauro Wanderley (HULW-UFPB).

3. 4. Amostra bioldgica
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As amostras foram secre¢des nasofaringes e salivas coletadas em pacientes que foram
submetidos a procedimentos cirdrgicos no HULW-UFPB grupo (G1) e profissionais de saude

do Hospital expostos as infeccdes pela Covid-19 grupo (G2).

3. 5. Critérios de inclusdo e exclusao

Foram incluidos na pesquisa individuos internados no hospital que iriam realizar
algum procedimento cirurgico e profissionais de salde que prestaram assisténcia nessa
unidade de salde.

Foram excluidos da pesquisa individuos que apresentarem fichas de notificacdo
incompletas, amostras sem identificacdo, amostras com o volume insuficiente e amostras

acondicionadas de maneira inapropriada.

3. 6. Instrumento de pesquisa

Foi empregada a ficha de investigacdo de sindrome gripal suspeito de doenca pelo
coronavirus 2019 (ANEXO B) para obtengdo dos dados dos pacientes e dos profissionais de
salde com o objetivo de adquirir informacdes referentes ao género, idade, fatores de risco,
sintomatologia, morbidades pré-existente, entre outras, apds assinar 0 Termo de

Consentimento Livre Esclarecido (TCLE).

3. 7. Limitacgdes do estudo

Dentre as limitaces do estudo, destaca-se o fato das amostras SNF e saliva serem
coletas nos servicos, onde as mesmas podem sofrer modificacdo na forma de coletar e
alteracdo durante seu acondicionamento, o qual pode influenciar no resultado final do exame,
principalmente em amostras com baixa carga viral. E importante lembrar, que antes do inicio
do estudo, o pesquisador e os demais individuos envolvidos na pesquisa, realizaram um

treinamento em relacéo a coleta, transporte e armazenamento das amostras até anélise final.

3. 8. Coleta das amostras

As amostras de secre¢des nasofaringes foram coletadas no periodo de 01/08 a 30/11/

2021 pelos profissionais da enfermagem do HULW-UFPB devidamente treinados com a
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utilizacdo de Swabs (Swab Rayon). Inicialmente, os profissionais responsaveis pela coleta,
solicitaram que os individuos posicionassem a cabega para trds com objetivo de facilitar a
entrada do Swab. O Swab foi inserido suavemente com rotacéo na cavidade nasal (cerca de 5
cm) dos participantes até encontrar parede posterior da nasofaringe. O procedimento foi
realizado nas duas narinas. Em seguida, o Swab ja com as células da mucosa nasal, foi
removido das narinas, é cuidadosamente introduzido em um tubo c6nico de 15 mL contendo
3mL de meio de transporte viral.

As amostras de saliva foram obtidas ap6s a coleta SNF, pelos proprios participantes,
sem supervisao profissional, a menos que os participantes estivessem intubados ou de outra
forma incapaz de coletar sua propria amostra. Antes da coleta, os participantes foram
orientados a juntar salivar por 30 segundos e, em seguida, cuspir suavemente em um tubo
falcon de 50 mL fechado, estéril e sem nenhum meio de transporte até completa 2 mL de
amostra de saliva. Por fim, o recipiente foi fechado e higienizado na sua parte externa com
alcool 70%. No total, foram coletas 365 amostras SNF e saliva. Apo6s a coleta, ambas as
amostras foram armazenadas em um caixa térmica a 4 °C e encaminhadas para LAVIMAP. A

Figura 7 mostra os recipientes de coletas utilizados nas amostras SNF e saliva.

Figura 7 — (a) Amostra SNF. (b) Amostra de saliva.

Fonte: Préprio autor, 2022.

3. 9. Isolamento das amostras

O isolamento de ambas as amostras foi realizado em uma sala de pressdo negativa,
utilizando uma cabine de biosseguranga classe 1l A2 do modelo Becnermed™ (Figura 8).
Inicialmente, o Swab contendo secre¢fes nasofaringes foi agitado em vortex para liberacdo
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das células no meio e removido cuidadosamente pela parede do tubo falcon 3 mL em giros,
com o0 objetivo de preservar os componentes das amostras. Por fim, as amostras SNF foram
transferidas do tubo conico de 15 mL para um criotubo 2 mL de forma manual. As amostras
de saliva foram transferidas do tubo falcon 50 mL para um criotubo 2 mL utilizando uma
micropipeta monocanal 1.000 pL de volume variavel. O motivo da utilizagdo da micropipeta
de escala tdo alta foi para evitar a aderéncia da saliva na ponteira pela alta viscosidade de
algumas amostras salivares. A Figura 9 mostra o processo de isolamento de ambas as

amostras SNF e saliva.

Figura 8 — Isolamento das amostras em cabine de biosseguranga classe 11 A2 do modelo
Becnermed™,

Fonte: Proprio autor, 2022.

Figura 9 — (a) Isolamento das amostras SNF. (b) Isolamento das amostras de saliva.

Fonte: Préprio autor, 2022.
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3. 10. Extracéo das amostras

A extracdo das amostras SNF e saliva foram realizadas utilizando kits de extracéo
RNA e DNA viral (MVXA-PO16FAST) Loccus™, Em uma placa de 96 pogos fundos
(deepwell), foram adicionados em cada po¢co 5 pL de Proteinase K, 10 pL do controle
interno (IC) e 100 pL de amostras SNF. As amostras de saliva foram adicionadas em outra
placa contendo a mesma quantidade de amostra, Proteinase K e controle interno. Em seguida,
as placas foram inseridas no extrator e purificador de DNA e RNA viral (MVXA-P016 ¢
FAST) Extracta 32 Loccus™ por 27mn (Figura 10). O processo de extragdo Loccus envolve
quatro etapas: lise da amostra, ligagdo ao acido nucleico, lavagem e eluigdo. Todas as etapas
de extracdo foram realizadas de acordo com as instruc6es do fabricante por aproximadamente
1h. Ao final das etapas, as placas contendo os acidos nucléicos purificados foram submetidas

a testes de concentracao e purificagéo.

Figura 10 — (a) Extrator e purificador de DNA e RNA viral (MVXA-P016 e FAST) Extracta 32
Loccus™, (b) Preparo das amostras e reagentes para extracao.

Fonte: Proprio autor, 2022.

3. 11. Avaliacéo da concentracgéo e pureza das amostras

As amostras extraidas foram quantificadas no equipamento NanoDrop Lite
Spectrophotometer da Thermo Scientific™ (Figura 11), a fim de averiguar a concentracéo do
RNA usando a medi¢cdo A260 nm e o grau de pureza na propog¢ao A260/A280. No aparelho
foi adicionado 1 pL do RNA purificado das amostras SNF e saliva. Os valores entre 1,8 e 2,2
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indicam pureza adequada no processo de extracdo das amostras, enquanto valores inferiores a
1,8 podem significar presenca de proteinas ou outros contaminantes.

Figura 11 — (a) NanoDrop Lite Spectrophotometer da Thermo Scientific™. (b) Tela de medicéo de
amostra.
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3. 12. Preparo da placa para amplificagdo (master mix)

O preparo do master mix foi realizado em equipamento de DNA Workstation da
Loccus™ (Figura 12) utilizando o kit de deteccdo Bio-Manguinhos™. Em uma placa de 96
pocos, foi adicionado em cada poco 7,8 uL de Mistura de PCR (agua livre de RNAse, tampéo,
enzima e dntp), 2,2 pL de Mix E/ RP (primers e sonda) e 5,0 uL de RNAvV (SARS-CoV-2).

Figura 12 - Equipamento de DNA Workstation do modelo Loccus™.
\ | B

-1

Fonte: Préprio autor, 2022.
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3. 13. Método RT-gPCR para identificacdo do SARS-CoV-2

A identificacdo do SARS-CoV-2 foi realizada em um equipamento de RT-qPCR do
modelo Quanstudio™ 3 (Thermo Scientific™, Waltham, MA, EUA) (Figura 13). Na deteccao
foram utilizadas amostras controle positivas do respectivo gene em plasmideo sintético. As

condigdes dos ciclos foram determinadas segundo o Quadro 2.

Quadro 2. Condicdes de ciclo para SARS-CoV-2 em RT-gPCR modelo Quanstudio™,

Passos Ciclos  Temperatura Tempo
Transcrigéo reversa 1 45°C 15 min
Inativacdo da transcriptase reversa e atividade da 1 95°C 02 min

DNA polimerase

Desnaturagéo 40 95°C 15 seg

Extenséo 40 58°C 30 seg

Fonte: Cipitelli, et al. 2020, com modificagé&o.

Figura 13 - Equipamento de RT-qPCR do modelo Quanstudio™ 3.

Fonte: Préprio autor, 2022.

3. 14. Kit molecular utilizado para RT-gPCR

Para a analise das amostras utilizou-se o kit molecular para SARS-CoV-2 da Bio-

Manguinhos™, que se baseia na tecnologia de RT-gPCR e é indicado para processamento de
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amostras clinicas, previamente submetidas a etapa de extracdo de acido nucleicos, conforme o

esquema da Figura 14.

Figura 14 — Esquema teste kit Bio-Manguinhos.
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Fonte: Kit Bio-Manguinhos.

3. 15. Detecgéo dos resultados

Para deteccdo dos resultados utilizou-se os critérios de aceitacdo do controle positivo
e negativo, de acordo com valor Ct das amostras indicado pelo fabricante conforme a Tabela
1. O valor Ct corresponde ao numero de ciclos da RT-gPCR necessario para o inicio da
amplificacdo, ou seja, 0 momento em que a fluorescéncia emitida ultrapassa a linha do limite.
Dessa forma, o valor Ct tem relacdo inversamente proporcional a qualidade de sequéncia alvo

presente na amostra.

Tabela 1 — Pardmetros para deteccdo do RNA por RT-gPCR.

CONTROLE | CT RESULTADOS
NEGATIVO | Néo detectavel | Rotina valida
Ct<40 Rotina invalida
Repetir o teste, possivel contaminacao.
POSITIVO Ct<37 Rotina valida
Rotina invalida
Ct> 37 Repetir o teste, possivel perda de amostra e/ ou
problema durante a preparagdo das misturas de RT-PCR

Fonte: Kit Bio-Manguinhos.
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Utilizando os protocolos do kit Bio-Manguinhos, um valor Ct menor ou igual a 37,

teste detectavel (positivo). Valor Ct maior que 37, teste ndo detectavel (negativo).
Para verificacdo do controle o resultado por RT-gPCR ¢ indicado na presenca da curva
de amplificacdo em amostras positivas, que apresenta a tendéncia de fluorescéncia
relativamente aumentada, diferentemente de auséncia quando encontrada em amostras

negativa (Figura 15).

Figura 15 — Curva de amplificacdo aumentada em amostras positivas e auséncia em amostras
negativas.

Positive

Fluorescence

Negative

Copies per reaction (Ct)

Fonte: Azzi, et al. 2021, com modificacéo.

3. 16. Analise estatistica

Foi utilizado o Microsoft Excel 2016 para todas as analises estatisticas. O numero de
ciclo do ensaio por RT-gPCR de acordo com os métodos de amostragem foi comparado
usando o teste t de amostra pareada. A concordéncia entre os dois métodos foi avaliada com o
teste Kappa (0-0,2 = pobre, 0,21-04 = regular, 0,41-0,6 = moderado, 0,61-0,8 = substancial,

0,81-1 = quase perfeito), onde 1 é a concordancia perfeita.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 365 participantes distribuidos em dois grupos, a saber pacientes do
circuito cirdrgico (G1) que posteriormente foram submetidos a procedimentos cirdrgico e
profissionais de satde (G2) expostos as infecgdes pela Covid-19, forneceram amostras Swab
nasofaringes e saliva para analise.

As amostras chegaram ao laboratério (LAVIMAP) no intervalo de uma hora apés a
coleta, sendo transportada em caixa isotérmica. O volume de saliva produzido pela maioria
dos participantes foi de 2 mL. Dos 365 participantes, 45 (12,3%) apresentaram deteccao viral
para SARS-CoV-2 por RT-gPCR em gene alvo E, sendo 21 (46,7%) em ambas as amostras
SNF e saliva, 14 (31,1%) apenas em SNF e 10 (22,2%) apenas em saliva, conforme a Tabela
2.

Tabela 2 - Deteccdo de SARS-CoV-2 em amostras SNF e saliva (n =45).

DETECCAO VIRAL EM GENE ALVO E
Amostras - -
SNF, n (%) Saliva, n (%) SNF + Saliva, n (%)
Gl 4 (28,6%) 4 (40%) 10 (47,6%)
G2 10 (71,4%) 6 (60,0%) 11 (52,4%)
Total 14 (100%) 10 (100%) 21 (100%)

No que concerne a faixa etaria, 0 estudo aponta que a idade média mais acometida
entre os 45 participantes com detec¢do viral para SARS-CoV-2 foi a quarta década de vida
(42 anos), sendo 13 (29%) do género masculino e 32 (71%) do género feminino, conforme os

Gréficos 1 e 2.

Gréfico 1 — Distribuicdo dos participantes por faixa etaria (n = 45).
16
14
12

10

O-IIII.-

10-20 21-30 31-40 41-50 51-60 61-70 71-80

oo

[e)]

N

N



41

Gréfico 2 — Distribuicdo dos participantes por género (n = 45).

