Tiago Peralta Cordeiro

Diagnéstico Laboratorial da Infeccao e Determinacao do Estado Imune para o

SARS-CoV-2

Faculdade Ciéncias da Saude
Universidade Fernando Pessoa

Porto, 2021






Tiago Peralta Cordeiro

Diagnéstico Laboratorial da Infeccao e Determinacao do Estado Imune para o

SARS-CoV-2

Faculdade Ciéncias da Saude
Universidade Fernando Pessoa

Porto, 2021



Tiago Peralta Cordeiro

Diagnéstico Laboratorial da Infeccao e Determinaciao do Estado Imune para o

SARS-CoV-2

Trabalho apresentado a Universidade
Fernando Pessoa como parte dos requisitos
para obtencdo de grau de Mestre em

Ciéncias Farmacéuticas.

Faculdade Ciéncias da Saude
Universidade Fernando Pessoa

Porto, 2021



Diagnéstico Laboratorial da Infec¢@o e Determinag@o do Estado Imune para o SARS-CoV-2

Resumo

A pandemia originada pelo Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-
CoV-2) levou a alteragdes profundas no statu quo da populacdo mundial, que se sentiu
coagida a adaptar-se as medidas de seguranca impostas, como forma de travar a sua expan-
sdo. Efectivamente, o contexto pandémico gerou um esfor¢o redobrado na investigacao
cientifica e no desenvolvimento de novas terapéuticas anti-virais, vacinas profilacticas, e
em particular aqueles que foram o objecto de estudo desta dissertacio, isto €, os testes de

diagnostico da infecc@o por SARS-CoV-2 e os testes de imunidade.

Com efeito, a revisdo bibliogréfica aqui apresentada, incide num tema bastante actual e
de importancia global, pelo que muitos testes de diagndstico para a infeccao por SARS-
CoV-2 e de determinacao do estado imune, continuam a ser desenvolvidos e aprimorados,
a medida que tem vindo a evoluir o conhecimento sobre este virus e as manifesta¢des da

doenca causada por este, que é a Coronavirus Disease 2019 (COVID-19).

Nesta dissertacdo, discutiu-se o estado da arte relativamente aos diferentes tipos de testes
de diagndstico de infec¢dao por SARS-CoV-2 (moleculares e de antigénio) e de imunidade
(que tém por base a resposta humoral ou celular). Nesta andlise, teve-se em conta o
principio do método dos testes, a forma como t€m sido usados na pandemia e como se
complementam entre si, considerando o contexto em que cada um deve ser utilizado e as

limitag¢des inerentes aos mesmos.

Concluiu-se que actualmente os testes moleculares sdo aqueles que apresentam maior
sensibilidade e especificidade no diagndstico da infec¢ao aguda por SARS-CoV-2. Con-
tudo, os testes rdpidos de antigénio, ainda que menos sensiveis e especificos, sdo mais
adequados enquanto testes Point-Of-Care (POC) e possibilitam uma resposta mais ra-
pida no combate a pandemia. Realca-se ainda a importincia dos testes de imunidade,

fundamentais para aferir o estado imune de cada individuo relativamente a infec¢@o por
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SARS-CoV-2 e para monitorizar a eficdcia das vacinas na preven¢do da COVID-19.

Porém, € de relevar que o conhecimento cientifico sobre este tema estd em constante actu-
alizacao, com bastantes avangos e recuos, sendo que no momento de inicio da dissertacao

existiam muitas mais questdes do que respostas.

Palavras-chave: coronavirus; SARS-CoV-2; COVID-19; testes de diagndstico; RT-PCR

em tempo real; RT-LAMP; testes seroldgicos; testes de antigénio.
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Abstract

The pandemic caused by the Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-
CoV-2) led to profound alterations in the status quo of the world population that felt
compelled to adapt to the imposed safety measures as a form of halting its expansion.
The pandemic context generated a reinforced effort in scientific research and development
of new antiviral therapies, prophylactic vaccines, and, in particular, those that were the
object of study of this dissertation, that is, the diagnostic tests for SARS-CoV-2 infection

and immunity tests.

Indeed, the bibliographic review here presented focuses on a very current and of global
importance theme, fact by which many diagnostic tests for SARS-CoV-2 infection and
tests that determine the immune status continue to be developed and improved, as kno-
wledge about this virus and the manifestations of the related disease, which is Coronavirus

Disease 2019 (COVID 19), has been evolving.

This dissertation has discussed the state-of-the-art regarding different types of diagnostic
tests for SARS-CoV-2 infection (molecular and antigen) and immunity (based on the hu-
moral or cellular response). The analysis of each test acknowledged the context of usage,
their inherent limitations, the method’s principle, the application during the pandemic,

and how they complement each other.

In conclusion, currently, molecular tests present greater sensitivity and specificity in diag-
nosing acute SARS-CoV-2 infection. However, although less sensitive and specific, rapid
antigen tests are more suitable as Point-Of-Care (POC) tests and enable faster response in
combating the pandemic. The importance of immunity tests is also highlighted as funda-
mental to assess the immune status of each individual concerning SARS-CoV-2 infection

and to monitor the effectiveness of vaccines in preventing COVID-19.
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However, the scientific knowledge on the topic is constantly being updated, with many ad-
vances and setbacks. At the time the dissertation began, there were many more questions

than answers.

Keywords: coronavirus; SARS-CoV-2; COVID-19; diagnostic tests; real-time RT-PCR;

RT-LAMP; serological tests; antigen tests.
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I Introducao

Em Dezembro de 2019, foi diagnosticada pneumonia de etiologia desconhecida num
grupo de pacientes de Wuhan (China), sendo que a causa desse surto de pneumonia vi-
ria a ser atribuida a um novo coronavirus, detectado nas amostras recolhidas por lava-
gem broncoalveolar dos pacientes internados (Zhu et al., 2020b). O isolamento do virus
concretizou-se a 7 de Janeiro de 2020 (Chau et al., 2020) e foi realizado a partir de cé-
lulas epiteliais da via aérea (Zhu et al., 2020b). O 4cido ribonucleico (RNA), extraido
daquelas amostras, permitiu o sequenciamento do genoma completo do virus através da
combinacdo de técnicas de Next-Generation Sequencing (NGS) (Zhu et al., 2020b). O

novo coronavirus foi temporariamente denominado de 2019-nCoV (Zhu et al., 2020b).

No inicio de 2020, registaram-se vdrios surtos pelo novo coronavirus noutros paises além
da China (Rodriguez-Morales et al., 2020). O rdpido agravamento da epidemia levou
a que a Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) declarasse emergéncia de saide publica
de ambito internacional (PHEIC), a 30 de Janeiro de 2020 (World Health Organization,

2020e).

O virus inicialmente denominado 2019-nCoV, viria a ser renomeado Severe Acute Respi-
ratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) pelo Coronaviridae Study Group (CSG)
do International Comittee on Taxonomy of Viruses (ICTV) (Coronaviridae Study Group
of the International Committee on Taxonomy of Viruses, 2020), sendo a doenga provo-
cada por este denominada de Coronavirus Disease 2019 (COVID-19) pela OMS (World
Health Organization, 2020c). O rédpido e continuo aumento do nimero de casos de in-
feccao por SARS-CoV-2 a nivel global, levou a que a OMS decretasse a 11 de Marco
de 2020, que a epidemia tinha atingido o nivel de pandemia (World Health Organization,

2020g).
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A pandemia pelo SARS-CoV-2, além do elevado impacto que teve na saide publica, de-
vido a vérios factores, tais como a inexisténcia inicial de vacinas profildcticas, bem como
de um tratamento especifico, reflectiu-se ainda em termos econémicos e sociais, como
consequéncia das diversas medidas restritivas impostas pelos diferentes governos de cada
pais as respectivas populacdes, visando a promocdo do distanciamento fisico e, conse-
quente, reducdo da taxa de contdgio (Sanchez-Duque et al., 2020; Nicola et al., 2020).
Dentro das medidas mais restritivas, destacam-se os confinamentos gerais e parciais € o
fecho das fronteiras (Sanchez-Duque et al., 2020; Nicola et al., 2020). Medidas estas que
em alguns paises foram adoptadas somente na iminéncia do colapso do sistema nacional
de satde, quer por motivos de interpretacio legal (até que ponto era eticamente aceitdvel
confinar), quer por receios econdmicos (pois muitas actividades ndo podiam ser realizadas
por teletrabalho) (Sanchez-Duque et al., 2020; Nicola et al., 2020). Evidenciaram-se as-
sim, conflitos de "economia vs saide", em particular, dividas no quanto ambas nao seriam
interdependentes (Sanchez-Duque et al., 2020; Nicola et al., 2020; Xiong et al., 2020).
Por um lado, estas medidas representam fechos de espacos de trabalho, consequente au-
mento do desemprego e consequentes danos a saide mental de muitos dos directamente
afectados (Sanchez-Duque et al., 2020; Nicola et al., 2020; Xiong et al., 2020). Por outro
lado, sem estas medidas, verificava-se um aumento da taxa de contagio, conforme acima
referido (Sanchez-Duque et al., 2020; Nicola et al., 2020). De entre os locais que sdo
considerados de elevado risco de contdgio, destacam-se os restaurantes, hotéis, cafetarias,
entre outros, dai que alguns dos dos sectores mais afectados pelas medidas que visaram
mitigar a pandemia, tenham sido justamente a restauracdo, a hotelaria e o turismo (Chang

et al., 2020; Nicola et al., 2020).

