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Apresentacao

Ola,

Primeiramente, é um prazer ter vocé como leitor desta obra, espero que vocés deleitem
nesta leitura!

Antes de comecar a ler este livro, permita-me contar um pouco sobre este projeto.

Este E-book nasceu a partir da colaboracdo entre professores e estudantes voluntarios da
area de salde da Universidade de Brasilia (UnB) e outras institui¢ces colaboradoras. O projeto do
E-book “COVID-19: informacdo e cuidado para superar a crise” foi aprovado no Edital
DEX/DPI Chamada Prospectiva de Propostas de Projetos e Acles de Pesquisa, Inovacdo e
Extensdo para o combate a COVID-19/ 2020 da UnB.

Portanto, este E-book é produto de um projeto de extensdo universitarial, que tem por
finalidade compartilhar saberes cientificos com a populacdo; porém, empregando uma linguagem
popular. A ideia norteadora deste projeto foi tornar a linguagem cientifica e académica, acessivel
a populacdo como um todo. A ciéncia é patriménio da humanidade e entendé-la é dever das mentes
inquietas, curiosas, que buscam formas de lidar com os problemas presentes e futuros.

Essa obra foi baseada nas mais recentes evidéncias cientificas sobre a pandemia que assola
0 Brasil e 0 mundo, a COVID-19. Na atualidade, esse tema vem sendo explorado intensamente.
Contudo, muito se observa acerca das falacias e mitos, e deparamos com a populagédo perdida entre
tantos fatos e pseudociéncia por tras destes. Assim, os estudantes que participaram na cria¢do desta
obra, contam com um espirito altruista, juntamente com seus professores, somando forcas para
informar a quem desejar “beber” desta fonte de informacdes seguras.

O zelo e carinho na elaboracdo deste E-book foi tamanho, que até mesmo um capitulo
dedicado as criancas foi cuidadosamente preparado, o Capitulo 8 - Cientista Mirim. O altimo
capitulo deste livro foi criado pensando em trazer a ciéncia na linguagem de criangas a partir de 8
anos. Parece loucura ensinar uma crianga assuntos como Imunologia, Biologia Molecular,
Microbiologia?

Faca um tour pelo nosso capitulo “Cientista Mirim” e comprove o quanto as criangas sao
capazes de entender a ciéncia de forma ludica e ao mesmo tempo profunda. Desafio vocé a ler para
seu filho e nos enviar um feedback!

A melhor forma de entender sobre um assunto € estudando sobre. Todavia, cuidado! Nem
tudo que se propaga em redes sociais e aplicativos de mensagens, é verdadeiro. Na verdade,

! Extensdo universitaria: https://www.ufrb.edu.br/proext/o-que-e-extensao-universitaria
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estudos mostram que a maioria das “noticias” ou “informagdes” divulgadas nos App de
mensagens, sdo fakes. Neste E-book, no entanto, os autores foram cuidadosos em estudar e checar
cada informacgéo contida aqui.
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Capitulo 5: Vamos falar sobre
Diagnostico

‘0 que o corpo néo diz, 0 &ﬁ'@néyﬁco reveln. "

Adriane Tomiomfi,

Autores: Caroline Pereira, Adriane Torquati, Dra. Fabiana Branddo
&l Dra. Alessandra E. O. Xavier.

Nota dos autores:

Neste capitulo iremos abordar as principais metodologias de triagem e diagndstico
da COVID-19. Falaremos particularmente sobre os Testes Rdpidos e Testes Moleculares
como RI-PCR, A identificacdo de anticorpos e material genético do SARS-CoV-2 serdo o
“ponto-chave” na discussio acerca do diagnéstico. Iremos salientar a importdncia do
rastreio e diagnéstico, bem como elucidar o periodo de incubagdo no qual o virus se encontra,
tornando o individuo assintomdtico, além de abordar novos métodos que estdo sendo

desenvolvidos.

Mas ndo pense que serd apenas isso, direto ao ponto. Ndo serd assim! Queremos que
cada leitor realmente entenda como sdo realizados os diagnésticos. Para que vocé entenda a
complexidade desses métodos de diagndsticos, iremos conduzir vocé leitor, a uma jornada
muito interessante sobre alguns aspectos da Biologia Molecular e Imunologia. Calma! Nao

serd complexo e muito provavelmente vocé ird se interessar mais!
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Uma breve histéria sobre diagndstico!

De acordo com o dicionario eletronico Infopédia®, a palavra diagndstico vem do
grego diagnostikés, e quer dizer “ser capaz de discernir “. Na medicina este termo também
se refere ao conjunto de elementos que permite determinar a existéncia de uma doenca. Logo,
podemos inferir que é por meio do diagndstico que “enxergamos” as doengas e desvendamos

Seus agentes.

® Na linha do tempo: histéria do diagndstico.

O registro mais antigo relacionado a medicina, foi encontrado na Mesopotamia ha
4000 anos a.C., o Cdédigo de Hamurabi que pertence ao Artigo 215:

Se 0 médico faz uma operagdo grande ou cura um olho doente, ele recebera dez
shekels de prata, se o paciente € um homem livre, ele pagara cinco shekels, se ele
€ um escravo, entao seu proprietario pagara dois shekels em seu beneficio. Mas se
0 paciente perder sua vida ou um olho na operacéo, entdo as médos do médico serao

cortadas (TUBINO; ALVES, 2009).

Logo ap6s os primeiros achados, foram encontrados no Egito papiros médicos
(escrituras médicas) de 1553-1550 a.C., onde o0s egipcios consideravam a respiracdo a
funcdo vital mais importante do corpo humano. Foi também no Egito que surgiu o uso da
letra “R” utilizada no inicio das receitas, devido a crenca solidificada através da mitologia
do olho de Hérus no qual sua forma lembra a letra “R”.

Em 440-370 a.C., ja eram realizados exames fisicos como: ausculta pulmonar,
exames vaginais e de outras cavidades, mas foi no século XVIII que o médico austriaco
Josef Leopold Auenbrugger enriqueceu a metodologia do exame com o método de
percussao no térax onde identificava a condicdo dos Orgédos através da variacdo do som,

possibilitando um aperfeicoamento no diagnaostico.

* Disponivel em: https://www.infopedia.pt/dicionarios/lingua-portuguesa/diagn%C3%B3stico. Acesso em:
20/070/2020.
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Umas das principais descobertas para a contribui¢do do diagnostico laboratorial, foi
a criacdo do microscopio em 1674 por Antony van Leeuwenhoek (Figura 26), observando
pela a primeira vez a estrutura de bactérias, espermatozoides e hemacias. Contudo, somente
em 1839 botanico Matthias Jacob Schleiden (1804-1841) e 0 zoologo e fisiologista Theodor
Schwann (1810-1882), relacionou a célula como unidade fundamental da vida. Essa invencéo

foi primordial e possibilita a identificagdo de micro-organismos e diversas patologias até os

y

~at

dias de hoje.