B Masculino ® Feminino

Quanto aos dados epidemioldgicos, verificou-se que dentre os 45 participantes
detectaveis para SARS-CoV-2 18 (40,0%) foram sintométicos e 27 (60,0%) foram

assintomaticos. Destes, apenas 8 (18%) apresentaram comorbidade (Grafico 3 e 4).

Grafico 3 — Perfil dos participantes quanto a Gréfico 4 — Perfil dos participantes quanto a
sintomatologia (n = 45). comorbidade (n = 45).

B Sintomdaticos M Assintomaticos B Sem comorbidade  ® Com comorbidade

Os participantes sintomaticos apresentaram sintomas leves e moderados. Os sintomas
mais frequentes foram 14 (31,1%) cefaleia, 6 (13,3%) espirro, 10 (22,2%) coriza, 3 (6,7%)
febre, 4 (8,9%) diarreia, 12 (26,7%) tosse, 9 (20,0%) dor de garganta, 3 (6,7%) dispneia, 7
(15,6%) mialgia, 3 (6,7%) anosmia e 3 (6,7%) ageusia (Grafico 5). Dos casos ndo houve

relatos de hospitalizacdo ou intubacdo, bem como relato de 6bitos.
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Gréfico 5 — Distribuicdo em n (%) dos sintomas relatados pelos participantes sintomaticos (n =18).
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As comorbidades apresentadas foram 2 (25%) doencas respiratérias crénicas
descompensadas (D.R.C.D), 1 (12%) doencas renais crbnicas (D.R.C), 3 (37%) doencas
cardiacas cronicas (D.C.C), 1 (13%) diabetes e 1 (13%) obesidade (Gréfico 6).

Gréfico 6 — Distribuicdo de acordo com a comorbidade (n = 8).

ED.R.C.D ED.C.C mD.R.C. mDiabetes ®Obesidade
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Foi utilizado os valores medianos para avaliar a concentragdes e purezas das amostras

(n = 31) saliva e (n = 35) SNF detectaveis dos participantes. A concentracdo apresentou 28,6

— 7,6 médias, 0,9 — 0,3 valores minimos, 112 — 33,4 valores maximos e 30,4 — 8,38 +DP,

respectivamente. Enquanto a pureza apresentou 1,81 — 1,82 médias, 1,33 — 1,22, valores

minimos, 2,28 — 2,23 valores méximos e 0,3 — 0,25 +DP, respectivamente, como mostra na

Tabela 3.

Tabela 3 — Comparacgdo entre as concentracdes e pureza de amostras de saliva e SNF.

VARIAVEIS CONCENTRACAO PUREZA
Saliva (n = 31) SNF (n = 35) Saliva (n = 31) SNF (n = 35)
Média 28,6 7,6 1,81 1,82
Valor minimo 0,9 0,3 1,33 1,22
Valor minimo 112,3 33,4 2,28 2,26
DP 30,4 8,38 0,3 0,25

*Desvio padrédo

Foram utilizados graficos de dispersdo para analisar a relacdo entre as duas amostras

de acordo com as suas concentra(;(”)es. As amostras de saliva apresentaram aumento crescente

em escala vertical de concentragdo em relacdo as amostras SNF (Gréficos 7 e 8).

Graéfico 7 — Dispersdo das amostras de acordo

com a concentracao da saliva.
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Gréfico 8 — Dispersao das amostras de acordo

com a concentracdo do SNF.
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Usando amostras SNF como referéncia do padrdo ouro, a sensibilidade e
especificidade da saliva foram de 60,% e 97%, respectivamente. O VPP e VPN foram de 68%
e 96%, respectivamente. A acuracia foi de 93% e o coeficiente Kappa foi de 0,596 (1.C 95%
0441-0,752) (Quadro 3).

Quadro 3 — Resultado da analise estatistica do método de amostragem de saliva (n = 45).

Propriedades Amostra de saliva (%)
Sensibilidade 60,0
Especificidade 97,0
VPP* 68,0
VPN** 96,0
Acuracia 93,0

*Valor Preditivo Positivo ** Valor Preditivo Negativo

Utilizou-se um comparativo para avaliar o valor Ct de um Unico participante com
positividade em ambas as amostras saliva e SNF. O resultado obteve amplificacdo do gene E,
seguido por confirmacao do RP (controle interno). O valor Ct < 37 indicando a carga viral de
SARS-CoV-2 detectavel conforme visualizado na ilustracdo esquematica com a curva de
amplificacdo em escala logaritmica por tendéncia de fluorescéncia relativamente aumentada

na Figura 16.

Figura 16 - (a) Amostra de saliva. (b) Amostra de SNF.
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Entre os 21 participantes com amostras positivas pareadas, os valores medianos do
Ct para alvo do gene E foram 29,9 em amostras de SNF e 31,2 para amostras de saliva
(Grafico 9).
Gréfico 9 - Valores de limiar de ciclos (Ct) por RT-qPCR para gene alvo E em participantes com
amostras positivas pareadas.
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Os resultados deste estudo sugerem que as amostras de saliva sdo semelhantes em
comparagdo com as amostras de SNF, sendo sensivel e especifico para ser usado no
diagnostico da Covid-19.

Desde 2004, as amostras de saliva vém demostrando resultados confiaveis para
deteccdo e diagnostico do Coronavirus (SARS-CoV) (AZZI, et al., 2020). Em um ambiente
de saide To et al. (2020) observou maior sensibilidade em amostras de saliva ao compara
com amostras de SNF. Da mesma forma Wyllie et al. (2020) e Rao et al. (2020)
demonstraram maior sensibilidade em amostras saliva. Por outro lado, Jamal et al. (2020)
relataram menor sensibilidade em amostras de saliva em comparacdo amostras SNF. Nesse
estudo, a sensibilidade e especificidade utilizando a RT-qPCR para detec¢édo de SARS-CoV-2
na saliva foram de 60,0% e 97%, respectivamente. Essa divergéncia entre os estudos é
possivelmente devida as técnicas de amostragem utilizadas, kits de deteccdo diferentes e
populacéo de estudo avaliada.

Especulamos que a reducdo na sensibilidade em amostras de saliva pode estar
relacionada com precisdo da pipetagem em volumes de amostra na placa de extragdo para

acidos nucleicos. A saliva na maioria das vezes € viscosa, mesmo ap0s agitacdo intensa,
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resultando em resultados invalidos. Isso foi demonstrado por Sahajpa at al. (2021) com desvio
do valor Ct significativamente alto, sugerindo que a menor sensibilidade da saliva.

Para que uma amostra apresenta bons resultados no processo final de uma RT-qPCR
apos a extracdo, € importante avaliar o grau de pureza desse material. Nessa pesquisa, foi
utilizado um NanoDrop, afim de averiguar a concentrag@o e pureza das amostras SNF e saliva
como vimos anteriomente na Tabela 3 e 4. Foram encontrados valores medianos de pureza
1,81 ¢ 0,3 £ DP em saliva e 1,82 e 0,25 £ DP em SNF. A concentracdo 28,6 e 30,4 + DP em
saliva foram superiores para 7,6 e 8,38 + DP em relacdo as amostras SNF, indica um indice
maior de material genético em amostras de saliva.

Em investigagdes independente, Senok et al. (2020) e Vaz et al. (2020) comprovaram
uma alta taxa de concordancia de SARS-CoV-2 em amostras de saliva quando comparadas as
nasofaringes. Corroborando com os estudos, Azzi et al. (2020) e Yoon at al. (2020)
demonstraram alta concordancia da saliva em relacdo amostras SNF. Nesse estudo, a
concordancia de ambas as amostras SNF e saliva foram avaliadas pelo coeficiente Kappa
0,596, indicando concordancia moderada. Embora o valor Kappa seja menor em relacéo a
outros estudos, o tracado desse estudo foi concebido devido as dificuldades associadas a
amostragem e 0s riscos que ela representa. Isso causa uma diminuicdo da taxa de adeséo e
valor Kappa na andlise estatistica.

A literatura aponta que o diagnostico rapido e preciso é essencial no controle da
pandemia. Varias amostras clinicas, como nasofaringe, escarro, cerumen, sangue, fezes e
saliva foram avaliadas para deteccdo do SARS-CoV-2 (AZZI, et al., 2020; RAO, et al., 2020).
O uso da saliva no diagnéstico da Covid-19 representa assunto de pesquisa na atualidade
sobre tipos alternativos de amostras, bem como a amostra de escolha por varios laborat6rios
gue implementam programas de teste de alto volume (LEE, et al., 2021). Varias regides do
mundo, como Hong Kong, ja adotaram a saliva em seus protocolos de triagem em massa. A
razdo para escolha € devido a alta expressdo da ECA2 (receptor celular que se liga a proteina
S do SARS-CoV-2) expressas na mucosa oral e glandulas salivares (XU, et al., 2020; XU, et
al., 2020).

Em um estudo realizado por Liu et al. (2011) com macacos rhesus, mostraram que 0
epitélio dos ductos das glandulas salivares sdo alvos do SARS-CoV, especialmente no inicio
da infeccdo. Yoon at al. (2020) sugerem que o SARS-CoV-2 pode ser secretado pelas
glandulas salivares em vez da nasofaringe. A presenga de SARS-CoV-2 na saliva indica a
possibilidade de infeccdo na glandula. Para To et al. (2020) o SARS-CoV-2 pode ser

transmitido pela saliva de pacientes assintomaticos. Corroborando com estudos anteriores,
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Wyllie et al. (2020) mostram que o SARS-CoV-2 pode ser detectado na saliva de pacientes
assintomaticos em ambulatorios.

A saliva verdadeira é definida como um liquido claro e natural que se acumula na
boca. No entanto, a saliva dos pacientes pode ser confundida com a presenca de outras
amostras bioldgicas, como muco e sague, dificultando o processamento em laboratorio.
Estudos recentes utilizaram amostras de saliva puras para deteccdo do SARS-CoV-2 em
ambulatorios, os resultados foram positivos, principalmente em pacientes assintomaticos
(SENOK, et al., 2020).

Uma das maiores dificuldades em coleta amostras SNF e o consentimento dos
pacientes para realizacdo do exame. Os pacientes experimentam um grau de desconforto
durante a coleta, tornando-a menos aceitavel, principalmente pelas criancas e idosos
(JAMAL, et al., 2020; SENOK, et al., 2020). Entretanto, a coleta de amostra de saliva € mais
aceitdvel pelos pacientes, sem quaisquer procedimentos invasivos, de facil obtencéo,
independentemente das manifestacdes da doenca e fora do ambiente hospitalar ou centros de
salde especializados.

Nossos resultados foram comparaveis a estudos semelhantes que utilizaram amostras
de saliva pura para deteccdo de SARS-CoV-2, obtidos de uma populacdo de participantes
acompanhados em um Hospital Universitario. Em alguns estudos, 0s autores recomendaram
coleta as amostras imediatamente, ap6s individuo acordar, sem o consumo de alimentos
prévio ou escovacdo dos dentes (AZZI, et al., 2020; MCCORMICK-BAW, et al., 2020;
HANEGE, et al., 2021). Nesse estudo, a saliva foi auto-fornecida pelos préprios participantes
dentro do ambiente hospitalar sem nenhum tipo de restri¢éo.

Em estudos anteriores, as amostras de saliva foram obtidas por meio de dispositivos
especiais de coleta para melhorar a qualidade e a quantidade da saliva obtida (TO, et al., 2020;
SAHAJPA, et al., 2021). Sobretudo, esses dispositivos de coleta na maioria das vezes nao
estdo disponiveis ou sdo dificeis de obter em centros de assisténcia médica geral,
especialmente em paises com baixa renda. No presente estudo, os participantes foram
orientados a cuspir repetidamente em um tubo Falcon de 50 mL fechado, estéril e sem
nenhum meio de transporte usado rotineiramente no Hospital Universitario. Como ndo houve
a necessidade de nenhum dispositivo especial, 0 uso da saliva pode ser inserido como rotina
na pratica clinica da Covid-19 sem comprometer a qualidade da amostra, conforme ja
relatados em outros estudos.

Embora o exame RT-gPCR por coleta de amostra SNF seja o principal teste de coleta

em vigor no Brasil, devemos destacar custo do exame. Por exemplo, Justo et al. (2021) relata
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que esse tipo de coleta custa aproximadamente R$ 2,15, incluindo um Swab, um tubo e o
meio de transporte viral. Além disso, esse tipo de amostra exige o uso de EPI completo (toca,
respirador N95, protetor facial, capote e luvas) para os profissionais que véo realizar a coleta,
0 que pode representar uma pressdo adicional sobre os recursos do Sistema de Saude
(GUCLU, et al., 2020; VAZ, et al., 2020). A coleta da saliva ndo requer Swab, meio de
transporte viral e profissionais da saude especializados para coleta, a coleta é realizada pelo
préprio paciente, o que pode reduzir os custos da coleta pela metade. Nos estudos realizados
por Yoon at al. (2020), o tempo e custo associados a coleta de saliva foram de 2,26 vezes
menores do que amostras de SNF.