Actualmente, a transmissdo de pessoa para pessoa € considerada a principal forma de
contdgio do SARS-CoV-2, podendo esta ocorrer pelo contacto fisico, assim como por via
aérea através de aerossois (particulas com didmetro inferior a 5 ym que podem permanecer

suspensas no ar, por longos periodos de tempo e deslocarem-se distancias superiores a
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um metro), ou goticulas respiratérias (particulas com diametro superior a 5Sum e que
consequentemente, permanecem suspensas no ar por um periodo de tempo muito mais
reduzido do que os aerossdis, pelo que para que ocorra transmissao viral através destas, o
distanciamento fisico deverd ser menor), disseminadas pela tosse ou esternutos (Comber
et al., 2020; Hassan et al., 2020; World Health Organization, 2020f). No que respeita aos
infectados assintomadticos, uma vez que apresentam uma muito baixa carga viral quando
comparados com o0s sintomadticos, supde-se que o risco de transmissdo por parte destes

seja mais reduzido (Cao et al., 2020).

Os quadros clinicos de infeccdo pelo virus SARS-CoV-2 podem ser muito distintos, na
medida em que, em muitos dos casos os portadores permanecem assintomaticos, enquanto
que, nas situacdes mais graves a infeccdo pode traduzir-se na faléncia de multiplos 6rgaos
e choque séptico (Hassan et al., 2020). Contudo, nos portadores sintomdticos, as manifes-
tagcdes clinicas descritas inicialmente como sendo as mais comuns foram febre, tosse nao
produtiva e astenia (Wang et al., 2020b). No entanto, em estudos posteriores, sintomas
como anosmia e disgeusia foram também descritos como sendo bastante frequentes e,

além disso, apresentaram um elevado valor preditivo positivo (VPP) (Luers et al., 2020).

O amplo espectro clinico da infeccao por SARS-CoV-2, associado a inespecificidade dos
sintomas mais comuns decorrentes desta, leva assim a dificuldades de diagndstico baseado
no quadro clinico (Cheng et al., 2020). Desta forma, os testes de diagnodstico laboratorial
tém um papel muito relevante no controlo da pandemia, dado que permitem a identifi-
cacdo dos infectados e o seu consequente isolamento profildctico, com a finalidade de
interromper as cadeias de transmissao do virus e de proporcionar um atendimento rapido
por parte dos servigcos de saide numa fase precoce da doenga, naqueles que manifestarem
sintomas de COVID-19 (Cheng et al., 2020), além de permitir rastrear outros casos pos-
siveis de infeccao entre os contactos préximos de um caso indice (Li et al., 2020c). Isto
€, rastrear os contactos proximos do primeiro individuo infectado a ser detectado pelos

profissionais de satde, num potencial novo surto (Giesecke, 2014).
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Os testes mais utilizados actualmente, t€m por base a detec¢do de componentes virais (mé-
todos directos), que pode consistir em material genético ou antigénico, bem como dos an-
ticorpos anti-SARS-CoV-2 produzidos na resposta imune (métodos indirectos) (Direcao-
Geral da Saide and INFARMED - Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de
Saude, I. P. and Instituto Nacional de Satide Doutor Ricardo Jorge, 2020a; Gurbuz, 2020).
Os testes de amplificacdo de 4cidos nucleicos (NAATSs), que detectam e amplificam o
RNA do SARS-CoV-2, sao considerados os testes de diagndstico mais especificos (Porte
et al., 2020; Ravi et al., 2020), nomeadamente a Real-Time Reverse Transcription Poly-
merase Chain Reaction (rfRT-PCR) que € a actual técnica gold standard de diagndstico
para 0 SARS-CoV-2 (Dire¢dao-Geral da Saude, 2020b; Li et al., 2020d; Rahbari et al.,
2021; World Health Organization, 2020b). Os testes rdpidos de detec¢do de antigénios,
surgem como uma alternativa aos testes moleculares, com potenciais vantagens na velo-
cidade de obtenc¢do de resultados e na exigéncia de maquinaria mais simples (Porte ef al.,
2020). Os testes seroldgicos, por oposicdo aos testes de biologia molecular e de detec¢ao
de antigénios, detectam a resposta imune ao virus em vez do virus em si (Direcdo-Geral
da Saude and INFARMED - Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude,
L. P. and Instituto Nacional de Saide Doutor Ricardo Jorge, 2020a; Gurbuz, 2020). Uma
vez que muitos portadores do virus sao assintomadticos, os testes seroldgicos revelam-se
assim, como um importante meio de identificar individuos, que j4 estiveram previamente
expostos a0 SARS-CoV-2, permitindo desse modo, uma maior vigilancia epidemiol6-
gica (Direcao-Geral da Saude and INFARMED - Autoridade Nacional do Medicamento
e Produtos de Satde, 1. P. and Instituto Nacional de Saide Doutor Ricardo Jorge, 2020a;
Gurbuz, 2020). Outro objectivo dos estudos seroldgicos, € a identificacdo de individuos
que ja apresentam imunidade a infeccao por SARS-CoV-2, dados que podem influenciar

os planos de vacinacdo (Gurbuz, 2020).

Esta dissertagdo foca-se num tema que tem sido um dos principais alvos de investigacao

nos dltimos dois anos, desde o inicio da pandemia, existindo imensos estudos visando
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o desenvolvimento de novos testes de diagndstico de infec¢do por SARS-CoV-2 e de
imunidade. Isto é, procuram-se criar testes ideais que apresentem todas as caracteristi-
cas desejadas: simples de executar, rapidos, econémicos e fidedignos. Assim, nos testes
de diagnostico, pretende-se que estes apresentem uma elevada especificidade e sensibili-
dade na deteccdo de infeccdo por SARS-CoV-2. Paralelamente, nos testes de imunidade
procura-se averiguar de forma rigorosa, o grau de imunidade que um individuo apresenta
apods a recuperacdo de uma infec¢do ou apds a vacinagdo, algo bastante relevante, pois
um dos principais objectivos que se deseja atingir € o da imunidade de grupo. Neste con-
texto, pretende-se na revisao bibliografica aqui desenvolvida, apresentar o estado da arte
a respeito desta temadtica, na qual se expdem as "metas"ja alcancadas e as "barreiras"que

ainda se pretendem ultrapassar para o desenvolvimento de testes ideais.

A investigacdo efectuada nesta dissertacdo consiste numa revisao bibliografica, que foi
realizada no periodo compreendido entre Outubro de 2020 e Julho de 2021, com o recurso
a pesquisa em motores de busca como o Google Scholar, a Biblioteca do Conhecimento
Online (b-on), a MEDLINE e a LUBsearch, tendo sido utilizadas as seguintes palavras-
chave: coronavirus; SARS-CoV-2; COVID-19; diagnostic tests; real-time RT-PCR; RT-

LAMP; serological tests e antigen tests.

Para a concretizagdo da produg@o de texto exercida no trabalho de pesquisa e recolha
de informacao, patente a elaboracdo de uma dissertacdo, elegeu-se o LaTeX como uma
ferramenta adequada a preparacdo do documento sintese. Recorreu-se ainda ao BibTex
para sistematizar o processo de referenciacdo nos moldes dos critérios formalizados pelo

Manual de Elaboracdo de Trabalhos Cientificos da Universidade Fernando Pessoa.