Figura 26: Primeiro microscopio da histdria inventado por Antony Van
Leeuwenhoek.

Fonte:3". Acesso em: 22/07/2020.
e A evolugdo do diagnéstico:

O avango cientifico e tecnoldgico através de abordagens gendmicas e protedmicas, tem
proporcionado a identificacdo de patdgenos em nivel de espécie de amostras clinicas.
Metodologias baseadas na detec¢do de antigenos e ou anticorpos também sdo Uteis como
ferramentas laboratoriais para identificacdo indireta de patdégenos. Dentre as técnicas e
ensaios laboratoriais recomendados pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) no ambito
da COVID-19 estdo®:

-> Reagdo em Cadeia da Polimerase com Transcri¢do Reversa em tempo real (RT-PCR);

*" Disponivel em: https://www.scielo.br/pdf/jbpml/v45n2/v45n2a01.pdf. Acesso em 29/07/2020.

3 Disponivel em: https://portalarquivos.saude.gov.br/images/pdf/2020/April/19/BE12-Boletim-do-COE.pdf.
Acesso em 29/07/2020
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- Testes soroldgicos;

- Sequenciamento viral.

Apesar do método padréo ouro para deteccdo do SARS-CoV-2 ser a detec¢do direta
do RNA viral em amostras clinicas, a detecc¢ao de anticorpos IgA, IgM ou 1gG pode auxiliar

na triagem ou rastreio do virus.

COVID-19: desvendando o diagndstico!

Com o surgimento da pandemia causada pelo novo
Coronavirus, 0 SARS-CoV-2 (para mais detalhes leia capitulo 2),
0 mundo esta alarmado e receoso. A doenca COVID-19 se

desenvolve basicamente de duas formas:

- Sintomaticas: os sintomas se assemelham a outras
doencas respiratdrias - febre, tosse, dispneia (falta
de ar), ageusia (perda total ou parcial do paladar),
transtorno quimiossensor (auséncia de olfato e

paladar combinados), mialgia (dor muscular),

alteracdo do sistema digestdrio, confusdo mental,
e 0 mais alarmante € a evolucdo para insuficiéncia respiratdria grave, que
exige ao infectado o uso de aparelhos respiradores (esclarecimentos acerca de
como proceder neste caso, leia o capitulo 6).

- Assintomaticas: pode haver auséncia de sintomas, ou manifesta-los de forma

branda.

Assim, surge um grande desafio para o diagndéstico do tipo clinico das doencas, que
é baseado nos sintomas do paciente, observados pelo médico ou enfermeiro durante
anamnese (consulta). Contudo, se esses sintomas podem ser confundidos com outras
doencas, ou o individuo pode ndo manifestar nada, como saber se estou infectado?

Com os avancos das ciéncias biomédicas, o diagndstico também avangou muito ao

longo das décadas. Atualmente, é possivel usar diferentes ferramentas laboratoriais,
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conduzidas por especialistas da area de Analises Clinicas, para diagnosticar as mais
diferentes doencas.

Essas ferramentas abrangem desde moléculas produzidas pelo corpo do paciente
doente, como 0s anticorpos, a moléculas secretadas ou parte do micro-organismo causador
da enfermidade, como no caso do novo coronavirus, o seu material genético, o RNA. Sobre
essa temética iremos discutir mais adiante.

O diagndstico para a COVID-19 depende da investigacdo detalhada do historico do
paciente (clinico), do contexto epidemioldgico (local onde se encontra o paciente), do exame
fisico, que conforme discutido acima ndo € preciso, e o diagnostico laboratorial que € o tipo

de diagnostico capaz de confirmar a suspeita.

No diagnostico laboratorial da COVID-19, emprega-se*°:

exames sorolégicos (principios imunoldgicos - antigenos e anticorpos):

e testes rapidos (veja adiante),
e ELISA (ensaio imunoenzimatico),
e Imunoensaio por eletroquimioluminescéncia (ECLIA);

exames moleculares (material genético RNA ou DNA):

e Técnicas de RT-PCR em tempo real,

e Sequenciamento parcial ou total do genoma viral.

O Ministério da Saude relata que o diagnostico clinico da COVID-19, depende da
avaliacdo clinico-epidemioldgica e do exame fisico do paciente. No qual, o quadro inicial da
COVID-19 pode ser caracterizado como Sindrome Respiratoria Aguda Severa (SARS) e
Sindrome Gripal”.*® Entretanto, o diagndstico considerado “padrio ouro” ou mesmo
entendido como prova “cabal” emprega os métodos moleculares, como RT-PCR® que sera
discutido adiante.

Muito embora o método “padrdo ouro” para identificagdo do SARS-CoV-2, seja a
deteccdo direta do RNA viral em amostras clinicas pela técnica de RT-PCR, a detec¢do de
anticorpos IgA, IgM ou IgG tem seu valor. Os testes rapidos empregados os métodos

soroldgicos podem auxiliar na triagem ou rastreio de individuos infectados.

% Disponivel em: https://portalarquivos.saude.gov.br/images/pdf/2020/April/19/BE12-Boletim-do-COE.pdf.
Acesso em 29/07/2020.
“ODisponivel em: https://coronavirus.saude.gov.br/diagnostico-clinico-e-laboratorial. Acesso em 29/07/2020.
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A verdade € que cada método de diagnostico possui suas vantagens e desvantagens,
e cabe a equipe de saude, bem como ao analista clinico, conhecer bem o conceito,
procedimento e técnica de cada método para a tomada de decisdo mais assertiva, levando em
conta o tempo de coleta e anélise. Fora de contexto, o diagnéstico da COVID-19, bem como
de outras doencas, pode acusar falso negativo. E sem o estudo adequado, pode-se interpretar
erroneamente o falso positivo em pacientes que ja tiveram a doencga, mas ainda apresentam
anticorpos do tipo IgG.

Vamos entender o intervalo de tempo para escolha de cada teste, observando a figura
a seguir (Figura 27).
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Figura 27: Gréfico do intervalo de tempo e método de diagnostico empregado para
diagnostico e/ou rastreio da COVID-19.
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Fonte: 4

Os testes moleculares como a PCR, permitem identificar o material genético do virus
ainda no inicio da doenca, a partir dia 2° ao 15° dia. J& os testes sorolégicos permitem
identificar a presenca de anticorpos contra 0 SARS-CoV-2, que sdo produzidos a partir do
10° dia (o0 que denominamos janela imunoldgica) até o 30° dias pos infeccdo (paciente ja ndo
apresenta mais 0s sintomas, porém os anticorpos se mantém presentes) (Figura 27)
(JACOBSON; SHAH; CHANG, 2020). Ha literaturas que relatam a conversdo de anticorpos
de IgM para IgG a partir do 6° dia, atingindo um platé no 19° dia (LONG et al., 2020). na

verdade, a fase de janela imunoldgica pode variar de pessoa a pessoa.*? Os anticorpos da

“I Disponivel em: https://revistapesquisa.fapesp.br/a-importancia-de-testar-em-larga-escala/. Acesso em:
22/07/2020.