Além do custo, a saliva pode ser auto-fornecida pelos proprios pacientes, sem expor 0s
profissionais da salde durante a coleta. Sabe-se entdo, que os profissionais de salde sdo um
dos principais grupos mais exposto a SARS-CoV-2, portanto, estdo mais susceptiveis as
infeccOes causadas pela Covid-19. Estudos realizados por Justo et al. (2021), mostram que
aproximadamente 29% dos pacientes infectados por Covid-19 em Wuhan, China, eram
profissionais de satde. No dia 14 de fevereiro de 2020, a Comissdo Nacional de Saude da
China, relatou que um total de 1.716 profissionais de saude foi infectado pelo SARS-CoV-2
(GUCLU, et al., 2020). Assim, a auto-coleta da saliva manteria o distanciamento fisico e
minimizaria as chances de expor os profissionais de salde que estdo na linha de frente em

combate ao virus.
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5 CONCLUSAO

Nossos resultados demonstraram o potencial da saliva como um tipo alternativo de
amostra viavel no diagndéstico da Covid-19. Uma vez que o RNA viral é extraido em amostras
de saliva via RT-gPCR para deteccdo molecular do SARS-CoV-2 em ambientes comunitarios
sem a necessidade de meios invasivos, sendo assim, mais aceitavel pelos pacientes,
especialmente por criancas e idosos.

No que concerne a pureza e concentracdo das amostras extraidas ao utilizar valores
medianos, verificou-se que as amostras de saliva apresentou 1,81 e 0,3 £ DP pureza adequada
no processo de extracdo e 28,6 e 30,4 £ DP concentracdo superior em relacdo as amostras
Swab nasofaringes, indicando um indice maior de material genético.

Do numero total de amostras analisadas, 45 foram detectaveis para SARS-CoV-2
tendo como gene alvo E. O valor limiar de ciclos (Ct) para avaliagéo da carga viral de acordo
com o coeficiente Kappa foi de 0,596, indicando concordancia moderada em ambas as
amostras SNF e saliva.

A sensibilidade da saliva nesse estudo foi de 60%, relativamente menor em compragéo
com outros trabalhos mencionados. Esse valor pode esta associado ao erro de pipetagem das
amostras analisadas, uma vez que a mesma pode altera no resultado final do exame. Para isso,
é presciso a realizacdo de outros estudos que sejam mais especificos para entender o real
motivo dessa questao.

Por fim, concluimos que a auto-coleta da saliva pelos pacientes, eliminara o tempo de
espera, e, portanto, os resultados estardo disponiveis em um periodo de tempo mais réapido.
Isto é especialmente importante em ambientes clinicos movimentados, onde o numero de
pessoas disponiveis é limitado. Além de oferecer um menor custo e diminuicdo na exposicao

dos profissionais de saude que coletam amostras de individuos potencialmente infectados.
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CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
ESCOLA TECNICA DE SAUDE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de pesquisa: VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA E MOLECULAR PARA DETECGCAO DO
SARS-COV-2 (COVID-19) E OUTROS VIRUS RESPIRATORIOS NO ESTADO DA PARAIBA

Meu nome é Jodo Felipe Bezerra, sou Coordenador deste Projeto e estou convidando vocé para
participar do projeto de pesquisa que estou desenvolvendo em parceria com a equipe do
Laboratodrio Central de Satide Publica da Paraiba — LACEN/PB e Secretaria de Saude do Estado
da Paraiba. Esta pesquisa visa identificar os virus causadores de doencgas respiratdrias para
poder entender melhor a COVID-19, além de melhorar e adequar as politicas de vigilancia e o
diagndstico dos pacientes Para participar sera coletado 1swab de nasofaringe e 2mL de saliva
para identificacdo do agente viral. Além de vocé, outros pacientes também participardo deste
Projeto. Apds a realizagdo de todos os exames, o paciente podera ter acesso aos resultados no
GAL (Software de liberagdo de resultados de exames). Caso haja interesse de realizarmos futuras
pesquisas entraremos em contato com vocé, e somente com sua autorizagdo e aprovagdo dos
novos projetos no Comité de Etica em Pesquisa realizaremos os estudos.

Confidencialidade do estudo: Os registros de sua participagdo no estudo serdo mantidos
confidenciais. Eles serdo guardados e, somente os pesquisadores trabalhando com a pesquisa
terdo acesso. Cada pessoa participante recebera um nimero para ser utilizado na pesquisa. Se
qualquer relatério ou publicagdo resultar deste trabalho, sua identificagdo ndo sera revelada.

Dano decorrente da pesquisa: Em qualquer momento, se o paciente tiver algum problema de
saude decorrente da pesquisa, sera garantido atendimento médico na instituicdo.

Riscos inerentes da coleta: O risco a salide sera minimo, em fungdo do incomodo durante a
coleta de swab de nasofaringe. Riscos esses que serdo minimizados através de procedimentos
de coleta cuidadosos.

Ressarcimento de despesas: O pesquisador sera responsavel pelo ressarcimento de eventuais
despesas decorrentes da pesquisa.

Participacdo voluntaria: Sua participacdo neste estudo é totalmente voluntaria, podendo
recusar-se fazer parte do mesmo ou interromper se julgar conveniente, sem prejuizo para o
andamento do trabalho de pesquisa. Caso vocé tenha alguma duvida em relagdo a pesquisa vocé
pode entrar em contato com a Prof. Dr. Jodo Felipe Bezerra a qualquer hora do dia (telefone:
83 99113-2554)

"\, Péaginalde2
(rubrica do Participante/Responsavel legal) (rubrica do

Pesquisador)

58



Perguntas: Estimulamos que vocé faca perguntas a respeito da pesquisa. Se houver alguma
ddvida, entre em contato com a Prof. Dr. Jodo Felipe Bezerra pelo telefone 3216-7400/ (83)
99113-2554 ou na Escola Técnica de Saude, Conjunto Castelo Branco Ill, Jodo Pessoa-PB. Por
quaisquer motivo adequado, independente do seu consentimento, os membros da equipe de
pesquisa podem encerrar sua participagdo no estudo. O motivo sera explicado e poderd ser
devido a alguma alteragdo médica que pode coloca-lo em risco ou outras complicagdes se
continuar a participar, como também cancelamento do estudo pela coordenagdo caso o sujeito
ndo cumpra as orientagdes ou outras questdes administrativas.

Comité de ética: Este projeto foi avaliado pelo Comité de ética em pesquisa da UFPB (CEP).
Informagdes adicionais podem ser obtidas no CEP (Centro de Ciéncias da Saude - 12 andar /
Campus | / Cidade Universitaria CEP: 58.051-900 - Jodo Pessoa-PB ou pelo telefone 3216-7791
ou pelo e-mail: comitedeetica@ccs.ufpb.br).

Consentimento para participa¢do

Fui devidamente esclarecido (a) quanto aos objetivos da pesquisa, aos procedimentos
aos quais serei submetido (a). Foram garantidos esclarecimentos que eu venha a solicitar
durante o curso da pesquisa e o direito de desistir da participagdo a qualquer momento, sem
que minha desisténcia implique em qualquer prejuizo a minha pessoa ou a minha familia. A
minha participagdo na pesquisa ndo implicara em custos ou prejuizos adicionais, sejam eles de
carater econdmico, social, psicolégico ou moral. Foi-me garantido o anonimato, o sigilo dos
dados referentes a minha identificagdo e o compromisso de que serei contactado (a) para
avaliagdo de estudo futuro usando as amostras bioldgicas obtidas nesse instante.

O SIM, tenho interesse de receber as informacdes sobre os resultados ao final da pesquisa.
|:| NAO, tenho interesse de receber as informacdes sobre os resultados ao final da

pesquisa

Paciente

(polegar direito)

Responsavel Legal

Testemunha

Compromisso do pesquisador: Eu discuti as questoes acima com o (a) participante do presente
estudo ou com seus responsaveis legais. E minha convicgao que o paciente entende os riscos,
beneficios e obrigagdes relacionados com este projeto.

i -
of I SUr "J,‘/U/‘J-

N

Prof. Dr. Jodo Felipe Bezerra

4
"\, Péagina2de2
(rubrica do Participante/Responsavel legal) (rubrica do

Pesquisador)
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APENDICE B - TERMO DE COMPROMISSO DO PESQUISADOR

TERMO DE COMPROMISSO DO PESQUISADOR

Titulo do projeto: AVALIACAO MOLECULAR DA SALIVA COMO MEIO DE
DETECCAO DO SARS-COV-2,
Pesquisador responsidvel: FELIPE GONCALVES BEZERRA
Instituigio: UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
Telefone para contato:
Local da coleta de dados:
Eu,'@fsc_/ /);;noc,,@cs‘ %gnno._ , pesquisador (a) responsavel pela
pesquisa acima identificada, dcclarlo que conhcqg cumprirei as normas vigentes expressas na

Resolugio N° 510/2016 do Conselho Nacional de Saide/Ministério da Satide, e assumo,

neste termo o0 compromisso de:

Somente iniciar a pesquisa apos sua aprovagio junto ao Comité de Etica em Pesquisa através
da Plataforma Brasil e, nos casos assim previstos na Resolugdo CNS/MS 510/2016.

. Caso a pesquisa seja interrompida, informar tal fato ao CEP/CCS/UFPB, de forma justificada.
. Na ocorréncia de evento adverso grave comunicar imediatamente ao CEP/CCS/UFPB., bem
como prestar todas as informagdes que me forem solicitadas.

. Ao utilizar dados e/ou informagdes coletados no (s) prontudrios do(s) sujeito(s) da pesquisa, ou
material biol6gico estocado, assegurar a confidencialidade e a privacidade dos mesmos.

. Destinar os dados coletados somente para o projeto ao qual se vinculam. Todo e qualquer outro
uso devera ser objeto de um novo projeto de pesquisa que devera ser submetido a aprecia¢do
do Comité de Etica em Pesquisa.

. Apresentar relatorio final, sobre o desenvolvimento da pesquisa ao CEP/CCS/UFPB.

Jodo Pessoa, 07 de abril de 2021.

\_—
Pesquisador Responsavel
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ANEXOS

ANEXO A - PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

CENTRO DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE Qm“a mo
FEDERAL DA PARAIBA - asil
CCS/UFPB

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: VIGILANCIA EPIDEMIOLOQICA E MOLECULAR PARA DETECGAO DE SARS-COV-2
(COVID-19) E OUTROS VIRUS RESPIRATORIOS NAS MACROREGIONAIS DO
ESTADO DA PARAIBA

Pesquisador: JOAO FELIPE BEZERRA

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 40402820.4.0000.5188

Instituigdo Proponente: ESCOLA TECNICA DE SAUDE DA UFPB
Patrocinador Principal: Universidade Federal da Paraiba

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.635.642

Apresentacao do Projeto:

Supondo que existe associagdo entre as caracteristicas no genoma viral e as alteragdes na
expressdogénica causadas pelo SARS-CoV-2 com os desfechos de casos graves, moderados eleves no
Estado daParaiba, a pesquisa se propde a realizar analise epidemiolégica e molecular com a genémica viral
e transcriptémica na detecg¢do de SARS-Cov-2 eoutros virus respiratérios no estado da
Paraibacorrelacionando a incidencia da doenga com os diversos desfechos observados e observara
também outrosvirus

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar a incidéncia da doenca a partir da analise epidemiolégica e molecular com a genémica viral e
transcriptémica na detec¢cdo de SARS-Cov-2 e outros virus respiratérios no estado da Paraiba.
Objetivasecundariamente Identificar o perfil epidemiolégico dos individuos com a SARS-COV-2; Realizar
orastreamento dos profissionais de saude envolvidos com aassisténcia do SARS-COV-2; Investigar
Investigar o perfil

dos profissionais de saude diagnosticados com o COVID-19 em fungcdo de exposi¢cdo no
ambientedetrabalho; Levantar a efetividade da detecgdo rapida através da saliva do SARS-COV-2 e

Endereco: UNIVERSITARIO S/N

Bairro: CASTELO BRANCO CEP: 58.051-900
UF: PB Municipio: JOAO PESSOA
Telefone: (83)3216-7791 Fax: (83)3216-7791 E-mail: comitedeetica@ccs.ufpb.br
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Continuacéo do Parecer: 4.635.642

outros virusrespiratérios; Identificar o perfil deexpresséo génica entre pacientes com o SARS-CoV-2 e
controles nabusca pelo entendimento da fisiopatologia e de biomarcadores para futurostratamentos;
Produzir ferramentadigital para rastreamento dos profissionais de saude; Sequenciar o genoma viral do
SARS-CoV-2 e correlacionarcom os perfis de expressao génica e

variaveis clinicas. Comparar diferentes protocolos de extragdo de RNA viral para otimizar custo e tempo do
processo; Verificar a sensibilidade de diferentes ensaios de detecgdo do RT-PCR em tempo real,utilizando
marcadores génicos distintos; Verificar a sensibilidade de testes rapidos de antigenos para detecgéo do
SARS-COV-2; Verificar a sensibilidade de testes rapidos de IgM e IgG