O capitulo de "Desenvolvimento"desta dissertacao, encontra-se dividido em dois subca-
pitulos. O primeiro subcapitulo aborda 0 SARS-CoV-2 em si, uma vez que para o de-
senvolvimento de testes, seja com o objectivo de detec¢do do virus, seja com o objectivo

de averiguar o grau de imunidade a infec¢do por este, € crucial conhecer o "inimigo".
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Assim, este subcapitulo encontra-se subdividido em trés alineas, consistindo a primeira
alinea numa breve nota histdrica sobre os "antepassados"do SARS-CoV-2, a segunda ali-
nea incide na taxonomia e estrutura do SARS-CoV-2 e a terceira na sua patogénese. O
segundo subcapitulo aborda os testes de diagndstico de infeccao por SARS-CoV-2 e de
determinacdo do estado imune propriamente ditos, encontrando-se organizado em seis
alineas. A primeira alinea, consiste numa revisao das técnicas de colheita e processa-
mento das amostras que se destinam a ser analisadas nos testes discutidos nesta disser-
tacdo. A segunda alinea, constitui uma breve introducao aos testes de diagndstico, na
qual se explica a ineficiéncia das técnicas cldssicas, para o diagnéstico do SARS-CoV-2
e a consequente necessidade de serem substituidas pelos testes moleculares (abordados
na terceira alinea). A terceira, quarta, quinta e sexta alineas dizem respeito aos testes
moleculares, testes de antigénio, testes serologicos e testes de imunidade celular, respec-
tivamente. No que respeita aos testes referidos, esta dissertagdo ird centrar-se nos mais

utilizados, nomeadamente nos seus fundamentos, vantagens e limitacdes.

Por fim, o capitulo de "Conclusiao", consiste numa breve reflexdo final sobre a revisao
bibliografica aqui realizada, na qual se discute a evolugdo dos testes de diagndstico e de
imunidade, desde o inicio da pandemia. Abordam-se ainda, os desafios que se pretendem

superar e os objectivos a alcancar no futuro.
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II Desenvolvimento

1 SARS-CoV-2

i Nota Historica

Em 1931, uma nova doenga respiratéria foi descrita por Schalk e Hawn em pintos com
duas a trés semanas de idade, tendo-se verificado que a doenga transmitia-se facilmente
para pintos sauddveis, quer por contacto fisico, quer pela transferéncia de exsudados bron-
quicos, contudo na época nao foi possivel identificar o agente etiologico responsavel (Fa-
bricant, 1998; Schalk & Hawn, 1931). O agente etioldgico viria a ser identificado em
1933 por Bushnell e Brandly, como tratando-se de um virus filtrdvel e a doenca causada
por este foi definida como uma laringotraqueite infecciosa (Bushnell & Brandly, 1933).
No entanto, em 1936, Beach e Schalm demonstraram através de estudos de imunidade
cruzada que existiam duas estirpes diferentes de virus que causavam doenca respiratd-
ria nos pintos, sendo uma destas responsavel pela laringotraqueite infecciosa, enquanto a
outra provocava bronquite infecciosa (Beach & Schalm, 1936). Beaudette ¢ Hudson, em
1937, isolaram o virus responsdvel pela bronquite infecciosa avidria, tendo este consistido

no primeiro coronavirus a ser isolado (Beaudette & Hudson, 1937; Henry, 2020).

Em 1962, foi isolado um virus humano responsavel por doengas respiratdrias leves das
vias aéreas superiores, ao qual foi atribuido a designacdo de 229E (Hamre & Procknow,
1966). Em 1965, Tyrrel e Bynoe isolaram um outro virus humano que foi denominado
na época como B814, tendo este sido associado a constipacdes vulgares (Tyrrell & By-
noe, 1965). Em 1967, Almeida e Tyrrel, através da técnica de Microscopia Electrénica
de Mancha Negativa, verificaram que a morfologia dos virus 229E e B814, era idéntica a
do virus da bronquite infecciosa avidria (Almeida & Tyrrell, 1967). Em 1968, o conjunto

de virus que inclui o virus da bronquite infecciosa avidria, o virus 229E, o virus B814 e
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o virus da hepatite murina, recebeu a designacio de coronavirus por um grupo de viro-
logistas, tendo sido esta atribuida devido a semelhanca existente entre a morfologia das
particulas virais quando visualizadas por microscopia electrénica e a coroa solar, daf a
escolha do termo latino corona que significa coroa, para se referirem a esses virus (Figura
1) (Almeida et al., 1968; Henry, 2020). Essa morfologia caracteristica dos coronavirus €

resultado das projec¢des da glicoproteina spike através do envelope viral (Henry, 2020).

Figura 1: Fotografias de Microscopia Electrénica de Coronavirus Humanos por Almeida. A -
229E; B - B814; C - B814. Adaptado de Lalchhandama (2020)

Em Novembro de 2002, ocorreram vérios surtos na China de uma doenca que se mani-
festava inicialmente com sintomas respiratérios leves e febre alta, mas que rapidamente
evoluia para uma pneumonia atipica, na medida em que os pacientes ndo respondiam ao
tratamento com antibacterianos e nenhum agente etiol6gico responsavel pelas pneumo-
nias conhecidas até entdo, havia sido identificado (Peiris et al., 2003; Zhong et al., 2003).
A doenca foi designada Severe Acute Respiratory Syndrome (SARS) e o primeiro caso
registado a enquadrar-se na definicdo da OMS, foi em Novembro de 2002, em Foshan
(Cherry & Krogstad, 2004; Zhong et al., 2003). No final de Fevereiro de 2003, a SARS ja
se havia espalhado para outros paises, tendo-se tornado uma epidemia (Vijayanand et al.,

2004).
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De facto, varios grupos de investigadores estudaram amostras dos pacientes com SARS,
das quais se isolou um virus, que através da andlise por microscopia electrénica e de es-
tudos seroldgicos conjugados com estudos de biologia molecular, foi identificado como
sendo pertencente a familia Coronaviridae e havia a suspeita de que este poderia ser o
agente etiologico da doenga (Ksiazek et al., 2003; Peiris et al., 2003). Para a confirma-
cdo de que o novo coronavirus detectado era definitivamente o agente responsavel pela
SARS, foram realizados estudos para se verificar se este atendia aos postulados de Koch
modificados por Rivers para doencas virais, que comprovam a relagdo causal entre um
determinado virus e uma doenca (Fouchier et al., 2003). Assim, nos estudos efectuados,
observou-se que o coronavirus era detectado frequentemente nos individuos com SARS,
tendo sido isolado de pacientes e cultivado em linhas celulares, nas quais se observou o
efeito citopdtico induzido pela replicacao do virus (Ksiazek et al., 2003). Com a finalidade
de se verificar se o coronavirus reproduzia a doenga quando inoculado em um hospedeiro
susceptivel e se induzia uma resposta imune, inocularam-se células Vero contendo o vi-
rus em macacos saudaveis, tendo-se observado sintomas caracteristicos de SARS nestes,
cerca de quatro dias apds a inoculagao (Fouchier ef al., 2003). Além disso, através de mi-
croscopia electrénica e do método de Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction
(RT-PCR), averiguou-se que as caracteristicas do virus mantiveram-se as mesmas do virus
inoculado, apds o seu reisolamento em cultura pura (Fouchier et al., 2003). Recorrendo
a técnica de imunofluorescéncia indirecta, constatou-se que era efectivamente produzida
uma resposta imunolégica especifica para o virus (Fouchier et al., 2003). Desta forma,
verificou-se que o virus obedecia aos postulados de Koch modificados por Rivers, na me-
dida em que era detectado frequentemente nos individuos doentes e tinha a capacidade
de induzir a doenga em questdo em individuos sauddveis; dai o coronavirus ter sido esta-
belecido como o agente etiol6gico da SARS (Fouchier et al., 2003; Rivers, 1937). Com
efeito, o virus pertencente a familia Coronaviridae associado a SARS, ficou conhecido

como Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus (SARS-CoV) (Li, 2005).
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A sequéncia nucleotidica do SARS-CoV, diferia consideravelmente da sequéncia nucle-
otidica de todos os outros coronavirus conhecidos até entdo, pelo que se excluiam as
hipéteses de o novo coronavirus resultar da mutagdo ou recombinagdo de algum desses
coronavirus (Holmes, 2003). Dessa forma, a teoria mais provavel era a de que o SARS-
CoV fosse inicialmente um coronavirus ndo-humano até entdo desconhecido, que cruzou
a barreira entre as espécies e adquiriu assim a capacidade de infectar humanos (Holmes,
2003). Essa hipétese foi refor¢cada com o isolamento de um coronavirus, com sequéncias
nucleotidicas muito semelhantes as do SARS-CoV humano, na civeta de palmeira asidtica
(Guan, 2003). Todavia, apds a realizagdo de estudos em que se inocularam SARS-CoV
humanos em civetas, estas apresentaram sintomas como febre e letargia, o que colocava
em causa a teoria de serem o hospedeiro natural dos virus semelhantes ao SARS-CoV,
sendo mais provavelmente um hospedeiro intermedidrio (Wu et al., 2005). O hospedeiro
natural viria a ser identificado como sendo o morcego, animal que € infectado frequen-
temente por diversos virus sem apresentar sintomas, no qual se detectaram SARS-like
Coronavirus (SL-CoVs) (Li, 2005). O isolamento de um SL-CoV das amostras fecais de
um morcego, que utiliza a Enzima Conversora da Angiotensina-2 (ECA-2) como receptor
para a invasdo celular, ou seja, o0 mesmo receptor utilizado pelo SARS-CoV, ndo s6 for-
taleceu a teoria de o morcego ser o reservatorio natural, como ainda levantou a hipétese
de nem mesmo serem necessarios hospedeiros intermedidrios para a infeccao de seres

humanos (Ge et al., 2013).

Até 2003, os coronavirus humanos estavam associados somente a infec¢Oes respiratdrias
leves, de natureza auto-limitada, porém esse paradigma foi significativamente alterado

com a epidemia provocada pelo SARS-CoV (Rabaan et al., 2020).

A cadeia de transmissdao do SARS-CoV foi interrompida através de medidas que promo-
viam o distanciamento fisico da populag¢do, como o isolamento profilactico dos individuos
infectados, bem como daqueles que estiveram em contacto com estes, o que impediu que

a infec¢ao se alastrasse (Rabaan et al., 2020).
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Em 2012, ocorreu um novo surto por coronavirus no Médio Oriente (Ardbia Saudita) (Ra-
baan et al., 2020). O agente etioldgico foi o sexto coronavirus identificado em humanos
(Rabaan et al., 2020), tendo sido denominado temporariamente de Human Coronavirus-
Erasmus Medical Center (HCoV-EMC), até receber a designacdo definitiva de Middle
East Respiratory Syndrome Coronavirus (MERS-CoV) por parte do CSG (de Groot et al.,
2013). O espectro clinico da infeccao por MERS-CoV € muito amplo, podendo variar de
infeccao assintomatica a letal, sendo que os quadros clinicos mais graves estdo geralmente
associados a pacientes de idade mais avancada, imunodeprimidos ou que apresentem pa-
tologias cronicas (Chafekar & Fielding, 2018). Apesar de os conhecimentos adquiridos
até a data e de estudos de sequenciamento genético de coronavirus detectados no mor-
cego, apontarem este animal como sendo o provédvel hospedeiro natural do MERS-CoV,
a disseminacdo da infec¢do na espécie humana levava a crer que existia um hospedeiro
intermedidrio (de Groot et al., 2013). Através do isolamento e sequenciamento de MERS-
CoVs de um paciente infectado e de um dos quatro dromedarios infectados, dos quais o
paciente era o proprietdrio, verificou-se que as sequéncias genémicas dos virus de ambos
eram idénticas (Azhar et al., 2014). A pesquisa de anticorpos especificos para o MERS-
CoV realizada por recurso a técnica de imunofluorescéncia, permitiu observar que en-
quanto que todos os quatro dromedérios infectados apresentavam um elevado nivel de
anticorpos especificos para o MERS-CoV tanto na primeira amostra de soro, como na
segunda colhida duas semanas mais tarde, no paciente s6 se detectaram os anticorpos na
segunda colheita, ou seja, os dromeddrios apresentaram uma resposta imune para o coro-
navirus primeiro do que o seu dono, pelo que provavelmente tinham sido infectados antes
deste (Azhar et al., 2014). Os resultados desse estudo indicam assim, que os dromeddarios
tenham sido os responsaveis pela transmissdo do MERS-CoV para os humanos e nio o
contrério (Azhar et al., 2014). A eliminacao do virus do organismo dos dromedérios, apds
o periodo de infeccdo aguda, reforcou a hipétese de os dromeddrios poderem exercer o

papel de hospedeiro intermedidrio, mas nao o de hospedeiro natural (Azhar et al., 2014).

11
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Como se observa na tabela 1, algumas das manifesta¢gdes clinicas mais comuns da do-
encga provocada pela infec¢do por SARS-CoV, sdo similares as da COVID-19, existindo
menos semelhancas com os sintomas provocados pela infec¢do por MERS-CoV (Rabaan
et al., 2020). Contudo, verifica-se também nessa tabela que o SARS-CoV-2 € conside-
ravelmente mais infeccioso que o SARS-CoV ou 0 MERS-CoV, apesar de apresentarem

formas semelhantes de transmissdo (Rabaan er al., 2020).

A actual pandemia por SARS-CoV-2, em conjunto com os dois outros surtos por coro-
navirus que ocorreram neste século, alertam para a capacidade que estes virus t€ém de
mutar ou recombinarem-se, de modo a adquirirem a capacidade de atravessar a barreira
entre as espécies, tornando-se patogénicos para o ser humano, o que leva desta forma, a
necessidade da aquisi¢ao de conhecimentos sobre este grupo de virus, que promovam o
desenvolvimento de vacinas e tratamentos eficazes, que permitam o controlo de eventuais

surtos futuros (Rabaan et al., 2020).

ii Taxonomia e Caracterizacio do SARS-CoV-2

A estirpe SARS-CoV-2 pertence ao dominio Riboviria, a ordem Nidovirales, a subor-
dem Cornidovirineae, a familia Coronaviridae, a subfamilia Orthocoronavirinae, ao gé-
nero Betacoronavirus, ao subgénero Sarbecovirus e a espécie Severe acute respiratory
syndrome-related coronavirus (Coronaviridae Study Group of the International Commit-
tee on Taxonomy of Viruses, 2020). E uma das sete estirpes de coronavirus conhecidas
com capacidade de infectar humanos, ou seja, € um human coronavirus (HCoV) e per-
tence a0 mesmo subgénero que os outros dois coronavirus responsaveis por desencadear
surtos epidémicos em humanos no passado (SARS-CoV e MERS-CoV), sendo da mesma

espécie que 0 SARS-CoV (Chaudhry & Bamola, 2020).

Estudos de homologia demonstraram que o SARS-CoV-2 tinha uma similaridade de 96

9% com a estirpe RaTG13, um SL-CoV isolado dos morcegos, no entanto, nenhum outro
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Tabela 1: Epidemiologia e Apresentagdo Clinica do SARS-CoV, MERS-CoV e SARS-CoV-2.
Adaptado de Rabaan et al. (2020).

meiro caso conhe-
cido de infeccao

Coronavirus
SARS-CoV MERS-CoV SARS-CoV-2
Epidemiologia
Data de inicio do | Novembro de 2002 Abril de 2012 Dezembro de 2019
surto
Localizagdo do pri- | Guangdong, China Arébia Saudita Wuhan, China

missdo do virus

animais infectados
ou sua ingestao; de
pessoa para pessoa

animais infectados
ou sua ingestao; de
pessoa para pessoa

Numero de casos 8096 2574 (até 31 de 189331356 (até 16
confirmados Maio de 2021) * de Julho de 2021)
Tempo desde o ini- 130 dias 903 dias 48 dias

cio do surto até

1000 casos de in-

feccao detectados

Periodo de incuba- 2-7 dias 5-6 dias 4-14 dias

¢do

Formas de trans- Contacto com Contacto com Contacto com

animais infectados
ou sua ingestao; de
pessoa para pessoa

Apresentacdo Clinica

Racio 1:1,25 2,03:1 1,39:1
Homem:Mulher

Febre 99-100 % 7716 % 88,7 %
Astenia 31,2 % 29.4 %
Tosse ndo produ- 25-75 % 80+£5 % 67,7 %
tiva

Mialgia 49,3-60,9 % ND 14,8 %
Dispneia 40-42 % ND 45,6 %
Expectoracao ND ND 13,3 %
Dor de garganta 12,5 % 39+11 % 13,9 %
Diarreia 20-25 % 10-20 % 6,1 %
Nauseas e/ou vOmi- 19,4-19,6 % ND 5.0 %
tos

Tonturas 4,2-42.8 % ND 3,7 %
Cefaleias 35,4-55,8 % ND 8,0 %

* Dados obtidos de World Health Organization (2021a).
** Dados obtidos de Johns Hopkins University of Medicine (2021).
ND: Valores ndo disponiveis na literatura.
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coronavirus isolado dos morcegos apresentou homologia superior a 80 % (Wang et al.,
2020a). Apesar de os morcegos serem o presumivel hospedeiro natural, a transmissao
do virus para os humanos seria um evento raro sem a existéncia de hospedeiros interme-
didrios (Xiao et al., 2020). Assim, em outras andlises homoldgicas, verificou-se que o
SARS-CoV-2 apresenta uma similaridade de 99 % com uma estirpe isolada de pangolins
(Wang et al., 2020a) e que pode ter sido originado por fenémenos de recombinagdo ge-
nética entre o Pangolin-CoV-like virus e o Bat-CoV-RaTG13-like virus, o que aponta o

pangolim como provavel hospedeiro intermedidrio (Xiao et al., 2020).