“2 Disponivel em: https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/testing/serology-overview.html. Acesso em:
29/07/2020.
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classe 1gG podem durar meses, ou até anos no organismo da pessoa exposta. Porém, a
longevidade dos anticorpos de memoria contra SARS-CoV-2 € ainda questionavel na

literatura cientifica, e parece ter relacdo com a gravidade da doenca (SEOW et al., 2020) .

Compreendendo o teste rapido para COVID-149

Os testes imunoldgicos foram desenvolvidos para dar ao paciente uma resposta
emergencial sobre sua atual condicdo de sorologia de determinada doenca, e é
utilizado como meio de triagem, separando os individuos em grupos de doentes
e nao doentes. Sdo chamados de ‘‘testes rapidos’’ devido o tempo entre a

‘ realizacdo da anélise e interpretacdo do resultado que variam entre 10 a 30 min.

Existem inumeros fabricantes que realizam a producdo dos testes rapidos,
contudo, apesar da semelhanca no processo, cada teste possui suas particularidades e
isso gera variabilidade no custo, e na capacidade do teste de produzir resultados

especificos.

O método empregado nos testes rapidos para o diagnéstico da COVID-19 é a
imunocromatografia (Figura 28), uma técnica que produz “cor” a partir da reacdo quimica®
entre antigeno (substancia estranha ao organismo) e anticorpos (moléculas de defesa
produzida a partir do leucocito, Linfocito B - leia Capitulo 8 - Cientista Mirim, para melhor
compreender).

Ainda sobre os anticorpos, vale destacar que sdo imunoglobulinas produzidas pelo
organismo, que fazem parte do sistema imunoldgico adaptativo; sdo capazes de se ligar a
“antigenos” oriundos de micro-organismos invasores (virus, bactérias, fungos, protozoarios,
helmintos, etc.) e, ainda, em alguns casos sdo capazes de reconhecer células tumorais

(RUITER; FLEUREN; WARNAAR, 2012).

“3 Disponivel em: http://portal.anvisa.gov.br/documents/219201/4340788/Perguntas+e+respostas+-
+testes+para+Covid-19.pdf/9fe182c3-859b-475f-ac9f-7d2a758e48e7. Acesso em: 29/07/2020.
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As principais classes de anticorpos (Ac) sdo: 1gG (Ac de fase cronica ou
memoria), IgA (Ac de mucosa), IgM (Ac de fase aguda). Na presenca dos virus, COVID-19
ou mesmo em outras doengas infecciosas, 0s anticorpos das classes IgA e IgM sao

EEEREDR
as primeiras imunoglobulinas a serem produzidas e sinalizam uma infeccdo
recente.

A técnica de imunocromatografia utiliza amostras de soro e plasma, que

sdo separados por meio da diferenca de densidade induzida com auxilio da

n =

centrifuga, ou sangue total para deteccdo do virus por meio das imunoglobulinas
IgM e IgG. E necessario a realizagdo do teste apds em média oito dias do
. . . . 0
aparecimento dos sintomas do COVID-19 (Figura 27), pois deve-se assegurar que

havera anticorpos suficientes no organismo que possam ser detectados por essa metodologia.®

Figura 28: Etapas da realizacéo dos testes rapidos.
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Fonte: Pereira & Torquati, 2020.

O teste € composto por um suporte que contém uma membrana de nitrocelulose, duas
linhas de teste (linha G e M), linha controle (C) e uma area (S), para colocacdo da amostra e
reagentes para o teste.

A linha G é pré-revestida com IgG anti-humano de camundongo para deteccdo de
IgG anti-COVID-19, a linha M é pré-revestida com IgM anti-humano de camundongo para
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deteccdo de IgM anti-COVID-19 e a linha C é revestida de 1gG de cabra anti-camundongo
(essa linha deve sempre aparecer para mostrar que o teste funcionou corretamente, ndo indica
doenca, é apenas um controle interno do método).

A amostra é dispensada no poco designado por “S” e migra por capilaridade ao longo
da membrana de nitrocelulose, onde uma particula de ouro “antigeno-coloidal recombinante”
reagird como os anticorpos especificos para SARS-CoV-2, se estes estiverem presente na
amostra. Como adi¢do de um reagente tampao (revelador da reacdo), formara um complexo
antigeno-anticorpo.

Os anticorpos migram ao longo da membrana e ligam-se aos anti-anticorpos fixados
na janela de leitura, na area das linhas G e M, formando uma linha vermelha, visivel na
membrana. Se houver auséncia de linha na regido C (controle), o teste ndo pode ser
considerado valido; se houver linha somente na regido de controle é ndo reagente, portanto,
testagem negativa para COVID-19; se houver linha em ambas as regibes M/G e C, é

considerado reagente, portanto, é testagem positiva para COVID-19 (Figura 29).
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Figura 29: Como ¢ realizado a leitura de resultados dos testes rapidos: negativo e
positivo, frente a diversos cendarios da infecgao.

Leitura de resultados:

O resultado s6 sera negativo se aparecer uma linha
colorida na regido controle (C).
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No aparecimento de todas as linhas coloridas, informa que
o resultado é positivo para os anticorpos IgM e IgG.
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Somente o aparecimento de IgM positivo na regido M,
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também informa resultado positivo.
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Somente o aparecimento de IgG positivo na regido G,
também informa resultado positivo.
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Fonte: Pereira & Torquati, 2020.

Os testes rapidos (TRs) para COVID-19 ainda informam em qual fase da doenca o
paciente encontra-se. A presenca de IgM para fase aguda, de IgG informando memoria
imunologica e ndo fase cronica, pois essa doenca ndo tem fase croénica.

A especificidade citada para os anticorpos do tipo IgM varia, dependendo do kit, entre
94% a 98%, de acordo com os fabricantes. Para os anticorpos do tipo 1gG, observou-se uma
oscilacdo entre 97% e 98%. A sensibilidade para os anticorpos IgM variou entre 85% e 90%

e para os anticorpos do tipo 1gG entre 95% e 100%. *4

e Interpretando os Resultados:

Resultado NEGATIVO: IgM (-) negativo e 1gG (-) negativo, o individuo ndo teve
contato com virus, ou seja, ela ndo se encontra doente. Contudo, o teste tem uma
probabilidade significativa de apresentar um falso negativo, pois o paciente pode estar no

periodo de janela imunoldgica (ainda nao produziu os anticorpos) deste modo, ndo detectado

“* Disponivel em: Acuracia dos testes diagndsticos registrados para a COVID-19. Acesso em: 22/07/2020.
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pelo teste. E aconselhavel refazer o teste ap6s 15 dias para confirmagao do resultado (Figura
30).