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

O projeto refere que pode ocorrer constrangimento ou desconforto em responder os questionarios. Esse
risco sera minimizado ao ser reforcadoque todos os resultados dos procedimentos aplicados séo
confidenciais e serdo divulgados apenas em meio cientifico sem identificacdo do sujeitodo estudo. Pode
ocorrer também algum incomodo durante o processo de coleta de amostras. Beneficios: proporcionar
conhecimento e identificagdo da epidemiologia acerca do SARS-COV-2 (Covid 19), contribuir com o
diagndstico e o entendimento do mecanismo da doenga

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Viavel e de impacto

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Apresentadps em conformidade com a resolucao 466/12

Recomendagoées:

vide conclusoes

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

A pesquisa pode ser iniciada

Consideragées Finais a critério do CEP:

Certifico que o Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da
Paraiba — CEP/CCS aprovou a execuc¢do do referido projeto de pesquisa. Outrossim, informo que a
autorizagdo para posterior publicagdo fica condicionada a submisséo do Relatério Final na Plataforma Brasil,
via Notificacdo, para fins de apreciagdo e aprovagao por este egrégio Comité.
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

oot

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 06/03/2021 Aceito
do Projeto ROJETO_1655765.pdf 20:33:55
Cronograma CRONOGRAMA_PROJETO_COVID.pdf| 06/03/2021 |JOAO FELIPE Aceito
20:30:31 | BEZERRA

TCLE / Termos de | TCLE_Responsaveis_Projeto_COVID.p | 06/03/2021 |JOAO FELIPE Aceito

Assentimento / df 20:30:10 |BEZERRA

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLE_Projeto_COVID.pdf 06/03/2021 |JOAO FELIPE Aceito

Assentimento / 20:25:09 |BEZERRA

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TALE_Projeto_COVID.pdf 06/03/2021 |JOAO FELIPE Aceito

Assentimento / 20:24:59 |BEZERRA

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / | Projeto_ COVID_ETS.docx 07/01/2021 | JOAO FELIPE Aceito

Brochura 13:41:48 |BEZERRA

Investigador

Folha de Rosto Folha_rosto_final.pdf 07/01/2021 |JOAO FELIPE Aceito
12:12:23 |BEZERRA

QOutros AnuenciaSES.pdf 30/11/2020 |Eliane Marques Aceito
11:16:05 | Duarte de Sousa

QOutros HUUFPB.pdf 30/11/2020 |Eliane Marques Aceito
11:13:10 [ Duarte de Sousa

Outros HUJBUFCG.pdf 30/11/2020 |Eliane Marques Aceito
11:12:54 [Duarte de Sousa

Outros CARTAANUENCIAADRIANAUFRN.pdf | 30/11/2020 |Eliane Marques Aceito
11:12:08 | Duarte de Sousa

QOutros AnuenciaLACEN.pdf 30/11/2020 |Eliane Marques Aceito
11:11:23 | Duarte de Sousa

QOutros CartaAnuenciaUSP.pdf 30/11/2020 |Eliane Marques Aceito
11:08:14 | Duarte de Sousa

Orgamento ORCAMENTO_PROJETO_COVID.pdf 24/11/2020 |JOAO FELIPE Aceito
16:46:12 [BEZERRA

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Néo

Endereco:

UF: PB

Telefone: (83)3216-7791

UNIVERSITARIO S/N
Bairro: CASTELO BRANCO
Municipio: JOAO PESSOA

CEP: 58.051-900

Fax: (83)3216-7791 E-mail:

comitedeetica@ccs.ufpb.br
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ANEXO B - FICHA DE INVESTIGACAO DE SINDROME GRIPAL SUSPEITO DE
DOENCA PELO CORONAVIRUS 2019

Ne

e-SUS Notifica —05/10/2020

FICHA DE INVESTIGAGAO DE SG SUSPEITO DE DOENGA PELO CORONAVIRUS 2019 — COVID-19 (B34.2)
Defini¢do de caso: Individuo com quadro respiratério agudo, caracterizado por pelo menos dois (2) dos seguintes sinais e sintomas: febre (mesmo que referida),
calafrios, dor de garganta, dor de cabega, tosse, coriza, disttrbios olfativos ou disturbios gustativos.
Em criangas: além dos itens anteriores considera-se também obstrugdo nasal, na auséncia de outro diagnostico especifico.
Em idosos: deve-se considerar também critérios especificos de agravamento como sincope, confusdo mental, sonoléncia excessiva, irritabilidade e inapeténcia.
Observagdo: Na suspeita de COVID-19, a febre pode estar ausente e sintomas gastrointestinais (diarreia) podem estar presentes.
UF de notificagdo: | Municipio de Notificagdo:

Tem CPF? (Marcarx) | Estrangeiro: (Marcarx) | Profissional de saude (marcar x) | Profissional de seguranga (marcar x)

|__|Sim|__[Ndo | |__|Sim]|__|N3o |__| Sim|__|N&o |__| Sim|__|N3o
CBO: lepr: _1__|__J__I_1_1__1_I_]_|__
CNS: |||
Nome Completo:
(] =
'S, | Nome Completo da Mae:
< - = -
g | Data de nascimento: | | ] Pais de origem:
§ Sexo: (Marcar X) Raga/COR: (Marcar X) Passaporte:
E | __|Masculino |__|Branca |___|Preta |__|Amarela |__|Parda S T D D P I
|___|Feminino |__|Indigena - Etnia: |__|lgnorado
CEP: | | | [ -_|_|__
Estado de residéncia: |__|__| | Municipio de Residéncia:
Logradouro: ] Ndmero: ] Bairro:
Complemento:
Telefone Celular: Telefone de contato:
Data da Notificagdo: | | Data do inicio dos sintomas: | |
Sintomas: (Marcar x)
|__|Assintomatico |__|Febre |__|Dor de Garganta | __| Dispneia |__|Tosse |__| Coriza
|__|Dor de Cabega |__|Disturbios gustatérios |__ | Distlrbios olfativos |__ |Outros
Condigdes: (Marcar x)
|__| Doengas respiratdrias cronicas descompensadas |__| Diabetes |__| Obesidade
|__| Doengas renais crénicas em estagio avangado (graus 3,4 e 5) | __| Imunossupressado
. |__| Portador de doengas cromossémicas ou estado de fragilidade imunoldgica |__| Gestante
|__| Doengas cardiacas cronicas |__| Puérpera (até 45 dias do parto)
Estado do Teste: (Marcarx) | Tipo de Teste: (Marcar X)
|__|Solicitado |__|RT—PCR Data do Teste D -
= = oo ata do Teste (Sorologico):
|__|Coletado |__|Teste rapido —anticorpo | (PCR/Rapidos): | | ( gico)
|__|Concluido |__|Teste rapido — antigeno | | —_——
l__ I

| Exame N3o Solicitado | Testes sorolégico

DADOS CLINICOS EPIDEMIOLOGICOS

Teste Soroldgico: (Marcar x)

Resultado (PCR/Rapidos): (Marcar X) Resultado (IgA): (Marcar X)

|__|Negativo |_llgA |__|Reagente
|__|Positivo :—: :23 |_|Ndo Reagente

|__lInconclusivo ou Indeterminado |__|Inconclusivo ou Indeterminado

| ___|Anticorpos Totais

Resultado (Anticorpos Totais):

Resultado (IgG): (Marcar x) Resultado (IgM): (Marcar x) (Marcar X)
|_|§ﬁag;nte |_|zﬁag:nte | __|Reagente
|__IN&o Reagente ) | _|N&o Reagente . |__|N3o Reagente
|__|Inconclusivo ou Indeterminado |__|Inconclusivo ou Indeterminado

|___|Inconclusivo ou Indeterminado

Classificagao final: (Marcar X)

o ..

E | Evolugao do caso: (Marcar X) |__|Descartado

E |__|Cancelado I_IConf?rmado Cli’nfco Im.agem‘ o Data de

< | |__llgnorado |__|Internado |__| Confirmado Clinico-Epidemiolégico .

% | |_|Em tratamento domiciliar |__|Obito |_| Confirmado Por Critério Clinico encerramento:____|___ |
g |__|Internado em UTI |__|Cura | __| Confirmado Laboratorial

|__|Sindrome Gripal Ndo Especificada

InformagOes complementares e observagoes

e-SUS Notifica — 05/10/2020
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ANEXO C - ARTIGO CIENTIFICO: REVISAO NARRATIVA DE LITERATURA
SINDROME RESPIRATORIA AGUDA GRAVE E A COVID-19 (SARS-COV-2)

ARTIGO 11 - ORIGINAL

REVISAO NARRATIVA DE LITERATURA
SINDROME RESPIRATORIA AGUDA GRAVE E A
COVID-19 (SARS-COV-2)

Maria Soraya Pereira Franco Adriano’ https://orcid.org/0000-0001-7888-4430
Carmem Gabriela Gomes de Figueiredo'  https://orcid.org/0000-0003-2297-2305
Joao Felipe Bezerra®! https://orcid.org/0000-0002-9978-628X
Ronaldo Rodrigues Sarmento’ https://orcid.org/0000-0003-0054-7682
Ana Carolina Bernardes Dulgheroff! https://orcid.org/0000-0003-2126-8623
Maryanne Pereira Franco Adriano® https://orcid.org/0000-0003-2054-0840
Felipe Gongalves Bezerra' https://orcid.org/0000-0002-2795-9815
Betania Maria Pereira dos Santos’ https://orcid.org/0000-0002-7916-1995

Objetivo: Analisar a produgao cientifica acerca da atual pandemia do novo coronavirus, destacando aspectos referentes as caracteristicas
do virus, bem como a epidemiologia, o diagnostico e tratamento da COVID-19 no intuito de fomecer informagoes aos profissionais de salide
e a comunidade cientifica. Método: Revisao narrativa, com busca nas bases de dados Scielo, Medline, Lilacs e Pubmed, referente ao periodo
de fevereiro a maio de 2020, utilizando os descritores: “infecgdes por coronavirus” or “coronavirus infections’, “COVID-19", “betacoronavirus’,
“Sindrome Respiratoria Aguda Grave’, "SARS-Cov-2", "diagnostico’, “diagnosis”. Resultados: Foram evidenciadas trés categorias tematicas:
aspectos referentes ao virus: a epidemiologia e a clinica da doenga: e aspectos do diagndstico e tratamento. Conclusao: O Coronavirus sofreu
mutagoes desde o inicio da pandemia, mas nao se sabe se estas mutagoes afetaram seu poder de infecciosidade. Em diferentes partes do
mundo a epidemiologia da COVID-19 foi diferente. Com relagao ao tratamento, a droga que tem se mostrado mais promissora até o momento
€ oremdesivir. Sem uma vacina eficaz, a maior arma que dispomos é o isolamento social

Descritores: COVID-19: Sindrome Respiratoria Aquda Grave: SARS-CoV-2.

SEVERE ACUTE RESPIRATORY SYNDROME AND COVID-19 (SARS-COV-2)

Objective: To analyze a scientific production on the current pandemic of new coronaviruses, highlighting aspects related to virus resources,
as well as the epidemiology, diagnosis and treatment of COVID-1? in order to provide information to health professionals and the scientific
community. Method: Narrative review, searching the Scielo, Medline, Lilacs and Pubmed databases, for the period from February to May 2020,
using the keywords: “coronavirus infections” or “coronavirus infections’, “COVID-19", "“Betacoronavirus”, “Severe Acute Respiratory Syndrome’,
"SARS-Cov-2', "diagnosis”, “diagnosis”. Results: Three thematic categories were highlighted: aspects related to the virus: an epidemiology and
disease clinic: and aspects of diagnosis and treatment. Conclusion: The Coronavirus has mutated since the beginning of the pandemic, but
itis not known whether these mutations have affected its infectiousness. In different parts of the world the epidemiology of COVID-19 was
different. Regarding treatment, a drug that has been shown to be more promising until recovery is needed. Without an effective vaccine, the
biggest weapon that affects social isolation.

Descriptors: COVID-19: Severe Acute Respiratory Syndrome: SARS-CoV-2.

SINDROME RESPIRATORIO AGUDO GRAVEY COVID-19 (SARS-COV-2)

Objetivo: analizar una produccion cientifica sobre la pandemia actual de nuevos coronavirus, destacando aspectos relacionados con los recur-
sos delvirus, asi como la epidemiologia, diagnosticoy tratamiento de COVID-19 para proporcionar informacion a los profesionales de la salud y
lacomunidad cientifica. Método: Revision narrativa, buscando en las bases de datos Scielo, Medline, Lilacs y Pubmed, para el periodo de febrero
amayo de 2020, utilizando los descriptores: “infecciones por coronavirus” o “infecciones por coronavirus’, “COVID-19", “Betacoronavirus’, “Sin-
drome respiratorio agudo severo’, “SARS-Cov-2’, “diagnostico’, "diagnostico”. Resultados: se destacaron tres categorias tematicas: aspectos
relacionados con el virus: una clinica de epidemiologia y enfermedad: y aspectos de diagnéstico y tratamiento. Conclusién: el coronavirus ha
mutado desde el comienzo de la pandemia, pero no se sabe si estas mutaciones han afectado su infecciosidad. En diferentes partes del mundo,
la epidemiologia de COVID-19 fue diferente. Con respecto al tratamiento, un medicamento que ha demostrado ser mas prometedor hasta que
se necesita recuperacion. Sin una vacuna efectiva, el arma mas grande que afecta el aislamiento social.