O SARS-CoV-2, tal como todos os outros coronavirus, € um virus RNA de cadeia simples
positiva (+ssRNA virus) (V’kovski et al., 2020). Este virus apresenta uma morfologia se-
melhante a dos demais coronavirus, isto €, uma morfologia esférica, no entanto, uma vez
que se tratam de virus com envelope, apresentam algum pleomorfismo devido as projec-
coes deste (Weiss & Navas-Martin, 2005). Os coronavirus sdo os virus com o genoma
RNA mais extenso de entre os que foram descobertos até aos dias de hoje (Schoeman &
Fielding, 2019), sendo que, no caso do SARS-CoV-2, este é de aproximadamente 30000
nt (Firth, 2020). Na extremidade 5°, cerca de dois tercos do seu genoma contém duas
open reading frames (ORFs); a ORFla e a ORF1b que codificam as poliproteinas ppla
e pplab (Firth, 2020). A clivagem dessas poliproteinas gera 16 proteinas ndo estruturais
(nsps) (Finkel et al., 2020), que sdo fundamentais para o processo de replicagdo viral
(Firth, 2020). Na extremidade 3’, o outro terco do genoma contém varias ORFs res-
ponsdveis por codificar as proteinas estruturais e acessorias (Firth, 2020). As proteinas
estruturais do SARS-CoV-2 sdo a proteina de superficie spike (S), a proteina do envelope
(E), a proteina da membrana (M) e a proteina da nucleocapside (N), que sdo codificadas
pelas ORFs S, E, M e N, respectivamente (Figura 2) (Firth, 2020). Assim, um virido de
coronavirus consiste num envelope lipoproteico (que tem na sua constitui¢do as proteinas
M, S e E), a envolver uma nucleocapside (formada pelo RNA e proteina N) (Narayanan

et al., 2000). A glicoproteina M € a proteina estrutural que se encontra em maior quan-
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tidade no envelope viral (Schoeman & Fielding, 2019) e € considerada, como sendo a
mais importante para a montagem viral, ainda que para que esse processo ocorra, seja
necessario que esta interaja com as outras proteinas estruturais (Masters, 2006). Contudo,
a interaccao entre a proteina M com a proteina E por si s6, ja permite a formacdo de
Virus-like particles (VLPs) de superficie lisa (Mortola & Roy, 2004). A proteina spike
¢ a segunda glicoproteina mais abundante no envelope dos coronavirus (Mortola & Roy,
2004) e a sua composi¢do consiste em 3 segmentos: o ectodominio, a regido transmem-
branar e o dominio intracelular (Zehra et al., 2020). Por sua vez, o ectodominio divide-se
em duas subunidades, sendo que a subunidade S1 tem a funcdo de se ligar ao receptor
da célula alvo, enquanto que a subunidade S2 tem a funcdo de mediar a fusdo entre a
membrana viral e a membrana celular (Li, 2016). Deste modo, a proteina spike determina
o tropismo que os coronavirus t€ém para com as células que infectam no hospedeiro (Li,
2016). A proteina E € a mais pequena das proteinas estruturais nos coronavirus, mas esta
envolvida nos processos de montagem e maturacdo dos virides, formacdo do envelope
viral, libertagdo das particulas virais e também em mecanismos de patogénese (Schoe-
man & Fielding, 2019). As interac¢des da proteina M com as proteinas S e N, regulam o
tamanho e a forma do virido (Neuman et al., 2011), enquanto a liga¢cdo da proteina M a
proteina N, estabiliza a nucleocdpside e contribui para a conclusdo do processo de mon-
tagem do virido (Schoeman & Fielding, 2019). A proteina N divide-se em trés regides
altamente conservadas: um dominio de ligagdo ao RNA N-terminal, uma zona central
rica em serina e arginina e um dominio de dimerizacdo C-terminal (Kang et al., 2020). A
principal fun¢do da proteina N nos coronavirus € o empacotamento do genoma viral em
capsideos, como forma de garantir a sua proteccdo (McBride et al., 2014). As proteinas
acessorias dos coronavirus, apesar de serem aparentemente irrelevantes para o processo
de replicacdo, sdo importantes nos mecanismos de patogénese, sendo assim factores de
viruléncia, na medida em que permitem interferir com a resposta imune do hospedeiro

(Snijder et al., 2016).
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Figura 2: Representagdo Esquemadtica da Estrutura do SARS-CoV-2. Adaptado de Taleghani &
Taghipour (2021)

iii Patogénese da Infeccao por SARS-CoV-2

Estudos em que foram utilizadas células HeLa, indicaram que o SARS-CoV-2 poderia
usar a ECA-2 como receptor, hipétese que foi reforcada devido a semelhanga estrutu-
ral que se verificou entre os dominios de ligacdo ao receptor (RBDs) do SARS-CoV-2
e do SARS-CoV em estudos de modelagem molecular (Lu et al., 2020), tendo-se vindo
a comprovar que a afinidade do SARS-CoV-2 para a ECA-2, era consideravelmente su-
perior 2 do SARS-CoV, o que pode contribuir para a sua maior infecciosidade (Wrapp
et al., 2020). A proteina spike do SARS-CoV-2, apresenta um local de clivagem po-
libdsico S1/S2 que necessita de ser clivado pela enzima furina, para que de seguida a
proteina S seja activada pela transmembrane serine protease 2 (TMPRSS2) (Hoffmann
et al., 2020). Estudos de modelacdo por homologia e de bioinformética, indicaram que
o local S1/S2 no qual actuava a furina, consistia em quatro aminodcidos redundantes
Arginina-Arginina-Alanina-Arginina (RRAR) (Wu et al., 2020). E uma diferenca que se
observa relativamente ao mecanismo de infec¢do pelo SARS-CoV, uma vez que este nao
apresenta o local de clivagem S1/S2, dai que a sua activagdo dependa apenas da TM-
PRSS2 (Hoffmann et al., 2020). Num estudo em que foi efectuada a comparacdo dos

niveis de expressdo de ECA-2 em diferentes tecidos e 6rgaos, observou-se que os niveis
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de expressdao da enzima foram mais elevados nos rins, tecido adiposo, intestino delgado,
testiculos, coracdo e glandula tiréide, enquanto que nos pulmdes, c6lon, figado, bexiga e
glandula adrenal, foram observados niveis de expressao da enzima mais moderados (Li
et al., 2020b). Onde se verificaram os niveis mais reduzidos de expressao da enzima, foi
no sangue, baco, medula dssea, vasos sanguineos, cérebro e tecido muscular (Li et al.,
2020b). Em teoria, todos os tecidos com niveis de expressdo altos ou moderados de
ECA-2 sdo susceptiveis a infeccdo pelo SARS-CoV-2, algo para o qual, pode contribuir a
distribui¢ao ubiquitdria da furina em muitos tecidos do organismo (Li et al., 2020c). Nao
se verificaram diferencas significativas nos niveis de expressdo de ECA-2 entre individuos
de diferentes ragas, sexos ou idades, pelo que o risco de infeccdo por SARS-CoV-2 em
principio € semelhante nesses casos, contudo a gravidade da infeccdo depende de outros
factores, como por exemplo do estado imune (Li ef al., 2020b). Todavia, a gravidade da
infeccao ndo estd tdo relacionada com a carga viral como inicialmente seria expectavel,
conforme se averiguou em estudos nos quais se avaliou o desempenho de tratamentos
com farmacos que inibem a replicacdo viral, como o remdesivir, a hidroxicloroquina e o
lopinavir em doentes internados com COVID-19, ndo se tendo notado eficcia por parte
destas terapéuticas anti-virais (World Health Organization, 2021b). Apds a invasdo das
células permissivas, os mecanismos de replicacao, transcricdo, montagem e libertacdo do
SARS-CoV-2 (Figura 3), assemelham-se aos do ciclo de vida do SARS-CoV (Li et al.,

2020c).