Resultados POSITIVOS: Esse resultado pode apresentar cenarios diferentes, e a

explicacdo esta diretamente relacionada ao tempo de infeccdo (Figura 30)., veja a seguir:

e IgM (+) positivo e IgG (-) negativo, a infecgcdo encontra-se na fase aguda e/ou em
evolucao, significando que a carga viral estd aumentando de acordo com a replicacédo

viral, 0 organismo do paciente apresenta uma alta quantidade de IgM;

e IgM (+) positivo e IgG (+) positivo, a infecgdo encontra-se na fase aguda ativa da
doenca, contudo a infeccdo pode apresenta declinio, significando que o sistema
imunoldgico do paciente esta “conseguindo combater” o virus, nessa fase o paciente

ndo pode transmitir o SARS-CoV-2 e pode esta criando uma protecdo ao virus;

e IgM (-) negativo e IgG (+) positivo, essa fase informa a “virada imunoloégica” ou
“memoria imunologica”, o paciente ja se encontra curado, ou seja, ele ja foi infectado
e agora pode apresentar imunidade contra o virus.

Figura 30: Modelos de resultados invalidos dos testes rapidos.

Resultados invalidos:

Se ndo houver uma linha colorida na regido controle (C), o resultado é considerado invalido.

m =)
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- ol
p E—
m m
2 2
1 s | | S |
e iR
=T o0 o z o0 v

Fonte: Pereira & Torquati, 2020.
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O teste rapido € considerado um teste de triagem ou rastreio, que permite investigar
de forma répida a populacdo, os provaveis casos de infec¢do. O rastreio auxilia na tomada de
decisdo frente ao isolamento social do individuo, e permite que o nucleo familiar que este se
encontra também possa ser rastreado, evitando uma disseminagdo ainda maior da doenga. O
ideal seria testar toda a populacéo por meio de teste rapido.

Embora o teste rapido (TR) ofereca vantagens, como rastreio citado acima, sempre
que o resultado for positivo € necessario a realizacdo de um teste confirmatdrio, com maior
sensibilidade (capaz de deteccdo mesmo de pouquissimos virus presentes e ndo depende dos
anticorpos, a pesquisa € pelo virus) e mais especificidade (busca “exclusivamente” pelo alvo,
ndo confunde com outros virus). O diagndstico "padrdo ouro” para é o teste molecular RT-
PCR em tempo real que sera abordado adiante neste capitulo. °

A realizacdo adequada do TR é indicada quando ha um possivel paciente
contaminado, que apresenta sintomatologia caracteristica da COVID-19, ou que se
apresentou anteriormente como um caso suspeito, e possivelmente pode ter gerado anticorpos
de memodria (IgG) no organismo. Também se recomenda a realizacdo do exame, individuos
do grupo de risco especialmente idosos, diabéticos, pacientes com doenca cardiacas e
pacientes que possuem, sindromes respiratorias. Em casos de pessoas que tiveram contato
prévio com infectados, como por exemplos profissionais da salide que possuem esse contato
diario com o virus, sugere a realizacdo do TR na presenca de sintomas caracteristicos da
COVID-19 e com intervalo prioritariamente de quatorze dias ap0s 0s primeiros sintomas.

A interpretacdo correta dos resultados é imprescindivel, pois ira determinar a
condicdo do paciente e quais medidas de interferéncia clinica, serdo necessarias para

melhorar o seu progndstico.

Vocé sabia?

primeiro criada para o estudo das proteinas séricas.

|
1
1
1
1
|
i e A técnica de imunocromatografia comecou a ser desenvolvida nos anos 60, sendo
1
1
i e Existem outros testes para confirmacdo da infec¢do por SARS-CoV-2, tais como:

“ Disponivel em: https://covid19-evidence.paho.org/handle/20.500.12663/1631?show=full&locale-
attribute=pt_BR. Acesso em: 29/07/2020.
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cultura de sangue para descartar outras causas de infec¢do do trato respiratério
inferior e exames de imagem como: raio X do térax para pacientes com suspeita de
pneumonia; e tomografia computadorizada (TC) do torax, pacientes com
acometimento do trato respiratorio inferior (diretrizes do Ministério da Satde).

e Moléculas estranhas ao nosso organismo recebem o nome de antigeno (Ag). Um
exemplo é a glicoproteina de superficie do SARS-CoV-2, a Spike.

e Os plasmdcitos sdo células derivadas dos linfocitos B e sdo os responsaveis pela
sintese de anticorpos (leia capitulo 8 - Cientista Mirim, uma forma lddica de
compreender isso).

Uma “pitadinha” de Biologia Molecular para leigos.

Calma pessoal! Nao sera dificil de entender nada aqui. Por favor, ndo desistam de ler
até o final.

Antes de falarmos sobre o Diagndstico Molecular da COVID-19, precisamos “dar
embasamento” ao leitor sobre o assunto, porque como dissemos no inicio deste capitulo,
queremos que o leitor REALMENTE ENTENDA sobre o assunto. Queremos convidar vocé
leitor para entrarmos apenas um “pouquinho” no universo da Biologia Molecular; certeza

que vocé ira se apaixonar!

® A impactante descoberta do DNA!

Uma mudanga “impactante” na ciéncia ocorreu em 1953, com a publicacéo
dos cientistas Watson e Crick na revista Nature (WATSON; CRICK, 1953)
desvendando a estrutura do DNA (acido desoxirribonucleico). Inicialmente, uma
jovem quimica, Rosalind Franklin, obteve em seus estudos a primeira “fotografia de
raio-x” do que seria a molécula dupla hélice do DNA (Figura 31). Esta “foto” deu

base para o trabalho dos cientistas Watson e Crick.
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Figura 31: Difracdo do raio-x do DNA obtida pela cientista Rosalind Franklin.

difracacraiox

W

Fonte: 6.
O DNA ¢ o codigo que armazena toda a informacdo de quem somos, como

somos e como seremos. Todas as nossas caracteristicas fisicas e comportamentais
estdo “gravadas” no nosso DNA. Esse “codigo” apresenta sequéncias unicas entre as
diversas espécies no planeta, e até mesmo entre individuos, de forma tal, que é
possivel identificar uma pessoa Unica no meio de bilhdes de pessoas, através da
sequéncia do DNA.
A parte bioquimica dos acidos nucleicos nos ensina que o DNA é o Acido
Desoxirribonucléico, e 0 RNA é o &cido Ribonucleico. Vamos entender isso:
Os acidos nucleicos sao formados da juncao entre 3 moléculas:
e Uma pentose (agucar);
e Uma base nitrogenada (Adenina, Guanina, Timina e Citosina e Uracila
- RNA);
e Grupamento fosfato.
Juntas, essas moléculas formam o nucleotideo (Figura 32), unidade béasica da
construgdo dos &cidos nucleicos (como se fosse o tijolo da parede de uma casa, 0s tijolos

juntos formam a parede).