Descriptores: COVID-19: Sindrome Respiratorio Agudo Grave: SARS-CoV-2.

‘Universidade Federal da Paraiba, PB
¢ Centro Universitario de Joao Pessoa, PB

Autor Correspondente: Maria Soraya Pereira Franco Adriano E-mail: msorayapf@hotmail.com
Recebido:10/5/20 Aceito: 30/5/20
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REVISAO NARRATIVA DE LITERATURA SINDROME RESPIRATORIA AGUDA GRAVE EA COVID-19 (SARS-COV-2)
Maria Soraya Pereira Franco Adriano Carmem Gabriela Gomes de Figueiredo, Jo3o Felipe Bezerra, Ronaldo Rodrigues Sarmento,
AnaCarolina Bernardes Dulgheroff, Maryanne Pereira Franco Adriano, Felipe Gongalves Bezerra, Beténia Maria Pereira dos Santos

INTRODUGAO

As infecgbes respiratorias sao as doengas mais fre-
quentes em humanos e sua abordagem é relevante de-
vido a alta incidéncia e prevaléncia, inclusive com surtos
epidémicos. A Organizagao Mundial da Satde (OMS) declarou,
em 30 de janeiro de 2020, que o surto da doenga causada
pelo novo coronavirus, chamada de COVID-19, constitui uma
emergéncia de Saude Publica de Importancia Internacional.
Em 11 de margo de 2020, a COVID-19 foi caracterizada pela
OMS como uma pandemia’.

O novo coronavirus, denominado (SARS-CoV-2), foi iden-
tificado em dezembro de 2019, na cidade de Wuhan, China,
onde os casos foram confirmados pela primeira vez. Trata-se
de uma nova cepa de coronavirus que, até entao, nao havia
sido identificada em seres humanos®.

Desde que o virus surgiu no mercado de frutos do mar,
no final do ano passado o numero de infectados aumentou
dramaticamente®. A transmissao entre humanos do virus foi
confirmada* tendo sido detectado em amostras de lavado
bronco-alveolar®, escarro®, saliva’, garganta® e swabs de na-
sofaringe’.

Por ser tratar de um virus novo e causar uma doenca
nova e pandémica, este trabalho objetivou analisar a produ-
cao cientifica acerca da atual pandemia do novo coronavirus,
destacando aspectos referentes as caracteristicas do virus, a
epidemiologia, ao diagndstico e ao tratamento da COVID-19

no intuito de fornecer informagoes aos profissionais de saude

ARTIGO

e a comunidade cientifica.

METODO
Tipo de estudo
O presente estudo € uma revisao narrativa’.

Coleta dos dados

O levantamento dos trabalhos foi feito de maneira nao
sistematica, através de pesquisas nas bases de dados cienti-
ficas Scielo, Medline, Lilacs, Pubmed, no periodo de janeiro a
maio de 2020. Os descritores utilizados para a busca foram:
infecgbes por coronavirus (coronavirus infections), covid-19,
betacoronavirus, Sindrome Respiratéria Aguda Grave (Seve-
re Acute Respiratory Syndrome), diagndstico (diagnosis), no
titulo, resumo ou corpo do texto.

Analise dos dados

Encontrou-se 78 artigos nas bases de dados, utilizando
os descritores estabelecidos. Estes materiais foram lidos na
integra, categorizados e analisados criticamente. Foram sele-
cionados 51 trabalhos, dentre os quais dois tratam-se de bo-
letins epidemiologicos do CDC e do Ministério da Saude, para
atualizagao do namero de casos.

RESULTADOS

Os estudos foram apresentados sob a forma de quadros
quanto as tematicas: Caracteristicas do SARS-Cov-2; Epide-
miologia e clinica; Diagnostico e tratamento.

Quadro 1- Caracterizagao dos estudos que abordam as caracteristicas do SARS-Cov-2.

Identificagdo do Estudo Tipo de estudo Objetivos
Genomic characterisation and epidemiology of 2019 novel coronavirus: . i - .
implications for virus origins ang receptor binding artigo original g‘fg:s2?1?5‘;grﬁgzsioalszilclasﬁafllhoga?ﬁgca para deter
The Lancet. 2020; 395(10224)565-574 °
SARS-coronavirus replication is supported by a reticulovesicular network d = :
e ; : s i lemonstrar as alteragoes de membrana na célula
of modified eng lasmic reticulum artigo original hospedeira ocasionadas pela replicacdo viral

PLoS Biol. 2008;16:6(9): €226

The molecular biology of coronaviruses
Adv Virus Res. 2006: 66:193-292

artigo de revisao abordar a biologia molecular do virus

Molecular immune pathogenesis and diagnosis of COVID-19
Journal of Pharmaceutical Analysis. 2020; 10(2)102.8.

artigo de revisao abordar sobres aimunopatogénese

Dipeptidyl peptidase 4 is a functional receptor for the emerging human
coronavirus-EMC - Nature. 2013; 495(7440): 251-254

identificar a dipeptidil peptidase 4 (CD26) comoum

artigo original receptor funcional para hCoV-EMC

Receptor variation and susceptibility to Middle East respiratory syndrome
coronavirus infection -J Virol. 2014: 88(9): 4953-4961

avaliar aatividade do receptor DD4 naligagao e en-

artigo erigmal trada do virus na célula

Comparative tropism. replication kinetics. and cell damage profiling of
SARS-CoV-2 and SARS-CoV with implications for clinical manifestations.
transmissibility. and laboratory studies of COVID-19: an observational
study - The Lancet Microbe. 2020;1(1):e14-e23

investigar a susceptibilidade, cinética de replicagao
e dano celular causados pelo SARS-Cov-2 e com-
parar com SARS-Cov

artigo original

CD209L (L-SIGN)is a receptor for severe acute respiratory syndrome

testar o CD209L (L-SIGN) como receptor para

coronavirus - Proc Natl Acad Sci U S A. 2004: 101(44): 15748-53 artigo originat SARS-Cov
Identification of a novel coronavirus causing severe pneumonia in human: - st sequenciar e fazer analise filogenética para deter-
a descriptive study. - Chinese Med J. 2020: 133(9):1015-1024 artigo original minar a histéria evolucional do virus
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Quadro 2 - Caracterizagao dos estudos que abordam sobre a epidemiologia e clinica da COVID-19.

Identificagao do Estudo Tipo de estudo Objetivos
Coronavirus disease (COVID-19) Situa-
tion Report 109 boletim epidemiologico Mostrar o numero de casos

World Health Organization [WHQO]

Identifying Locations with Possible
Undetected Imported Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus
2 Cases by Using Importation Predic-
tions - Emerg Infect Dis. 2020; 26(7)

artigo original

Identificar locais que poderiam ter ca-
sos importados nao detectados

The Covid-19 epidemic - Trop Med Int
Health. 2020; 25(3): 278-280

editorial

Fornecer uma visao geral sobre a CO-
VID-19

Initial cluster of novel coronavirus
(2019-nCoV) infections in Wuhan, Chi-
nais consistent with substantial hu-
man-to-human transmission - J. Clin.
Med. 2020; 9(2): 488

editorial

Discutir sobre a transmissao entre hu-
manos e zoondtica

Anovel coronavirus from patients with
pneumonia in China, 2019 - N EnglJ
Med. 2020; 382(8): 727-733

artigo original

Identificar a fonte dos casos de pneu-

monia, descrever um novo coronavirus

detectado em pacientes com pneumo-
nia

Novel coronavirus pneumonia outbreak
in 2019: Computed tomographic find-
ings in two cases - Korean J. Radiol.
2020; 21(3): 365-368

relato de caso

relatar dois casos confirmados de
pneumonia 2019-nCoV com achados de
tomografia computadorizada de torax

The first 2019 novel coronavirus case in
Nepal - Lancet Infect. Dis. 2020; 20(3):
279-280

relato de caso

Relatar o primeiro caso em Nepal

Covid-19-Navigating the Uncharted
N Engl J Med. 2020; 382(13): 1268-1269

editorial

descrever os achados do estudo clinico
e epidemioldgico na cidade de Wuhan

Clinical Characteristics of Coronavirus
Disease 2019 in China - N EnglJ Med.
2020; 382(18): 1708-1720

artigo original

analisar caracteristicas clinicas de ca-
sos confirmados na China

Early Transmission Dynamics in Wuhan,
China, of Novel Coronavirus-Infect-
ed Pneumonia - N EnglJ Med. 2020;

382(13): 1199-1207

artigo original

analisar as caracteristicas clinicas e
epidemioldgicas dos primeiros 425 ca-
sos confirmados de Wuhan

Epidemiology of Covid-19 ina Long-
Term Care Facility in King County,

Realizar levantamento de casos

rti iginal
Washington - N EnglJ M. 2020; 382(21): artigo origina
2005-2011
Maximizing the Calm Before the Storm:
Tiered Surgical Response Plan for Nov- . ianei .
apresentar um planejamento para ma-
el Coronavirus (COVID-19) - Journal artigo original ; e P

of the American College of Surgeons.
2020; 230(6): 1080-1091

nejo
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Outbreak of a novel coronavirus

Nat Rev Microbiol. 2020; 18(3): 123

artigo de revisao

apresentar os casos durante o surto de
Wuhan

Clinical features of patients infected
with 2019 novel coronavirus in Wuhan,
China

Lancet. 2020; 395(10223): 497-506

artigo de reviséo

relatar caracteristicas clinicas, epide-
mioldgicas, laboratoriais, radiologicas e

tratamento

Updated understanding of the outbreak
of 2019 novel coronavirus (2019-nCoV)
in Wuhan, China

J. Med. Virol. 2020; 92(4):441-447

revisao

Realizar levantamento de casos

The extent of transmission of novel
coronavirus in wuhan, China, 2020

J. Clin. Med. 2020; 24:9(2): 330

editorial

Atualizar o numero de casos em Wuhan

The Novel Chinese Coronavirus (2019-
nCoV) Infections: challenges for fight-
ing the storm

Eur. J. Clin. Invest. 2020; 50(3): e13209

editorial

relatar as caracteristicas clinicas e epi-
demioldgicas

COVID-19 in Latin America: The impli-
cations of the first confirmed case in
Brazil

Travel Med Infect Dis. 2020; 101613

editorial

relata sobre o primeiro caso confirma-
do no Brasil

Painel Coronavirus

Ministério da Saude

boletim epidemiologico

mostrar niumero de casos

Clinical, laboratory and imaging fea-
tures of COVID-19: A systematic review
and meta-analysis

Travel Med Infect Dis. 2020; 34: 101623

revisao sistematica e meta analise

caracterizar os casos clinico e labora-
torialmente

Flattening the Curve for Incarcerated
Populations — Covid-19 in Jails and

aborda o SARS-Cov-2

Piigois artigo original em prisdes dos Estados
Unidos
NEJM Group. 2020; 382: 2075-2077
Peer-to-Peer Contact Tracing: A Priva-
cy-Preserving Smartphone app ; 5 desenvolver aplicativo para smartphone
artigo original

JIMIR Mhealth Uhealth. 2020; 8(4):
18936

que respeite a privacidade do usuario

First Case of 2019 Novel Coronavirus in
the United States

IntJ Antimicrob Agents. 2020;

55(3):105924

relato de caso

relatar sobre o primeiro caso detectado
nos Estados Unidos
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Quadro 3 - Caracterizagao dos trabalhos que abordam diagnostico e tratamento da COVID-19.