Uma hipétese explicativa para a inducdo de alguns sintomas semelhantes aos da SARS
pelo SARS-CoV-2, que ja havia sido associada no passado ao SARS-CoV, diz respeito
a internalizacio dos receptores ECA-2 por endocitose, que ocorre durante a entrada dos
coronavirus nas células permissivas (Duarte et al., 2021; Kuba et al., 2005). Segundo essa
teoria, a diminui¢do da expressao de receptores ECA-2 nas membranas citoplasmaticas,
resulta no aumento dos niveis de angiotensina-2, que consiste num mediador inflamatério

que provoca a expressao de vdrias citocinas inflamatdrias, situacio essa que pode originar
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Figura 3: Representacdo Esquemadtica do Ciclo de Replicagdo do Sars-Cov-2. A subunidade S1
da proteina S, reconhece e liga-se ao receptor ECA-2 da membrana celular, enquanto que duas
regides heptad de repeticdo altamente conservadas da subunidade S2, medeiam a fusdo entre o

virus e a membrana celular. O SARS-CoV-2 entra no interior da célula através de endocitose,
levando a consequente internalizagdo do receptor ECA-2. O RNA viral é libertado no citoplasma,
as regides que codificam as poliproteinas ppla e pplab sio traduzidas e de seguida as
poliproteinas resultantes sofrem clivagem permitindo a formagdo de um complexo
replicase-transcriptase, que conduz os processos de replicaco e transcri¢do que originam
(-)RNA, que por sua vez vai servir de molde para a formagdo de (+)RNA. Ocorre ainda a
traducdo das regides do genoma viral responsaveis por codificar as proteinas estruturais, que
permitem a montagem viral. As particulas virais sdo por fim libertadas da célula por exocitose.
Adaptado de Li et al. (2020c).
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um processo inflamatério nos 6rgaos mais susceptiveis a infec¢io pelo coronavirus e que
poderia desta forma, explicar a inflamagao e/ou fibrose pulmonar, que se pode manifestar
num quadro clinico de SARS, assim como esclarecer muitos outros sintomas da COVID-

19 (Duarte et al., 2021; Kuba et al., 2005).

O SARS-CoV-2 tem vindo a sofrer vérias mutagdes que se traduzem em novas variantes,
tendo sido algumas descritas como variantes preocupantes (VOCs), devido a apresenta-
rem caracteristicas que as tornavam potencialmente mais infecciosas e/ou mais virulentas,
que podiam reduzir a eficdcia da vacinacdo e/ou diminuir a eficiéncia dos testes de diag-
noéstico, sendo a variante B.1.1.7. um exemplo de VOC na qual se observou uma maior
afinidade para com o receptor ECA-2, bem como uma maior transmissibilidade relativa-

mente a0 SARS-CoV-2 original (Davies et al., 2021).

Num estudo efectuado por Lauer et al., com o intuito de conhecer o periodo de incubagio
do SARS-CoV-2, ou seja, o tempo que decorria desde a exposi¢do ao SARS-CoV-2 até
ao inicio dos sintomas resultantes da infec¢ao por este, determinou-se que o seu periodo
médio de incubacdo é de 5,1 dias (Lauer et al., 2020). Estimou-se também que na maioria
dos infectados que venham a revelar-se como casos sintomadticos, as manifestagdes clini-
cas surgirdao nos doze dias apds a exposi¢ao ao virus, justificando-se desta forma o periodo
de catorze dias aconselhado pela agéncia americana Centros de Controle e Prevencao de
Doencgas (CDC), para o isolamento € monitorizagao nos casos em que existam suspeitas
de exposi¢ao ao SARS-CoV-2 (Centers for Disease Control and Prevention, 2021a; Lauer

et al., 2020).

19



Diagnéstico Laboratorial da Infec¢@o e Determinag@o do Estado Imune para o SARS-CoV-2

2 Diagnéstico da infeccao por SARS-CoV-2 e Determina-

¢ao do estado imune

i Colheita e Processamento de Amostras

Num estudo realizado por Pan et al, que visava comparar através da técnica de rRT-PCR,
as cargas virais de amostras de exsudados nasofaringeos, de expectoracdo, de fezes e de
urina em pacientes infectados com SARS-CoV-2, observou-se que a carga viral era maior
nas amostras de expectoracdo do que nas de exsudados nasofaringeos (Pan et al., 2020).
Nas amostras de fezes nao se conseguiu detectar RNA viral em todos os pacientes e na-
queles cujas amostras fecais, foram positivas para a presenca do virus, a carga viral era
inferior a das amostras nasofaringeas (Pan et al., 2020). Nas amostras de urina ndo se
detectou a presenca de RNA viral em nenhum dos pacientes (Pan et al., 2020). Os re-
sultados do estudo de Pan et al vao de encontro aos obtidos num estudo realizado por
Wang et al, numa maior amostra populacional de pacientes infectados por SARS-CoV-2,
visando a detec¢do do virus pela técnica de rRT-PCR em diferentes amostras clinicas,
tendo-se verificado que, a percentagem de detec¢do nas amostras de expectoragdo foi de
72 %, nos exsudados nasofaringeos de 63 %, nas fezes de 29 % e na urina de 0 % (Wang
et al., 2020c). Wang et al analisaram ainda nesse estudo, a percentagem de deteccao do
virus noutros tipos de amostras clinicas, como sangue, exsudados orofaringeos, fluido ob-
tido por lavagem broncoalveolar, amostras colhidas por broncoscopia com bidpsia, sendo
que as amostras nas quais se verificaram maiores percentagens de deteccdo do SARS-
CoV-2, foram nas de fluido obtido através de lavagem broncoalveolar (93 %), seguidas
pelas de expectoracdo (Wang et al., 2020c). Todavia, a recolha de amostras por lavagem
broncoalveolar e de expectoracio, envolvem um maior risco para a seguranca dos pro-
fissionais de saude, uma vez que levam a formacao de goticulas e aerossoéis, que podem

disseminar a infec¢do (Loeffelholz & Tang, 2020). Paralelamente, nas amostras reco-
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lhidas por broncoscopia, a percentagem de deteccdo do SARS-CoV-2 observada foi de
46 %, isto €, inferior a observada nas amostras recolhidas pela técnica de zaragatoa na-
sofaringea (Wang et al., 2020c). Além disso, a broncoscopia consiste num procedimento
complexo e demorado que exige equipamento de elevado custo, assim como pessoal espe-
cializado, o que leva a que a sua utilizacdo em larga escala seja pouco viavel (Loeffelholz
& Tang, 2020). Verificou-se também, que apesar de apds o surto de SARS-CoV-2 na
China, o método mais utilizado inicialmente ter sido a colheita de exsudado orofaringeo,
a percentagem de detec¢do do virus nestas amostras (32 %), foi consideravelmente in-
ferior a observada nos exsudados nasofaringeos (Wang et al., 2020c). Assim, a colheita
por zaragatoa nasofaringea viria a tornar-se o método de colheita de amostras clinicas
mais frequentemente utilizado para a realizacao de testes de diagndstico da infecg¢ao por
SARS-CoV-2 (Loeffelholz & Tang, 2020). E de salientar, que no estudo de Pan et al
detectou-se o virus nas amostras de expectoragdo e nasofaringeas de dois individuos que
participaram nesse estudo, apenas pelo seu histérico de exposicao a casos positivos para
a infeccdo, um dia antes de apresentarem qualquer sintoma, o que alerta para a hipétese

de individuos pré-sintomaticos, poderem transmitir a infec¢ao (Pan et al., 2020).