“6 Disponivel em: https://profiles.nIm.nih.gov/spotlight/kr/feature/biographical. Acesso em: 20/07/2020
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Figura 32: Estrutura molecular dos nucleotideos, componente primordial dos acidos
nucleicos.
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—

Nucleotideo ‘

Créditos da ilustracdo Brandéo, 2020.

A primeira diferenca entre DNA e RNA esta na estrutura bioquimica dos
acucares que compdem a molécula (pentose). No DNA, diferentemente do RNA, nédo
tem um oxigénio junto ao hidrogénio, ligado ao carbono 2’ (hidroxila) como pode ser
observado em vermelho na Figura 33 a seguir. Por isso o DNA ¢é

“desoxirribonucleico” (desoxi = “sem oxigénio”).
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Figura 33: DNA e RNA. No carbono 2’ o DNA nao tem oxigénio ligado ao

hidrogénio.

OH H OH HO
Dexorribose Ribose

Fonte: Google - Dominio publico.

Outra diferenca bioquimica estad na composicao dos nucleotideos. No DNA temos 4
bases nitrogenadas (Figura 34).

e Timina, Adenina, Guanina e Citosina.

Ja no RNA a base Timina e trocada por Uracila:

e Uracila, Adenina, Guanina e Citosina.

Por fim, a diferenca agora é estrutural. O DNA é uma dupla-fita ou melhor, dupla-
hélice anti paralela. Enquanto o RNA é uma fita Unica, que pode ser reta ou enovelada (a
depender da funcdo do RNA). Ambas as moléculas, DNA ¢ RNA tem “cabeca e cauda”
(extremidade 57, extremidade 3”) (Figura 34).
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Figura 34: Diferencas na composicao de bases e estrutura do DNA e RNA.
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H& muitas outras informagdes relevantes sobre o0 DNA e especialmente 0 RNA.
Embora o DNA seja o cddigo, 0o RNA é uma molécula “coringa” com varias fungdes celulares
essenciais a vida no planeta. Precisaria de muito mais contetudo para explicar os detalhes
dessas moléculas e suas inumeras funcées! Nao € o foco neste capitulo. Mas, se conseguimos
deixar vocés curiosos, abaixo tem um link para um material muito bom sobre o DNA.
Também criamos uma lista com livros referéncias com conteudo aprofundado sobre o

assunto.

“" Disponivel em: https://www.diferenca.com/dna-e-rna/. Acesso em: 20/07/2020.
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© bnA Vs RNA
e Livros de Bioquimica e Biologia Molecular - nivel avancado:

1. (NELSON; COX, 2018).
2. (ALBERTS etal., [S.d.]).

e |

O aperfeicoamento cientifico nos campos da Bioguimica e Biologia molecular
viabilizou muitos avancos, e com a realizagdo do sequenciamento genético, e identificacdo
de micro-organismos que causam doencas através da pesquisa do DNA, a medicina vive uma

nova era.

Os avangos na ciéncia ndo param!

Sabe-se também que alguns micro-organismos, como 0s virus, podem apresentar o
genoma constituido de DNA ou RNA. O melhor exemplo é o virus causador da doenca
COVID-19, 0 SARS-CoV-2 (veja capitulo 2 para mais detalhes). Logo, técnicas avangadas
de biologia molecular, como falaremos a seguir da PCR e RT-PCR, permitem diagnosticar
um patdgeno através da presenca de algum destes acidos nucleicos, oriundos do patégeno

invasor.

Entdo, agora que ja entendemos melhor os acidos nucleicos, vamos falar dos métodos

moleculares de diagnostico.

Entendendo a técnica de Biologia Molecular, PCR.

A Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR - do inglés Polymerase Chain Reaction),
foi inventado pelo cientista, o Dr. Kary Mullis, em 1983. E uma técnica muito poderosa,

capaz de amplificar regides especifica do DNA ou cDNA (DNA complementar - veja
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adiante) utilizando uma pequena fragdo desse material, resquicios de DNA em uma cena de
crime, por exemplo, ou um virus, bactéria, um fungo, presente em uma amostra bioldgica
(como sangue) que sdo colhidas para diagnostico da doenca. O DNA pode ser extraido de
qualquer tipo de célula nucleada, como células teciduais e bucais por exemplo, ou de um

fluido biolégico que contenha um patégeno (escarro, sangue, liquor etc.).

Vocé sabia?

e A técnica de PCR pode ser realizada até mesmo em cadaveres, materiais bioldgicos:
dentes, bulbo capilar etc. Essa possibilidade auxilia na pericia criminal em diversas

tempo indeterminado na cena do crime.

e A PCR também pode ser realizado em tecidos congelados ou fixados e incluidos em

parafina.

e Em 1993, o cientista Dr. Kary Mullis, ganhou o prémio Nobel de quimica, com apenas

10 anos apos a descoberta da PCR que ocorreu em 1983.

A PCR copia um processo que nossas células realizam, que é duplicacdo do DNA
(mitose). Porém, nessa técnica, apenas fragmentos do DNA s&o ciclicamente duplicados. 1sso
permite que aparelhos capazes de detectar a presenca do material genético, consigam
“enxergar” 0 DNA que a cada ciclo aumenta o nimero de copias. Vamos entender isso.

O DNA das nossas células, bem como das bactérias, é duplicado em um elegante
processo, envolvendo diversas enzimas diferentes. Porém, uma enzima é indispensavel, esta
recebe 0 nome de DNA polimerase. A DNA polimerase é a enzima que duplica a fita de
DNA, nafase S (sintese) do ciclo celular. Apds essa duplicagcdo uma célula se divide gerando
agora duas células (Figura 35). Lembra da aula de ciéncias e biologia? Este processo ocorre
em nossas células na Mitose e Meiose! (Bactérias, fungos, protozoarios, helmintos, também
realizam este processo). Uma bactéria se divide em duas; e foi das bactérias que retirou-se a
enzima DNA polimerase, utilizada nas rea¢es de PCR. Usamos a enzima Taq Polimerase,

da bactéria Thermophilus aquaticus.

1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
: investigagoes e solugOes de caso, uma vez que o material genético pode ficar por |
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
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Figura 35: Duplicacdo do DNA e celular.
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Creditos da ilustragdo Branddo, 2020.