2020; 14(1):69-71

Identificagdo do Estudo Tipo de estudo Objetivo
Drug treatment options for the 2019-new corona-
virus (2019-nCoV) - BioScience Trends [Internet]. comunicado Descrever as opgoes de tratamento disponiveis

COVID-19: Immunology and treatment options -
Clin Immunol 2020; 215: 108448

artigo de revisao

aborda aspectos da imunologia e tratamento

Remdesivir and chloroquine effectively inhibit the
recently emerged novel coronavirus (2019-nCoV)
in vitro - Cell Res. 2020: 30(3): 269-271

carta ao editor

aborda os efeitos in vitro da cloroquina e remde-
sivir

Breakthrough: Chloroquine phosphate has shown
apparent efficacy in treatment of COVID-19
associated pneumonia in clinical studies - Biosci
Trends. 2020; 14(1): 72-73

carta ao editor

aborda sobre a eficacia da cloroquina no trata-
mento

Hydroxychloroquine and azithromycin as a
treatment of COVID-19: results of an open-label
non-randomized clinical trial - Int J Antimicrob
Agents. 2020:105949

artigo original

avaliar o papel da cloroquina na carga viral

No evidence of rapid antiviral clearance or clinical
benefit with the combination of hydroxychloro-
quine and azithromycin in patients with severe
COVID-19 infection - Med Mal Infect. 2020: 50(4):
384

carta ao editor

aborda sobre a ineficacia da cloroquina associada
aazitromicina nos casos graves

QOutcomes of Hydroxychloroquine usage in United
States veterans hospitalized with COVID-19 me-
dRceiv Server. 2020 apr

artigo original

avaliar a eficacia da cloroquina

Hydroxychloroquine or chloroguine with or with-
out amacrolide for treatment of COVID-19: a
multinational registry analysis - The Lancet 2020:
6736(20): 31180-31186

artigo original

Avaliar os efeitos da cloroquina ou hidroxicoloqui-
nacom ou sem a associagao com macrolideo no
tratamento de pacientes com a COVID-19

Chloroquine diphosphate in two different dosages
as adjunctive therapy of hospitalized patients with
severe respiratory syndrome in the context of
coronavirus (SARS-CoV-2) infection: Preliminary
safety results of a randomized, double-blinded.
phase IIb clinical trial (CloroCovid-19 Study)

medRxiv Preprint. 2020 apr

artigo original

avaliar a eficacia e seguranca da cloroquina em
duas dosagens

The antiviral compound remdesivir potently inhib-
its RNA-dependent RNA polymerase from Middle
East respiratory syndrome coronavirus

J Biol Chem. 2020: 295(15): 4773-4779

artigo original

avaliar a eficacia do remdevisir

Compassionate Use of Remdesivir for Patients
with Severe Covid-19

N Engl J Med. 2020: NEJMoa2007016

artigo original

avaliar a eficacia do remdevisir
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DISCUSSAQ

Caracteristicas do SARS-Cov-2

Os coronavirus sao virus com genoma de RNA fita sim-
ples. Foram identificados até o momento coronavirus que
acometem humanos (HCoV) tais como HCoV-229E e NL63,
MERS-CoV, SARS-CoV, HCoV-OC43 e HCoV-HKUI™2

Em dezembro de 2019, em Wuhan, na China, foram relata-
dos casos de pacientes com tosse, febre e dispneia, dificulda-
de respiratéria aguda devido a uma infecgao microbiana nao
identificada. Sequenciamento genético revelou um virus que
possuia 88% de identidade a sequéncia de dois coronavirus
que causam doengas graves, do tipo sindromes respiratorias
agudas derivadas de morcegos. O novo virus foi entao cha-
mado “SARS-CoV-2" pela Comissao Internacional de Classi-
ficagao de virus'**,

Em reconhecimento a transmissao global generalizada da
COVID-19, a OMS declarou situagao de pandemia em 11 de
margo de 2020 sendo em 23 de margo 332.930 casos confir-
mados no mundo e 14.510 mortes®.

O genoma do SARS-CoV-2 é similar ao de CoVs tipi-
cos e produz as proteinas ndo-estruturais e as estruturais
(spike ou espicula (S), envelope-E, nucleocapside-N e pro-
teinas da membrana-M) do virus, bem como varias proteinas
acessorias com fungdes desconhecidas que nao partici-
pam da replicagao viral”'?. A enzima Dipeptidil peptida-
se 4 (DPP4) foi identificada como um receptor funcional
para MERS-CoV, porque o dominio Sl se liga ao receptor?®?,

A proteina S dos coronavirus tem sido relatada como um
elemento importante na entrada do virus em células hos-
pedeiras. Esta glicoproteina se liga ao seu receptor celular,
ACE2, para SARS-CoV e SARS-CoV-2, CD209L (uma lectina
do tipo C, também conhecida como L-SIGN) para SARS-CoV,
DPP4 para MERS-CoV?2232°, Estudos tem mostrado que o vi-
rus tem sofrido mutagées, mas nao se sabe ainda se estas
mutagdes interferem na infecciosidade do mesmo.®

Caracteristicas Clinicas e Epidemiologia da doenga

Os sintomas e sinais clinicos da COVID-19 sao em sua
maioria inespecificos incluindo sintomas respiratorios, febre,
tosse improdutiva, dispnéia, mialgia, fadiga, leucopenia, evi-
déncia de disfungao hepética e/ou renal e evidéncia radiogra-
fica de pneumonia.

Em um dos maiores estudos epidemiolégicos na China,
81% de todos os infectados apresentaram sintomas leves (fe-
bre, tosse, mal-estar), 19% necessitaram de hospitalizagéo e
5% de cuidados intensivos, no entanto, a idade superior a 80
anos foi associada a uma letalidade maior?.

Os primeiros casos de SARS-Cov-2 foram relatados em

dezembro de 2019 na China®. Nesse periodo, cinco pacientes

foram hospitalizados com sindrome do desconforto respira-
tério agudo e um desses evoluiu para obito?. Em janeiro de
2020, 41 pacientes hospitalizados foram diagnosticados com
COVID-19 e menos da metade desses pacientes apresentava
doengas subjacentes, incluindo diabetes, hipertensao e doen-
ca cardiovascular?.

Presumiu-se que esses pacientes adquiriram o virus na-
quele hospital, provavelmente devido a uma infecgao hospi-
talar. Concluiu-se naquele momento que o SARS-Cov-2 nao
era um virus de rapida e facil propagagao, mas provavelmente
se disseminava devido a muitos pacientes serem infectados
em varios locais do hospital por mecanismos desconhecidos.
Além disso, apenas os pacientes que ficaram clinicamente
doentes foram testados. Portanto, provavelmente havia mui-
to mais pacientes que estavam presumivelmente infectados.
Em 22 de janeiro de 2020, um total de 571 casos do novo coro-
navirus foram relatados em 25 provincias (distritos e cidades)
na China®.

A Comissao Nacional de Satde da China informou os de-
talhes das 17 primeiras mortes até 22 de janeiro de 2020. Re-
latoério de 24 de janeiro de 2020 estimou a incidéncia cumu-
lativa na China em 5502 casos?**°. Em 30 de janeiro de 2020,
7734 casos foram confirmados na China e 90 outros foram
relatados em paises que incluiram Taiwan, Tailandia, Vietna,
Malasia, Nepal, Sri Lanka, Camboja, Japao, Cingapura e Repu-
blica da Coréia, Emirados Arabes Unidos, Estados Unidos, Fili-
pinas, India, Australia, Canada, Finlandia, Franga e Alemanha®.
No Brasil, o primeiro caso foi confirmado em 26 de fevereiro
de 2020, de um homem que viajou para a regiao da Lombardia,
no norte da Italia®. No Brasil, segundo o painel do coronavirus
do Ministério da Saude, em 08 de maio foram confirmados
145.328 casos e 9.897 obitos de COVID-19%.

Diagnéstico laboratorial

O teste padrao ouro para detecgao é a reagao em cadeia
da polimerase pela técnica da PCR de transcriptase reversa
(RT-PCR). O teste detecta o virus nas secrecoes respiratorias,
nos primeiros dias apos o inicio dos sintomas, todavia estudos
tenham mostrado detecgéo viral mesmo muitos dias apos o
inicio dos sintomas, embora acredita-se que esta detecgao vi-
ral tardia n&o represente a particula viral integra e, portanto,
viavel e infecciosa e sim fragmentos do RNA viral*35.

Com relagao aos testes rapidos que detectam anticorpos
das classes IgM e IgG, a literatura tém mostrado que estes
ensaios apresentam baixa sensibilidade durante a fase inicial
da infecgao, ou seja, um resultado negativo nao exclui a in-
fecgao, e, portanto, sozinho este teste nao é recomendado
para o diagnéstico inicial da COVID-19. Se o teste molecular
nao estiver disponivel, a combinagao do teste rapido e a To-
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mografia computadorizada (TC) do térax pode ser util para o
diagnostico®¥.

A TC apresentou um 6timo valor diagnostico clinico es-
pecialmente em areas de alta prevaléncia de SARS-CoV-2.
Entretanto, também apresentam algumas deficiéncias, como
por exemplo falso-negativo em estagio inicial da doenga’®. Em
estudo realizado na Tailandia com 82 casos confirmados de
COVID-19 por PCR, em dois laboratorios de referéncia, a TC
de torax foi positiva em apenas 38 dos 82 casos. A maioria
dos rastreados eram assintomaticos ou relataram apenas le-
ves sintomas, nenhum apresentou achados anormais na TC
do torax®.

Prevengao e Tratamento

O isolamento social inclui medidas que limitem atividades
desnecessarias e aquelas que gerem aglomeragao de pes-
soas®. Para Yasaka e colaoradores®, o rastreamento por
meio do smartphone, pode ser uma solugao viavel as medidas
de prevengao, além de limitar a disseminagao da doenga. O
rastreamento de contato é o processo de rastreamento de
possiveis rotas de transmissao de uma infecgao, por meio de
uma populagao com o objetivo de isolar aqueles que possam
ter sido expostos e reduzir ainda mais transmissao.

Estao sendo realizados ensaios clinicos para testar medi-
camentos para a COVID-19 com resultados de grandes es-
tudos randomizados promissores, muito embora ainda nao
se tenha uma droga preconizada para tratar a doenga®. E im-
portante deixar claro que muitas destas drogas ainda estao
em fase de teste, ndao devendo sob hipotese alguma serem
utilizadas pelas pessoas.

Hidroxicloroquina

Os derivados de fosfato e sulfato sao administrados como
antimalaricos, e a hidroxicloroquina € amplamente utilizada
como agente imunomodulador no lipus eritematoso sisté-
mico. Além disso, a cloroquina mostrou atividade antiviral
contra influenza, virus Chikungunya, CoV sazonais e SARS. A
atividade antiviral de derivados de cloroquina contra SARS-
-CoV-2 foi identificada in vitro desde o inicio***2

Com base nisso, o0 medicamento foi rapidamente introdu-
zido no uso clinico, e relatérios preliminares sugeriram uma
melhor eliminagao viral e resultados clinicos em pacientes
com COVID-19 que receberam o medicamento durante 10
dias*. Um pequeno estudo piloto francés randomizando em
36 pacientes com COVID-19, sugeriu uma eliminagéo do vi-
rus acelerada em pacientes tratados com uma combinagao
de hidroxicloroquina e azitromicina®. No entanto, outros con-
testaram os resultados e nao encontraram beneficio no re-

72 | Enferm. Foco 2020; 11 (Esp. 2): 66-76

Maria Soraya Pereira Franco Adriano Carmem Gabriela Gomes de Figueiredo, Joo Felipe Bezerra, Ronatdo Rodrigues Sarmento,
Ana Carolina Bernardes Dulgheraoff. Maryanne Pereira Franco Adriano, Felipe Gongalves Bezerra, Beténia Maria Pereira dos Santos

sultado da doenga ou na depuracao viral*®>. O maior estudo
(também retrospectivo) até o momento, que avaliou a hidro-
xicloroquina por si s6 ou em combinagao com a azitromicina,
nao encontrou beneficio, mas, na verdade, um risco aumen-
tado de mortalidade entre os pacientes que receberam hidro-
xicloroquina“®.

Um estudo explorando o difosfato de cloroquina em dois
esquemas de dosagem foi forgado a terminar precocemen-
te devido a preocupagdes com o aumento da mortalidade no
grupo de altas doses. Os autores concluiramm que o trata-
mento com altas doses de cloroquina por 10 dias nao foi sufi-
cientemente seguro e nao deve mais ser usado em pacientes
graves com SARS-CoV-27.

Um estudo multinacional observacional realizado em
671 hospitais de 6 continentes sobre o uso da hidroxicloro-
quina ou cloroquina com ou sem macrolideo e seus efeitos
no tratamento de COVID-19 verificou que nao foi possivel
confirmar um beneficio quando usadas isoladamente ou em
associagao com um macrolideo no tratamento. Segundo os
autores o uso do medicamento foi associado a diminuigao da
sobrevida hospitalar e a um aumento da frequéncia de arrit-
mias ventriculares®. Apo6s a publicagao deste estudo, a OMS
suspendeu os ensaios clinicos com estes farmacos para o
tratamento da COVID-19 que estava sob sua responsabili-
dade e ira analisar com cautela os resultados dos estudos
desenvolvidos até o momento.

Remdesivir e outros analogos de nucleosideo

Analogos de nucleosideos tém sido explorados como op-
cGes de tratamento para COVID-19. Os candidatos incluem
favipiravir, geldesivir, ribavirina e remdesivir, sendo que este
ultimo recebeu mais atengao. O remdesivir, um pro-farmaco
a adenosina, foi originalmente desenvolvido para o tratamen-
to de virus da febre hemorragica, ou seja, virus Ebola (EBOV)
e Marburg, mas com desempenho inferior ao tratamento com
EBOV comparado as estratégias de anticorpos. Ambos tém
atividade antiviralin vitro em MERS e SARS. Competindo com
ATP e substituindo a adenosina durante a sintese de RNA, o
remdesivir inibe a RNA polimerase dependente de RNA viral
(RdRp)*.

O remdesivir foi submetido a testes in vitro no Wuhan
Virus Research Institute, no inicio do surto de SARS-CoV2,
foi identificado como inibidor potente da infecgao viral em
culturas de células em concentragdes facilmente alcanca-
veis in vivo. Foi usado pela primeira vez, com sucesso, em um
paciente COVID-19, em janeiro de 2020%. Estudos na China
tém demonstrado redugao significativa da mortalidade em
pacientes graves®.
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Atualmente, os ensaios estao em andamento na Europa e
na América do Norte. Com uma reducao efetiva da carga viral
pulmonar, em modelos animais. O remdesivir pode oferecer

uma opgao de tratamento futuro eficaz e viavel™.