Para proceder a colheita do exsudado nasofaringeo (Figura 4), o profissional de satde deve
inclinar a cabeca do paciente 70 graus para trds e de seguida, introduzir uma zaragatoa es-
téril numa das suas fossas nasais, paralelamente ao palato, até sentir uma leve resisténcia
exercida pela parede posterior da nasofaringe (Centers for Disease Control and Preven-
tion, 2021b; Dire¢do-Geral da Satde, 2020b; Pondaven-Letourmy et al., 2020). Apds
surgir essa resisténcia, a zaragatoa deve permanecer no local durante cerca de dez segun-
dos, enquanto € rodada pelo menos trés vezes, por forma a permitir que esta, absorva as
secrecoes (Centers for Disease Control and Prevention, 2021b; Direcao-Geral da Saude,
2020b; Tang et al., 2020) e de seguida, deve ser retirada lentamente com movimentos
suaves de rotacdo (Centers for Disease Control and Prevention, 2021b; Direcdo-Geral

da Saudde, 2020b; Pondaven-Letourmy et al., 2020). Pode-se repetir o procedimento de
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colheita na outra narina, contudo serd desnecessdrio se a ponta da zaragatoa ja se en-
contrar saturada de fluido amostral da primeira colheita (Centers for Disease Control and
Prevention, 2021b; Direcao-Geral da Satdde, 2020b; Pondaven-Letourmy et al., 2020).
Idealmente, devem ser utilizadas zaragatoas com ponta de fibras sintéticas nio téxicas
(Centers for Disease Control and Prevention, 2021b; Priyadarshi et al., 2020; Tang et al.,
2020) e haste de plastico ou aluminio, enquanto que as zaragatoas que contenham na sua
composi¢cdo madeira, alginato de cdlcio ou algoddo, devem ser evitadas, uma vez que
podem conter substincias que interferem com a técnica de Polymerase Chain Reaction

(PCR) (Centers for Disease Control and Prevention, 2021b; Cheng et al., 2020).

A colheita do exsudado orofaringeo surge como uma alternativa, no caso de existir al-
gum impedimento da obtenc¢do de amostras da regiao nasofaringea, como por exemplo
em pacientes com predisposi¢cdo para epistaxis, tais como, aqueles que apresentam a sin-
drome de Rendu-Osler-Weber (Pagella et al., 2020). No entanto, uma vez que se trata de
um método menos sensivel, deve ser realizada uma segunda colheita, sobretudo nos in-
dividuos que apresentarem manifestacdes clinicas caracteristicas de COVID-19 (Pagella

et al., 2020).

Outra alternativa, menos invasiva que a colheita nasofaringea, ainda que também menos
sensivel, é a colheita nasal (Péré er al., 2020). As técnicas de colheita por zaragatoa
nasal podem-se dividir em zaragatoa das narinas anteriores ou zaragatoa do corneto na-
sal médio, distinguindo-se estas, pela profundidade a que a zaragatoa € introduzida nas
fossas nasais, no entanto, ndo foram verificadas diferencas significativas em termos de
sensibilidade e especificidade, entre ambas as técnicas (Lee et al., 2021). As técnicas de
colheita de amostras por zaragatoa nasal ou zaragatoa orofaringea, além de serem mais
confortdveis, quando comparadas com a técnica de zaragatoa nasofaringea, apresentam
ainda potencial para auto-colheita e consequente auto-testagem, por testes de diagnds-
tico Point-Of-Care (POC) rapidos, pelo que sdo vantajosas no contexto de testagem em

massa, uma vez que, a técnica de zaragatoa nasofaringea apesar de mais sensivel, requer
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um profissional de saide para a sua execu¢do, o que gera um risco de contaminagdo até
mesmo para o proprio profissional de satde (Lee et al., 2021). Num estudo compara-
tivo efectuado por Desmet et al, verificou-se que a andlise por teste molecular de uma
amostra colhida pela combinacdo das técnicas de zaragatoa nasal e zaragatoa orofarin-
gea, apresentava resultados similares aos das amostras obtidas pela técnica de colheita
padrao (zaragatoa nasofaringea), pelo que o exsudado combinado, € uma alternativa com
potencial para contornar as limitacdes de sensibilidade das técnicas de recolha separa-
das (Desmet et al., 2021). A obtencao do exsudado combinado, é conseguida através da
passagem da zaragatoa em ambos os lados da tvula no espaco orofaringeo e de seguida
introduzir a mesma zaragatoa em ambas as fossas nasais, até sentir a resisténcia do cor-
neto médio, sendo este método combinado uma técnica com potencial para auto-colheita,
contudo € mais desconfortdvel do que as técnicas de colheita separadas (Desmet et al.,

2021; Direcao-Geral da Satde, 2020b).
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Figura 4: Representacdo Esquematica da Colheita por Zaragatoa Nasofaringea. Adaptado de
Centers for Disease Control and Prevention (2021b)

A saliva foi um tipo de amostra bastante estudado, devido ao seu procedimento de recolha
ser bastante simples, rdpido e ndo invasivo, podendo ser obtida pelo esputo de um paciente
num frasco estéril de recolha, permitindo a auto-colheita de forma pouco desconfortavel
(Santosh et al., 2020). Foram realizados varios estudos para avaliar a sensibilidade e
especificidade das amostras de saliva oral, quando analisadas pela técnica de rRT-PCR
utilizando-se as amostras nasofaringeas como padrao de referéncia, tendo-se observado

que a especificidade era acima de 90 % na maior parte dos estudos, enquanto que os
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resultados relativos a sensibilidade foram bastante varidveis, o que pode ter ocorrido como
consequéncia da sensibilidade da técnica de recolha utilizada como referéncia ser apenas
de aproximadamente 70 % (Azzi et al., 2020). A saliva também pode ser utilizada nos
testes seroldgicos, com a vantagem relativamente as outras amostras analisadas nesses
testes como sangue total, soro e plasma, de dispensar a etapa de puncdo na sua recolha
(Javaid et al., 2016), distinguindo-se ainda dessas amostras pelos resultados obtidos, uma
vez que as imunoglobulinas detectadas em maior concentracao na saliva, sio normalmente
as IgA, enquanto que, nas outras amostras sdo comummente as IgM ou IgG (Azzi et al.,

2020).

Na realizacao do procedimento de recolha das amostras clinicas, os profissionais de saide
devem utilizar equipamento de protecdo individual como maéscaras Filtering Facepiece
Level 2 (FFP2), com capacidade para filtrar pelo menos 94 % das particulas suspensas
no ar ou de nivel superior de filtragdo, 6culos ou viseira de protec¢ao, luvas descartdveis,
touca e uma bata comprida, impermedavel e descartiavel (Dire¢ao-Geral da Saude, 2020c).
Estas técnicas de colheita sdo simples, seguras e de rdpida execucdo, o que permite a sua

realizagdo em praticamente qualquer local (Pagella et al., 2020).

O método mais comum de transporte das amostras bioldgicas € o transporte em tubos
estanques que contém meio de transporte viral (VITM), no entanto, existem meios alter-
nativos de transporte, como o soro fisiologico ou o tampao fosfato salino (PBS), aos quais
se pode recorrer em situagdes de escassez do VIM (Direcao-Geral da Satde, 2020b;
Food and Drug Administration, 2020c; Rodino et al., 2020). Todavia, o VTM ¢ conside-
rado o meio de eleicdo, devido ao facto de apresentar na sua composicdo, uma mistura
de solugdes tampao que preservam o virus, com antibidticos e antifiingicos que evitam
a contaminagdo das amostras, sendo compativel com os diferentes testes de diagndstico
laboratorial, possibilitando até mesmo a realizacdo de diferentes testes na mesma amostra