A Taq Pol amplifica qualquer fragmento de DNA, mas para isso ela precisa de alguns
ingredientes, como uma receita de bolo. A Taq Pol precisa dos “tijolos” que compdem o
DNA (nucleotideos) afinal ela ira sintetizar uma nova molécula, precisa de material para
obra. Além disso, a Taq Pol precisa de “pedacinhos” de DNA que permitem a enzima iniciar
0 processo, sdo 0s primers, ou iniciadores, ou oligonucleotideos (oligo = poucos - “poucos

nucleotideos”) (Figura 36 e Figura 37).
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Figura 36: Componentes necessarios a reacdo de PCR. Taq Pol - Taq
Polimerase; Primers; Nucleotideos; DNA.
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Creditos da ilustracdo: Brandao, 2020.
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Figura 37: Ciclo de PCR. Apos cada ciclo de PCR as moléculas de DNA séo
duplicadas. O aumento no nimero de moléculas é exponencial e tem a formula 2" (n =
namero de moléculas).
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Créditos da ilustracdo Brand&o, 2020.

O que é um primer?

Os primers utilizados na reagdo de PCR sdo pequenas sequéncias de DNA de fita
simples, aproximadamente de 20 nucleotideos, que completam a sequéncia alvo a ser

a
para iniciar a reacdo. A Taq Pol s6 consegue polimerizar uma nova cadeia de DNA a partir de
u

m primer.

Quer saber mais?

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
mplificada (Figura 37). Cada reacdo necessita de dois primers (Forward e Reverse) e servem |
1
1
1
1
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Qual a fungdo da Taq polimerase/DNA polimerase?

q
dupla de DNA e permitir a amplificag&o.

Quer saber mais?

Khan Academy

Existem diversas possibilidades de amostras bioldgicas que podem ser utilizadas
como fonte de DNA para realizagdo da técnica de PCR e sua versGes mais avancadas, dentre
as quais: pelos, esperma, amostra de saliva, escarro, 0ssos, sangue, tecidos, etc. Desde que a
amostra bioldgica apresenta células nucleadas ou com material genético presente na amostra,
é possivel identificar o DNA de qualquer espécie.

Ao passar dos anos, a técnica de PCR foi sendo cada vez mais aprimorada, para
melhorar a sua performance e o resultado. Em 2003 foi desenvolvido o PCR em tempo real
(RT-PCR), uma metodologia mais sensivel e mais rapida de analisar a amplificagdo do DNA

alvo.

e O método molecular RT-PCR.

O RT-PCR € uma reacdo de transcriptase reversa, que usa moléculas fluorescentes
que se ligam ao DNA ou cDNA (DNA complementar) na amostra que esta sendo
amplificada. A presenca do fluoréforo permite que o sistema, no qual a reagdo de RT-PCR
estd ocorrendo, seja capaz de captar a luz emitida toda vez que uma molécula de DNA ¢
amplificada. Quanto maior a fluorescéncia, maior € o nimero de moléculas de DNA. Esta

tecnologia vem sendo amplamente empregada nas pesquisas biomédicas, e no diagnostico

A Taq polimerase ¢ uma enzima com fungdo de “estender” os primers em uma reagdo de
polimerizacdo. A TaqgPol da bactéria Thermophilus aquaticus apresenta uma caracteristica que
a diferencia das DNA polimerases humanas; essa enzima € capaz de resistir a temperaturas
elevadas (entre 70 a 100°C) sem desnaturar. Essa caracteristica & muito relevante tendo em vista

ue a técnica de PCR possui etapas com temperaturas altas para “abrir” (desnaturagdo) a fita
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das mais variadas doencas: desde cancer a agentes infecciosos, e recentemente, no
diagnostico definitivo da COVID-19 (NASCIMENTO; SUAREZ; PINHAL, 2010).

Primeiramente, vamos entender a reacdo de "transcricio reversa". E bem simples, a
reacao consta da transcricdo reversa de uma molécula de RNA em DNA. Essa foi reacdo foi
descoberta nos retrovirus (virus que fazem "transcricao reversa, exemplo: HIV). Antes dessa
descoberta, pensava-se que sé havia o caminho DNA para RNA. Contudo, em Biologia ha
sempre surpresas a frente!

A transcricdo reversa ocorre com a participacdo de uma enzima, a Transcriptase
reversa (observe que todas essas reacdes dependem de enzimas especificas: Taq polimerase,
por exemplo). Apos a descoberta dessa enzima os cientistas criaram uma forma de aproveitar
este mecanismo introduzindo est4 exatamente aos métodos de PCR.

A Taq Pol que amplifica o DNA, s6 consegue fazé-lo se o molde for de DNA. Entéo,
para analisarmos moléculas de RNA no passado, usava-se um método bem mais complicado
e que carecia quantidades muito maiores (o Northern blot era um desses métodos). Na
transcricdo reversa basta extrair o RNA de uma célula ou um virus, como do SARS-COV-2
que vimos no capitulo 2 se tratar de genoma de RNA, e colocar em uma reacdo com a enzima
transcriptase reversa. A enzima ira sintetizar uma molécula denominada cDNA (DNA
complementar a fita de RNA molde) a partir do RNA. Feito isso, basta adicionar este cDNA
a reagdo de RT-PCR, juntamente com seu par de primers e reagentes como nucleotideos,
Magnésio, agua. Toda essa mistura (parece receita de bolo) vai para a maquina que fara os
ciclos e contara, por meio de um sensor laser, a ampliacdo do DNA.

Na reacdo de PCR em tempo real, adiciona-se um reagente que fluoresce quando
encontro dupla fita de DNA, é o Sybr green (brilho verde). Porém, como na Biologia
Molecular os avangos nunca param, a partir de 1991 o Dr. Kary Mullis (lembre dele? Falamos
h& pouco na descoberta da PCR) descobriu uma forma de tornar a RT-PCR ainda mais
sensivel e especifica. Ele sugeriu adicionar a esta reacdo uma sonda interna ao fragmento

amplificado a partir dos primers. Vamos entender isso melhor a seguir.
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® RT-PCR pelo método TagMan.

O método RT-PCR TagMan é uma das mais elegantes e inteligentes
formas de analisar a presenga de &cidos nucleicos em uma amostra. O nome
TagMan vem a partir do Game “PacMan” (Taq Polymerase + PacMan =

TagMan) e vocés entenderdo o porque.

Os testes de PCR empregados no diagnostico e pesquisa, precisam ser muito
especificos, como definimos anteriormente neste capitulo, ser especifico é ser “exclusivo”
daquele organismo estudado, ou neste caso, ser “exclusivo” do SARS-CoV-2. Isso implica
que ao realizar este teste, ndo pode haver reacdo cruzada com nenhum outro virus, ou mesmo
outro micro-organismo, ou mesmo com DNA humano. Lembre-se que quando é colhida
amostra nasofaringe, células da nossa mucosa também estdo presentes, logo o teste precisa

diferenciar o DNA Humano do genoma viral.

e O que é uma sonda?