Limitagoes do estudo
Por se tratar de um tema novo e muitos estudos esta-
rem em condugao, trabalhos futuros irao possibilitar mais

conclusoes.

Contribui¢oes para a pratica

Em meio a crise sanitaria vivenciada no mundo, esse estu-
do proporciona conhecimento atual sobre o novo coronavirus
e a COVID-19 com informagdes relevantes para os profissio-
nais da area da saude e para a comunidade cientifica como
um todo, além de auxiliar a condugéao de novas pesquisas so-
bre o tema.

CONCLUSAO

Os estudos tém mostrado a semelhanga desse virus com
virus encontrados em morcegos. Analises genéticas de se-
quenciamento tém mostrado que o virus sofreu mutagoes,
mas ainda nao é possivel afirmar se estas mutagoes implicam
em maior infecciosidade.

Em diferentes partes do mundo a doenga mostrou um
perfil epidemiologico diferente. Tem sido rapida a evolugao
do numero de casos confirmados pelo Ministério da Saude,
embora este nimero possa refletir subnotificagao, por fato-
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RESUMO: O novo Coronavirus, denominado Virus da Sindrome
Respiratoria Aguda Grave 2 (SARS-CoV-2), foi identificado pela
primeira vez em Wuhan, provincia de Hubei, China, e agora se
propaga para todos os paise. Os indicios surgere que o SARS-
CoV-2, seja um romance entre dois coronavirus graves (MERS-
CoV e SARS-CoV), derivada dos mocegos ferradura chineses. O
exame RT-qPCR através da coleta de células da mucosa nasal
Swabs nasofaringeos (NSP)

o “padrao ouro” para detecgao da SARS-CoV-2. Esse método,
além de doloroso e invasivo, pode aumentar os riscos de
infeccao entre os profissionais de saude. Estudos apontam que
o SARS-CoV-2 pode ser facilmente detectado pela saliva em
comparacao com NSP. Essa pesquisa teve como objetivo
explicar, através de um levantamento bibliografico de revisao
de literatura, a importancia do uso da saliva como biomarcador
para deteccao do SARS-CoV-2. As informagdes foram obtidas
numa selecao de 41 artigos. O instrumento utilizado para coleta
de dados incluiu-se a utilizacao de consulta na base de dados
do Google académico, Scielo, Bireme e Biblioteca Virtual em
Saude de forma gratuita. Através dos dados obtidos, observou-
se que a saliva apresentar sensibilidade comparaveis ao
encontrado em amostras NSP, sendo um método seguro e
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eficaz na deteccido de SARS-CoV-2. Palavras-chave:
Biomarcadores. Covid-19. Infecgao por SARS-CoV-2. Saliva.

INTRODUCAO

A duas décadas atras, o MERS-CoV e SARS-CoV
causaram mais de 10.000 casos cumulativos, com taxas de
mortalidade de 10% para SARS-CoV e 37% para MERS-CoV
(HUANG, et al., 2020). O primeiro caso relatado da Sindrome
Respiratoria Aguda Grave (SARS) ocorreu no Sul da China e
propagou por todo mundo entre 2002 a 2003. Em novembro de
2002, uma epidemia anormal de pneumonia com elevada taxa
de transmissdo e complicacdes aos profissionais de saude,
ocorreu em Foshan, Guangdong, china. Em marco de 2003, um
novo CoV foi identificado como agente causador da SARS
chamado de SARS-CoV. Apds 10 anos do primeiro caso de
SARS-CoV, em setembro de 2012 na Jeddah, Arabia Saudita,
um homem de 60 anos padecendo de pneumonia aguda e
insuficiéncia renal, foi relatado como primeiro caso da Sindrome
Respiratoria no Oriente Médio (MERS). Inicialmente identificado
como ‘Erasmuns Medical Center’ o virus posteriormente
chamado de MERS-CoV pelo consenso internacional (SOTO,
2020; SAGREDO, et al., 2020).

No final de dezembro de 2019, foi relatado uma sequéncia
de casos de pneumonia de origem desconhecida em Wuhan,
provincia de Hubei, China, com aspectos clinicos semelhantes a
um virus MERS (MORRELL, et al., 2020). A analise de uma
sequéncia de genoma em amostra do trato respiratorio em cinco
pacientes com pneumonia, hospitalizados desde do dia 18 de
dezembro a 29 de dezembro de 2019, revelou a presenca de um
novo coronavirus, que foi nomeado como “SARS-CoV-2" pela
Comissao Internacional de Classificacao de Virus (ICTV)
(CASTRO, et al., 2020; CESPEDES). O virus SARS-CoV-2 em
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humanos € desconhecido. Os indicios de outras zoonoses virais
surgere um romance entre dois coronavirus graves SARS-CoV,
derivada dos mocegos ferradura chineses (Rhinolophus sp.)

como hospedeiro intermediario e MERS-CoV. O SARS-CoV-2
€ um novo betacoronavirus (Beta-CoVs) que apresenta
semelhanca genética de 79% com SARS-CoV e de 50% com
MERS-CoV (CARVALHO, et al., 2020; XAVIER, et al., 2020).

Através da coleta Swabs nasofaringeos (NPS), € obtido
o monitoramento serial da carga viral de SARS-CoV-2, mas
esse tipo coleta, pode induzir a tosse e causar desconforto aos
pacientes, além de aumentar os riscos de infeccao antre os
profissionais de saude (ADENIJI, 2020; JIN; XU; YAUN, 2020).
Em contrapartida, estudos apontam que o SARS-CoV-2 pode
ser facilmente detectado pela saliva, embora atualmente esse
tipo de diagnostico seja limitado, devido as demandas
existentes no pais, todavia, o valor do diagnostico das amostras
de saliva para o exame de SARS-CoV-2 pode ser promissor,
reduzindo assim, os riscos de transmissao (AZZI, et al., 2021;
RIVAS, et al., 2020).

Mediante a proposta escolhida, essa pesquisa teve como
objetivo explicar, através de um levantamento bibliografico de
revisdo literatura, a importancia do uso da saliva como
biomarcador para deteccao do SARS-CoV-2.

MATERIAIS E METODO

Trata-se de uma pesquisa de revisdao de literatura. As
informacdes foram obtidas numa selec&o de 67 artigos, referindo-
se ao respectivo tema, mas apenas 41 dos 67 artigos que foram
selecionados, estavam dentro dos critérios de inclusdo para
serem utilizados na construcdo do estudo. O instrumento
utilizado para coleta de dados incluiu-se a utilizacao de consulta
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na base de dados do Google académico, Scielo, Bireme e
Biblioteca Virtual em Saude (BVS) de forma gratuita por meio
das palavras-chave: biomarcadores, Covid-19, infeccao por
SARS-CoV-2 e saliva. O Critério de elegibilidade incluiu artigos
registrados entre 2017 a 2021 no idioma Portugués, Inglés e
Espanhol. Dentre os critérios observados foram considerados
os seguintes aspectos: disponibilidade do texto integral do
estudo e clareza no detalhamento metodoldgico utilizado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos leitura criteriosa dos artigos nas bases de dados
nos referidos bancos de dados, realizou-se o fichamento
catalografico do material bibliografico com o intuito de dinamizar
a leitura e compreensao dessa revisao, optouse por dividi-la em
seis topicos principais: caracteristicas gerais dos coronavirus,
genoma viral de SARS-CoV-2 e entrada na célula por meio da
ligacao entre ECA2 e proteina S, meio de transmissao; métodos
profilaticos, manifestacdes clinicas, diagnéstico laboratorial e
consideracoes moleculares acerca da saliva como biomarcador
para detecgcao do SARS-COV-2.

CARACTERISTICAS GERAIS DOS CORONAVIRUS

Os coronavirus (CoVs) sao virus envelopados nao
segmentados, com genoma de acido ribonucleico (RNA) de fita
simples positiva (+ ssRNA), variando de 60nm a 140nm de
diametro junto com “Spikes” de 8nm a 12nm de longitude
aproximadamente. Apresentam projecées semelhantes a
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espinhos em sua superficie dando um aspecto de coroa na
visualizacado em microscopia eletréonica (CESPEDES; SOUZA,
2020). Sao virus pertencentes a familia Coronaviridae e a
ordem Nidovirales (virus que usa um conjunto de mRNA para
replicagcado). A familia Coronaviridae € subdividida em as
subfamilias Torovirinae e Coronavirinae que se manifestam em
mamiferos e aves, causando problemas respiratorios,
entéricos, hepaticos neurologicas e neurologicas de gravidade
variavel (SINGHAL, 2020; LU, et al., 2020). A subfamilia dos
Coronavirinae contém quatro géneros: alphacoronavirus (a) e
betacoronavirus (B) que infectam os mamiferos e os
gamacoronavirus (y) e deltacoronavirus (6) que infectam as
aves. Acredita-se que até o presente momento exista apenas
sete coronavirus que causam doengcas em seres humanos.
Sendo que quatro deles (HCoV-229E, HCoV-OC43, HCoV-
NL63 e HCoV-HKU1) causam sintomas leves, semelhante a um
resfriado comum, € as epidemias dos demais virus apresentam
sintomas mais graves (MERS-CoV - Sindrome Respiratdria no
Oriente Médio, SARS-CoV - Sindrome Respiratéria Aguda
Grave e SARS-CoV-2) (FAM, et al., 2020; MOITINHO, et al.,

2020).

GENOMA VIRAL DE SARS-COV-2 E ENTRADA NA CELULA
POR MEIO DA LIGAGAO ENTRE ECA2 E PROTEINA S

O genoma de SARS-CoV-2 é similar ao de CoVs e contém
no minimo dez quadros de leitura abertos Open Reading Frames
(ORFs). Os primeiros ORFs (ORF1a/b) representam
aproximadamente dois tercos do RNA viral, € sdo traduzidos em
dois grandes poliproteinas replicase (pp1a e pp1ab), processadas
em 16 proteinas ndo estruturais (nsp1-nsp16), que formam o
complexo da replicase transcriptase viral (RTC). Esses nsps
reorganizam as membranas originarias do reticulo
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endoplasmatico (RER) em vesiculas de membrana dupla onde
replicacdo e transcricao viral ocorrem (MENEZES; LIMA,;
REHMAN, et al., 2021). O outro ORFs de SARS-CoV2 em um
terco do genoma codifica quatro principais proteinas estruturais
que estao relacionadas com a regulacao de funcao e estrutura
viral: envelope (proteina E), membrana (proteina M), Spike
(proteina S), nucleocapsideo (proteina N) e hemaglutinina-
esterase (proteina HE) (Figura 1). A proteina N contribui na
formacao do capsideo e de toda a estrutura viral, a proteina S
esta relacionada ao processo de infeccao viral e a proteina HE
permite a entrada e a infeccdo da célula hospedeira. Além
disso, o SARS-CoV-2 apresenta 16 proteinas nao estruturais,
incluindo RNA polimerase dependente de RNA (RdRp)

(THOMAS, 2020).

Figura 1 - Representacao esquematica da particula viral e do
genoma do B-Coronavirus. (A) Particula viral. (B) Genoma viral.
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Fonte: Jin, et al. 2020; adaptado.
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A enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) € uma
proteina de membrana tipo | expressa no pulmao, coragao, rim
e intestino. O comprimento total da ECA2 consiste em um
dominio N-terminal (PD) e um dominio C-terminal que termina
com uma unica hélice transmembrana e um segmento
intracelular (JIN, et al., 2020; LU, et al., 2020). Os niveis
soluveis dessa enzima geralmente sao baixos no sangue. Por
isso, o receptor de angiotensina Il tipo1 (AT1), ativa a
metaloprotease 17 (ADAM17) que cliva o ectodominio da
ECA2, aumentando os niveis de ECA2 soluveis (CESPEDES;
SOUZA, 2020; AUN, et al., 2020). A clivagem da angiotensina |
para Il fornece um local de ligagao para proteina S do SARS-
CoV que tem sido relatada como elemento chave para entrada
do virus na célula (SCHOLZ, et al., 2020).

A proteina de superfice S do SARS-CoV é uma
glicoproteina de membrana tipo | que consiste em um dominio de
ligacdo ao receptor de subunidade S1 N-terminal (RBD) e um
dominio de subunidade S2 C-terminal que pemmite fusao na
membrana. O RBD da S1 do SARS-CoV é ativado por uma serina
protease transmembrana do tipo Il (TMPRSS2), que se encontra
na superficie da célula hospedeira (BASSENDINE, et al., 2020).
Ao ser ativado, o RBD de S1 se liga ao dominio PD da ECA2
alterando o trimero de pré-fusao, ocasionando a eliminacado da S1
para uma conformacao pos-fusdo, enquanto a S2 é responsavel
pela fusdo da membrana permitindo que o genoma RNAv (RNA
viral) entre na célula hospedeira (LU, et al., 2020; ROBINSON, et
al., 2020). Enquanto isso, outra protease, a catepsina L, uma
protease de cisteina expressa em todos os tipos de tecidos, atua
facilitando a entrada da proteina S de SARS-CoV na membrana
do endossomo por meio de endocitose. A interacao da TMPRSS2
e catepsina L ocorre tanto em SARS-CoV quanto em SARS-
CoV-2 (GOMES, et al.,, 2020; FAM, et al.,, 2020; VIEIRA;
EMERY; ANDRIOLO, 2020).
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Apos o virus entra na célula, o genoma do RNA viral é
liberado no citoplasma. Uma sequéncia de RNA atua através de
um mRNA, onde este transcreve o gene da replicase viral por
meio de ORF1a e ORF1ab, que é traduzido dando origem a
ppla e pplab (YANG; WANG, 2020). Em seguida, ppla e
pplab sofrem acao proteolitica para gerar as 16 nsps do
complexo RTC (THOMAS, 2021). O RTC, replica e sintetiza um
conjunto de RNAs guias (sgRNA) que codificam para producao
das principais proteinas estruturais (S, M, E e N) e proteinas
acessorias. Essas proteinas serao montadas no nivel do
complexo Golgi, para formar as novas particulas virais. Por fim,
as particulas virais sao liberadas da célula infetada (Figura 2)
(REHMAN, et al., 2021).

Figura 2 - SARS-CoV-2 se liga inicialmente ao receptor de
ACE2. Principais proteinas envolvidas na entrada do virus por
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Fonte: Robinson, et al. 2020.
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MEIO DE TRANSMISSAO

O SARS-CoV-2 possui um grande potencial de
transmissibilidade pelo contato direto com as vias aéreas
superior, principalmente por meio de goticulas respiratorias e
pelo contato indireto por meio das maos, objetos ou superficies
contaminadas, de forma semelhante com que outros patdgenos
respiratorios se espalham. O atual estudo indica uma
reproducao basica do virus, estimada em um numero de 2.2, o
que significa que, em média, cada pessoa infectada espalha a
infeccao para mais duas pessoas (MAGALHAES, et al., 2017,
SILVA, et al., 2020).

Os pacientes acometidos com SARS-CoV-2, sejam
assintomaticos ou sintomaticos podem transmitir a doencga, no
entanto, aqueles com sintomas mais graves tém sido
considerados com maior potencial de transmissao (SANTOS,;
BARBOSA, 2020).

METODOS PROFILATICOS

O SARS-CoV-2 pode permanecer ativo e infeccioso na
superficie de objetos inanimados (plastico, aco e papelao) por
horas ou dias. A sua permanéncia € observada em um periodo
maior tempo (72h) em plasticos e aco inoxidavel do que em
papelao (24 h) apés a sua aplicacao na superficie (KAMPF, et
al., 2020; JIN, et al., 2020).

Devido ao potencial de sobrevivéncia do SARS-CoV-2 no
ambiente por varios dias, os objetos contaminados pelo virus
devem ser limpos antes de serem utilizados, com produtos que
contenham agentes antimicrobianos (OLIVEIRA; LUCAS;
IQUIAPAZA, 2020).

Por serem as maos o principal veiculo de contaminacao
cruzada do virus, a pratica da higienizacao das maos pela acao
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de friccdo com agua e sabao diminui a ocorréncia das
infeccdes, sendo considerada uma medida profilatica simples,
de baixo custo e alta efetividade (OLIVEIRA, et al., 2016;
SOARES, et al., 2021).

O uso dos raios ultravioletas, altas temperaturas acima
de 56% em um periodo de 30 min e produtos desinfetantes
como eter dietilico, etanol 75%, cloro, acido peracético e
cloroférmio sdo considerados suficientes para inativa o virus
(JIN, et al., 2020; XAVIER, et al., 2020).

MANIFESTACOES CLINICAS

As manifestacdes clinicas para infeccdes confirmadas pelo
SARS-CoV-2 se apresenta clinicamente com ou sem sintomas, ha
relatos de pessoas com sintomas leves e outros com sintomas
mais graves, chegando ao obito, em algumas situacdes. Quando
presentes, os mais comuns s&o febre 237,8 °C (87,9%), cansago
(38,1%) e tosse seca (67,7%), (MORRELL, et al., 2020). Alguns
pacientes podem ter dor de cabeca (13,6%), dor no corpo (14,8%),
congestao nasal (4,8%), dor de garganta (13,9%), diarreia (3,7 %),
producao de escarro (33,4%), perda de olfato (30,0%), dificuldade
em respirar
(18,6%), calafrios (11,4%) e vomitos (5%). Esses sintomas
geralmente sao leves e comecam gradualmente podendo se
recuperar em 1 a 2 semanas (ALMEIDA, et al., 2020).

Uma em cada seis pessoas com Covid-19 fica gravemente
doente e desenvolve dificuldade respiratoria. As lesbes graves
nao incluem apenas lesbes pulmonares, mas também lesbes
cardiacas e renal, independente do paciente ter histérico de
hipertensao ou nao (BASSENDINE, et al., 2020).
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As pessoas idosas e as que tém outras condi¢cdes de saude
como pressao alta, problemas cardiacos ou diabetes, tém
maior probabilidade de desenvolver doencas graves. A maioria
das pessoas (cerca de 80%) se recupera da doengca sem
precisar de tratamento especial (SINGHAL, 2020; HUANG et
al., 2020).

DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnostico para SARS-CoV-2 consiste principalmente
alguns exames auxiliares, como deteccao de acidos nucleicos
(RT-gPCR), deteccéao de anticorpos (IgA, IgM e IgG) e exames por
imagens (TC) (CASTRO, et al., 2020; RIVAS, et al., 2020).

O teste de deteccdo de acido nucleico viral € a principal
técnica para diagnostico laboratorial do novo CoVs. A reacao em
cadeia da polimerase em tempo real de transcricao reversa (RT-
gPCR), apresenta sensibilidade de 80% e especificidade de
aproximadamente 99% para SARS-CoV-2 quando € realizada
entre 2 e 5 dias do inicio dos sintomas. Esse método fornece
informacdes importantes nos estagios iniciais da infeccao, por
meio da deteccao do RNA viral, antes da formacao dos anticorpos
(XAVIER, et al., 2020; VILLA, et al., 2021).

A RT-qPCR baseia-se na amplificacdo de acidos nucleicos
viral, através do uso de fluoroforos, que se ligam ao material
genético amplificado, emitindo fluorescéncia. O sinal de
fluorescéncia emitido € equivalente a quantidade de fragmentos
amplificados. A curva de amplificacao para amostras positivas
apresenta fluorescéncia relativamente aumentada. Nenhum
aumento na fluorescéncia € observado quando a amostra é
negativa. O limite do ciclo (Ct) representa o numero do ciclo no
qual a curva de amplificacéo cruza a linha limite e € um indicador
da quantidade do gene alvo amplificado. Quanto mais baixo for o
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valor Ct, maior sera a quantidade de gene alvo (AZZI, et al.
2021; CAMPQS, et al., 2021).

De acordo com protocolos internacionais desenvolvidos
pelo Instituto Charité/Berlim e recomendado pela Organizacao
Pan-Americana da Saude (OPAS/OMS) utilizados pela maioria
dos paises, os genes para identificacéo, incluem: N, E, S e RdRP.
Esses genes, atuam como marcadores genéticos para a
confirmacao laboratorial da Covid-19. Atualmente, os marcadores
genéticos E e RARP sao utilizados para a deteccao do SARS-CoV-
2 segundo os protocolos Charité. O Ministério da Saude (MS)
priorizar o gene E como primeiro marcado de escolha, por
apresentar maior sensibilidade em relacdo ao gene RdARP para
RT-gqPCR (CIPITELLI, et al., 2020).

Os exames sorologicos sao realizados a partir do 7 dia
de sintomas é podem fornecer resultados em um periodo de
tempo relativamente mais curto e com menor custo em
comparacao com RT-gPCR por coleta NPS. Esse tipo de
exame, € Indicado para verificar a presenca de anticorpos
isolados ou combinados no sangue, a fim de saber se o
organismo apresentou resposta imunologica em funcao da
exposicao ao antigeno ou vacina (LEE, et al., 2020).

Os ensaios sorologicos para SARS-CoV-2, sao
realizados através de anticorpos das amostras do soro ou
plasma dos pacientes, visando a proteina S, que dentre todas
as proteinas virais, € a mais exposta, e a proteina N, que é
expressa em maior quantidade durante o periodo de infecgao.
(JIN, et al., 2020; XAVIER, et al., 2020).

Os niveis de imunoglobulina A (IgA), imunoglobulina M
(IgM) e imunoglobulina G (IgG) aumentam gradativamente junto
com as fases de infeccédo, com IgM sendo detectado inicialmente
ao 3 dia apos a infeccao, atingindo o seu pico entre

2 a 3 semanas e o IgA e (IgG) especifico para SARS-CoV-2 12
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sendo detectavel ao 4 dia, atingindo seu pico apos 17 dia. O
IgM também pode permanecer presente no soro apés 1 més
pico (LEE, et al., 2020; YANG; WANG, 2020).

A tomografia computadorizada (TC) € uma ferramenta
importante para o diagnoéstico da Covid-19 na pratica clinica. O
exame se torna mais sensivel para individuos com alta suspeita
clinica de infec¢cao por SARS-CoV-2. Uma combinacao de testes
repetidos de RT-gPCR e tomografia computadorizada de alta
resolucdo (TCAR) do térax pode ser essencial para diagnostico
precoce e avaliacdo da gravidade da doenca (ADENIJI, 2020; JIN;
XU; YAUN, 2020; CHATE, et al., 2020).

Em alguns estudos, os médicos analisaram imagens de
TC de torax de pacientes infectados com SARS-CoV-2, a
tomografia computadorizada apresentou um otimo valor
diagnéstico clinico para Covid-19, especialmente na area de
alta prevaléncia de infeccées por SARS-CoV-2. Entretanto, as
tomografias também apresentam algumas deficiéncias, como
por exemplo, falso-negativo em estagio inicial da doenca.
Nesse sentindo, entende-se que a infeccao assintomatica por
SARS-CoV-2 é possivel e pode ser assintomatico nos estagios
iniciais, mesmo embora o RNA sendo detectado pela triagem
de RT-gPCR, descartando os casos iniciais de Covid-19 por TC.
(SHOJI, et al., 2020; CESPEDES; SOUZA, 2020).

CONSIDERACOES MOLECULARES ACERCA DA SALIVA
COMO BIOMARCADOR PARA DETECGAO DO SARS-COV-2

Atualmente, a saliva vem desempenhando um papel
importante na deteccdo de doencas virais, bacterianas ou
sistémicas e possui informacdes que vao desde biomarcadores
salivares que ajudam na identificacdo de cancer bucal,diabetes,
cancer de mama, cancer de pulmao e outras enfermidades
(FERNANDES, et al., 2020).
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A saliva € uma mistura heterogéneo que contém
fisiologicamente células epiteliais orais descamadas e
microrganismos, podendo conter sangue, secrecoes
respiratorias, acido gastrico do refluxo e residuos alimentares
em ocasioes patologicas, sendo composta por 99% de agua e
1% de proteinas (principalmente amilase) e mucina com a
finalidade de digerir, provar, tamponar, equilibrar a
remineralizarao e anti-microorganismos. A secrecao da saliva
ocorre diretamente na cavidade oral pelas glandulas salivares
principais e 10% das glandulas salivares menores
(CARVALHO, et al., 2020).

Segundo Azzi et al (2021) e Teles et al (2020), o uso da
saliva como um tipo de modelo alternativo para a triagem
epidemiolégica de SARS-CoV-2 parece ser promissor, pois o
RNA viral de SARS-CoV-2 esta presente na saliva com carga e
sensibilidade comparaveis ao encontrado NPS. Além disso, o
uso da saliva para fins de diagnéstico, abre a possibilidade de
usar outras ferramentas que nao sejam a detecgcao direta do
patdogeno, como por exemplo, os anticorpos, especialmente IgA
(TELES, et al., 2020).

De acordo com os estudos de Thomas (2020) e Pieralisi
et al (2021), a ECA2 das células epiteliais presente na saliva,
atuam como receptores celulares para o SARS-CoV-2 entrar na
célula, semelhante ao SARS-CoV (Figura 3). O virus se liga
inicialmente a esses receptores, para posteriormente colonizar
o trato respiratério. Embora o principal alvo sejam as células
pulmonares, os dutos das glandulas salivares também sao
comprometidos, causando a producao de saliva contaminada.
Neste sentido, a saliva € mais facilmente infectada, uma vez
que atuando como um hospedeiro para SARS-CoV-2.
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Figura 3 - Biomarcadores usados no diagnético da Covid-19.
ECA2 presente na saliva, atuam como receptores celulares
para SARS-CoV-2.
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Fonte: Fernandes, et al. 2020.

CONCLUSOES

Em resumo, a saliva representa um biomarcador alternativo
e confiavel para a deteccdo do SARS-CoV-2, por ndo ser invasivo
e de baixo custo. Diferente NPS, a saliva pode ser coletada pelo
préprio paciente, dispensando a necessidade do contato direto
com os profissionais de saude, evitando assim, o risco de
infeccbes nosocomial. Portanto, os resultados apresentados por
essa pesquisa, fornecem evidéncias para o potencial uso da
amostra de saliva no diagnostico da Covid-19.
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