Os primers, que falamos hé pouco, sdo “desenhados” para somente amplificar a
regido do gene de interesse para diagnostico do SARS-CoV-2. Porém, para garantir ainda
mais especificidade, uma pequena sonda de DNA (um pequeno fragmento de DNA) é
construido para se ligar dentro do gene que os primers permitem amplificar. Pensa em um

pequeno fragmento de DNA se ligando internamente a um "gene™ ou fragmento deste.
O mais genial vem agora!

A sonda, assim como os primers e 0 DNA, tém uma "cabeca” (5) e uma "cauda” (3").
Na "cabeca " os cientistas colocaram uma molécula que emite luz, um tipo de Fluordéforo,
diferente do usado na RT-PCR comum, que citei logo ali atras) e na cauda os cientistas
colocaram uma molécula que "apaga" esse Fluoréforo (Quencher - extintor ou apagador)
(Figura 38).
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Figura 38: Sonda de DNA ligada a regido interna do gene alvo a ser amplificado

na reacdo de RT-PCR. F = Fluoréforo; Q = Quencher.

Sonda ligando

internamente ao alvo
Primer 1
Ao T *.‘?‘?T'
T ¢ ¢ ATG6GCA TG CATTGCATTG GO CATTG GO CA

Créditos da ilustracdo Brand&o, 2020.

Mas para que iss0?

Ora, para a sonda nao brilhar enquanto estiver integra! Enquanto o Quencher estiver
proximo ao Fluordforo, a sonda nédo brilha, pois o Queencher “sequestra” a fluorescéncia.
Lembra que expliquei que sonda fica na regiédo interna entre os primers (Figura 38)? Devido
a isso, quando a Taq Pol encontra os primers ela comeca a estender a nova fita de DNA,
"andando™ em cima da fita de cDNA do virus SARS-COV-2, por exempl; ao encontrar a
sonda, a Taq Pol faz igualmente o PacMan do video game, ela quebra ou "come" a sonda

porque esta estd impedindo a passagem da Taqg Pol (Figura 38). Ao quebrar a sonda para
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passar, a Taq Pol separa o Fluoroforo do Quencher, e agora ele brilha bastante, assim, o laser

da maquina de RT-PCR consegue captar esse brilho e entende o seguinte:
- Opa! Acabou de amplificar uma nova Molécula de DNA ali.

E assim o sistema vai quantificando os picos de fluorescéncia e coloca esses dados
em um gréfico de curva (Figura 39). Deste modo, se houver cDNA do SARS-CoV-2 na
amostra, nasofaringe coletada de um individuo com suspeita de estar com COVID-19, na
RT-PCR TagMan havera fluorescéncia e o computador detectada e acusa laudo COVID-19

positivo (Figura 39).

Devido a alta sensibilidade e especificidade desta técnica, ela é recomendada como
"padrdo ouro ", ou seja, o que ha de melhor para diagnosticar, assertivamente, COVID-19.

Este mesmo teste também é empregado no diagnostico do HIV.
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Figura 39: Sonda de DNA ligada a regido interna do gene alvo a ser amplificado
na reacdo de RT-PCR. Estrela = Fluoréforo; Circulo cinza = Quencher.

1 Cada pico de i
- fluoreseéncia ¢ lido »
» ha maquina e gera :
v Um graficocomo ,
\ ' resultado de

+  Fuordforo livre do :
' Quencher “"brilha”ea
+ maquina de PCR detectaa |
'
J

1
i amplifieagio ! ! fluorescéncia e quantifica o
---------- : & : mA
I Toda essa reagio | SR
estd ocorrendo » P ;
fo | dentrodo ! PR
+ 0 Anallsta Clinico | * s, sl '«

1 interpretaodado + | —n

! damaquinae -|£ p
y liberaolavdo:

COVIP-19 Positivo 1 "

A C 6 T ACGTACGSGTACGSGTACSG6TATCTSEGT
AT 6 ¢
: 5
Primer 2
Creditos da ilustragdo Branddo, 2020.
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I Quer saber mais sobre TagMan RT-PCR? i
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RT-PCR (Real Time - Polymerase Chain Reaction) no diagnéstico da

CoOVID-19

A RT-PCR em tempo real ¢ método molecular de diagndstico que esta sendo
empregado no diagndstico da COVID-19, além de ser o exame que confirma e diagnostica
a infeccdo por SARS-CoV-2, devido a confiabilidade dessa metodologia.

A RT-PCR no contexto do diagndstico laboratorial da COVID-19 é um método
molecular, que permite a quantificacdo dos produtos de amplificacdo in vitro de regides
génicas do SARS-CoV-2. Tal como 0s anatomistas conseguem dissecar um cadaver, 0s
cientistas que estudam o novo coronavirus conseguiram ‘“dissecar” a estrutura molecular

desse virus.

O SARS-CoV-2 é um virus envelopado cujo acido nucleico que o constitui é o &cido

ribonucleico (RNA) (veja capitulo 2 deste livro para mais detalhes). Algumas regides

presentes no virus tem sido alvo de estudo tanto para diagndstico deste, bem como para a
producdo de vacinas (veja o capitulo 4 para mais informac6es). Para a técnica de RT-PCR é
necessario conhecer possiveis regides que sejam especificas para identificar o novo
coronavirus. Essas regifes especificas sdo conhecidas como marcadores genéticos para
deteccdo do SARS-CoV-2. Alguns genes, dentre os quais 0 N, E, S e RdRPo que codificam
respectivamente, uma nucleoproteina viral, uma proteina do envelope viral, a glicoproteina
Spike e uma enzima RNA polimerase dependente de RNA (Figura 40), sdo 0s principais

“marcadores genéticos” para confirmar a presenga do novo coronavirus em amostras clinicas.
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Figura 40: Organizacao estrutura do genoma de SARS-CoV-2.
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Fonte: “8. Acesso em: 29/07/2020.

Diante desse conhecimento gendmico viral, varias regides do mundo desenvolveram
protocolos confiaveis de RT-PCR para deteccdo do SARS-CoV-2 em amostras de pacientes
suspeitos de estarem com a COVID-19. A China estabeleceu um protocolo, bem como EUA
(Estados Unidos da Ameérica) pelo CDC (Center for Disease Control) e Alemanha (Hospital
Charité) para testar a presenca ou auséncia do RNA viral em amostras clinicas. A
Organizacao Pan-Americana da Satide (OPAS/OMS) recomenda a utilizagdo dos o protocolo
de Berlim (Hospital Charité).*

De acordo com este protocolo é necessario a identificacdo de dois genes alvos
diferentes, contudo, descobertas cientificas apontam que o gene E, possui uma sensibilidade
maior que os demais marcadores e sugere que 0 mesmo, seja o principal gene a ser detectado

na realizaco dos testes.'*

“8 Disponivel em: https://www.discngine.com/blog/2020/3/27/sars-cov-2-2-from-the-viral-genome-towards-
protein-structures.

“9 Disponivel em: https://portalarquivos.saude.gov.br/images/pdf/2020/April/19/BE12-Boletim-do-COE.pdf.
Acesso em: 29/07/2020.
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Para a realizacdo do teste de RT-PCR ¢é necessario a obtencéo de amostras bioldgicas,
da nasofaringe, aspirado ou lavado nasal de pacientes que apresentam sintomas caracteristico
para a COVID-19, a coleta dessas amostras deve ser realizada até o 7° dia do aparecimento
dos primeiros sintomas da infeccdo. Se o material bioldgico de escolha € da nasofaringe,
utiliza-se a introducdo um swab pela cavidade nasal, o swab imediatamente é inserido em
uma solucdo fisioldgica estéril ou meio de transporte universal viral. Na preparacdo da
amostra para realizacdo do teste, é necesséaria a inativacdo do virus (para que ndo ocorra
nenhuma contaminacdo), 0 processamento consiste em separar o percentual de amostra em

tubos com tampdo de lise viral, que vai inativar o virus (Figura 41).

Figura 41: Coleta e analise por RT-PCR de amostras nasofaringe de pacientes
suspeitos com COVID-19.

19?
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Em seguida, as amostras sem risco de contaminacao, inicia o processo de extracdo do
material genético do SARS-CoV-2, que é 0 RNA. Apoés a extracdo do RNA da amostra, inicia
a reacdo de RT (transcricdo reversa), conforme explicado anteriormente possui a finalidade

de converter o RNA em cDNA, por meio da reacdo enzimatica.

E realizado em seguida o RT-PCR TagMan que ira formar cadeias novas de DNA a
partir dos primers, e com a amplifica¢do as sondas sdo “quebradas” (clivadas) pela Taq Pol
resultando em um aumento da fluorescéncia (Figura 41). A cada ciclo o nimero de
moléculas de DNA duplicadas aumenta, até alcancar o limiar de anéalise (threshold), apds
esse processo é possivel realizar a avaliagdo das amostras, e com isso a interpretacdo dos

resultados e um provavel diagndstico®.

Os resultados sdo demonstrados por meio de grafico, as linhas representam: linhas de
controle e linhas positivas. Cada linha refere-se a um marcador alvo do SARS-CoV-2 e
informa qual gene foi detectado pelo exame (Figura 40 e Figura 41). Resultados positivos
informam a infecgéo pelo virus e resultados negativos descartam a possibilidade de infeccao
pelo SARS-CoV-2. Entretanto, deve sempre ser observado e avaliado em referéncia ao
historico clinico-epidemiologico do paciente. Somente um Analista Clinico, com dominio da
biologia molecular e das técnicas empregadas, consegue interpretar corretamente o laudo ou

sugerir nova analise.

Atengdo!

O padrao de identificacdo soberano do SARS-CoV-2 é mediante RT-PCR que se mostra
demasiadamente especifico, concluindo de fato que aquele organismo esta infectado. Apesar da
alta especificidade dos resultados, ainda ndo pode se considerar a “nao detec¢ao’’ uma validacao
absoluta de que ndo ha presenca do virus no organismo; sendo recomendada a repeticdo do teste
molecular caso haja alguma inexatiddo na fase pré-analitica (preparo e monitoramento

inadequados da amostra) podendo gerar variabilidade na eficiéncia do teste e, assim, gerando

*% Disponivel em: https://jamanetwork.com/journals/jama/article-abstract/2762452. Acesso em: 02/08/2020.

129


https://jamanetwork.com/journals/jama/article-abstract/2762452

E resultados ndo fidedignos (TAHAMTAN; ARDEBILI, 2020; VIEIRA; EMERY; ANDRIOLO,
 2020).
1
1
1

Precedente a liberacdo dos resultados, é necessario o cumprimento de trés etapas
fundamentais, que separam os procedimentos e evitam eventuais erros que influenciam no

diagnostico:

e Fases de realizagdo do diagnéstico por RT-PCR.

e Pré-analitica: Serarealizada a recepcdo e cadastramento da amostra no GAL
(gerenciador de ambiente laboratorial), verificacdo da integridade, volume
e rotulacdo da amostra (monitorando a ficha e a etiqueta).

e Analitica: Sera realizada a inativacdo do virus, a extracdo do RNA viral
(método manual ou automatizado), a conversdo do RNA viral em cDNA e
amplificacdo de genes alvo especificos para o virus pelo método de RT-
PCR. Os resultados da RT-PCR séo dispostos em graficos com curvas de
amplificacdo viral (caso sejam positivas) visualizados em tempo real em um
computador com interface com o termociclador (méquina que realiza o RT-
PCR).

e Pods-analitica: Interpretacdo dos graficos gerados pela reagdo de RT-PCR,
liberacdo dos resultados de forma digitalizada, registro no sistema. Antes da
liberacdo o laudo (quando positivo para o virus sera liberado como
DETECTAVEL ou NAO DETECTAVEL quando negativo) é conferido e
assinado por um profissional analista clinico com formacao ou habilitacdo
na area de analises clinicas. %

| ]

Com base em toda a discussdo ao longo deste capitulo, torna-se evidente que para a
realizacdo de um diagnostico preciso da COVID-19, seja por meio da RT-PCR e/ou

empregando técnicas soroldgicas, é indispensavel que se tenha um conhecimento prévio ndo

*1 Disponivel em: https://portalarquivos.saude.gov.br/images/pdf/2020/April/19/BE12-Boletim-do-COE.pdf.
Acesso em: 29/07/2020.
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apenas das técnicas empregadas, mas também da curva de progressdo da doenca, uma vez
que, com o decorrer do tempo ap6s do contato com o SARS-CoV-2, os marcadores

investigados para diagnosticar a infeccéo se alteram (Figura 42).

Figura 42: Linha do tempo: informa os dias e seus intervalos, para detecg¢éo do
SARS-CoV-2, e 0s teste que podem ser utilizados.

Linha do tempo para Diagnéstico da COVID-19

s o 0 material genético
urgem os primeiros | G GSitiVD .
sintomas Ea do virus pre§gnte
(RT-PCR Positivo)

Até 5" dia 14° dia Até 0 28° dia

/\O ° ?
O O
Dia 0 7° dia 21° dia Apés o 28" dia

Inicio Ela
Infecgao . O material genético
IgM positivo IgM desaparece do virus desaparece
(IgM Negativo) (RT-PCR Negativo)

Intervalo de detecgiio do teste RT-PCR

Creditos da ilustracdo: Torquati & Pereira.
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