bioldgica (Ford et al., 2020; World Health Organization, 2020b).
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As amostras clinicas devem ser transportadas a uma temperatura que se encontre no
intervalo entre os 2 °C e os 8 °C (Dire¢do-Geral da Sadde, 2020b; Lépez et al., 2020;
World Health Organization, 2020b) e armazenadas nesse mesmo intervalo de temperatu-
ras, desde que o tempo de armazenamento ndo exceda os cinco dias no caso de se tratarem
de amostras colhidas pelas técnicas de zaragatoa nasofaringea ou orofaringea, amostras de
sangue, amostras de soro, amostras fecais e amostras de urina (Direcao-Geral da Saude,
2020b; Priyadarshi et al., 2020; World Health Organization, 2020b). Contudo, caso se
tratem de amostras recolhidas por lavagem broncoalveolar, amostras de expectoragcdao
ou amostras colhidas por aspiracdo endotraqueal ou nasofaringea, o periodo de arma-
zenamento ndo deve exceder os dois dias (Direcdo-Geral da Saude, 2020b; Priyadarshi
et al., 2020; World Health Organization, 2020b). Na impossibilidade do cumprimento
desses prazos de armazenamento, as amostras clinicas deverdo ser conservadas a —70 °C
(Direcao-Geral da Saude, 2020b; World Health Organization, 2020b). Na eventualidade
de as amostras clinicas necessitarem de ser transportadas por uma curta distancia, os tu-
bos que contém essas amostras, devem ser devidamente rotulados e selados num saco de
risco biol6gico com ziper, ou num contentor criogénico a prova de dgua (Karthik et al.,
2020). Contudo, se for necessdrio um transporte de longa distancia, deve ser utilizado
o sistema de embalagem tripla (Figura 5), seguindo as especificacdes da instrucao P650
para embalagem, segundo as quais os recipientes impermedveis devidamente identifica-
dos que contém as amostras, consistem nos contentores primérios, que sao transportados
no interior de um contentor secundario impermedvel, que contém material amortecedor e
absorvente a separd-los, para evitar colisdes entre estes (Direcao-Geral da Saide, 2020a;
Hong et al., 2020; Karthik et al., 2020; World Health Organization, 2019). O conten-
tor exterior apresenta um material de acolchoamento, que confere proteccao as amostras
bioldgicas e trata-se do mais resistente dos recipientes, que constituem o sistema de em-
balagem tripla (Direcao-Geral da Saude, 2020a; Karthik et al., 2020). Este contentor deve
apresentar na sua superficie externa, os dados relativos a empresa de transporte e ao recep-

tor, bem como uma etiqueta UN 3373, que qualifica as amostras clinicas transportadas,
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como substancias bioldgicas infecciosas de categoria B (Dire¢dao-Geral da Sadde, 2020a;
Hong et al., 2020; World Health Organization, 2019). A superficie exterior do recipiente
primario deve ser desinfectada com uma solu¢do de hipoclorito de s6dio a 5 % e de se-
guida, por etanol a 70 % (Direcdo-Geral da Satde, 2020a). O contentor secundario deve
ser fixado no contentor exterior de modo a evitar oscilacdes durante o transporte (Hong
et al., 2020). O transporte dos produtos bioldgicos deve ser realizado por uma empresa
certificada e autorizada para esse fim, ou alternativamente por um transporte da propria
unidade de saude (Direcao-Geral da Satde, 2020a). Estes cuidados no transporte e con-
servagdo sdo ainda mais relevantes devido ao facto de o SARS-CoV-2 ser um virus RNA,
uma vez que este dcido nucleico € mais instavel que o dcido desoxirribonucleico (DNA),
e dado que as amostras clinicas, que se destinam a ser analisadas em testes moleculares,
necessitam usualmente de ser processadas para que se extraia o seu dcido nucleico, o risco
de se obterem falsos negativos serd mais elevado (Lopez et al., 2020; Ravi et al., 2020).
Porém, estdo a realizar-se estudos com a finalidade de se tentar evitar esta etapa de pro-
cessamento, sem que ocorram perdas substanciais na sensibilidade e especificidade dos

testes moleculares (Arumugam & Wong, 2020).

O procedimento de isolamento do RNA das amostras clinicas, nos testes moleculares de
diagnodstico de SARS-CoV-2, pode ser realizado por diferentes métodos, dos quais sdao
considerados os principais: o método das esferas magnéticas de purificacdo, o método de
isolamento pela coluna giratéria e o método de extrac¢do organica com fenol ou cloro-
férmio, sendo este tltimo tido como o método gold standard de extrac¢do de RNA (Ravi
et al., 2020). Todos estes trés métodos tém em comum as etapas de lise celular, desnatura-
c¢ao das ribonucleases e desnaturagdo proteica (Ravi et al., 2020). No entanto, as amostras
que se destinam a ser analisadas por testes seroldgicos, tais como o soro, plasma, ou san-
gue total, normalmente dispensam essa etapa de extrac¢do do dcido nucleico e podem
ser utilizadas directamente (Ravi et al., 2020). A obtencdo de plasma a partir de sangue

total € conseguida a partir da adi¢do de anticoagulantes, como a heparina ou o EDTA a
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Figura 5: Representacdo Esquemadtica do Sistema de Embalagem Tripla. Adaptado de World
Health Organization (2019)
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amostra de sangue, seguida de uma etapa de centrifugacdo que permite a separacao das
células sanguineas do plasma (Yu et al., 2011). O procedimento de obtengdo de soro é
bastante similar, contudo é obtido a partir de sangue coagulado (dispensa assim o passo
de adi¢do de anticoagulantes a amostra sanguinea), pelo que a centrifugacdo separa as

células sanguineas e os factores de coagulacdo do soro (Yu et al., 2011).

ii Introducao aos Testes de Diagnostico

As infecgOes respiratdrias, sejam de etiologia viral ou bacteriana, normalmente apresen-
tam muitos sintomas em comum, o que gera dificuldades na identificacdo do agente etio-
l6gico de uma infeccao respiratdria, tendo por base somente a apresentagao clinica, apesar
de a clinica proporcionar um contributo significativo para a deteccao da infec¢do em si,

nos casos de infecc¢ao sintomatica (Fox, 2007).

A técnica de isolamento viral em cultura celular apesar de ser a técnica gold standard para
diagndstico virolégico (Li et al., 2020a), como consequéncia do reduzido crescimento
dos coronavirus em cultura celular (Ieven & Goossens, 1997), da auséncia de um efeito
citopatico caracteristico destes (Vabret et al., 2001) e de se tratar de uma técnica complexa
com baixa especificidade e sensibilidade, € inadequada para o diagnéstico da infec¢do por

coronavirus (Vijgen et al., 2005).

A microscopia electrénica € outra técnica que apresenta reduzida sensibilidade, devido
as dificuldades na distin¢@o entre os coronavirus e outras estruturas que podem estar pre-
sentes nas células, pelo que requer observadores treinados para a sua execugdo (Vabret
et al., 2001). Assim, € igualmente pouco aconselhdvel o recurso a esta técnica, para o

diagnéstico de infeccao por coronavirus (Vabret et al., 2001).

Deste modo, as limitagdes inerentes aos métodos cldssicos, no que respeita ao diagndstico
de infec¢Oes respiratdrias por coronavirus, levou a que estes fossem preteridos, em prol

dos testes moleculares, que demonstraram uma sensibilidade bastante superior (Ieven &
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Goossens, 1997), tendo sido efectuado o primeiro diagnéstico de infeccdo por SARS-
CoV-2, a partir de técnicas de NGS (Tang et al., 2020). Contudo, uma vez que 0s surtos
por SARS-CoV-2 sdo imprevisiveis e estas técnicas exigem muitos recursos, nao sao as
mais adequadas para a testagem em massa (Pillay et al., 2020). No entanto, os dados
obtidos pelo sequenciamento completo do genoma viral através das técnicas de NGS,
permitiram o desenvolvimento das técnicas de RT-PCR, que funcionaram como o padrao
de referéncia dos testes de diagnostico utilizados para o controle da pandemia por SARS-
CoV-2 (Bull et al., 2020; Charre et al., 2020), além de terem contribuido para a elaboracdo

de novas terapéuticas anti-virais e vacinas preventivas (Charre et al., 2020).

A deteccdo de sequéncias virais especificas por NAAT's tornou-se o método de rotina para
a confirmacao do diagndstico de infec¢ao por SARS-CoV-2 (Tang et al., 2020; World He-
alth Organization, 2020b), tratando-se o rRT-PCR, considerado o actual teste gold stan-
dard de diagnéstico da infeccdo por SARS-CoV-2 (Direcdao-Geral da Saude, 2020b; Li
et al., 2020d; Rahbari et al., 2021; World Health Organization, 2020b), do NAAT mais
utilizado, seguido pelas técnicas de amplificacdo isotérmica, das quais a Amplificacdo
Isotérmica Mediada por Loop com Transcricdo Reversa (RT-Lamp), € a mais frequen-
temente aplicada (Tang et al., 2020). Os testes moleculares devem ser realizados em
laboratérios com biosseguranga no minimo de nivel 2, que apresentem camaras de fluxo
laminar classe II (Direcao-Geral da Saude, 2020b; Priyadarshi ez al., 2020; World Health
Organization, 2020b).

iii Diagnostico Molecular

1 NGS

As técnicas de NGS, também conhecidas como técnicas de sequenciamento de elevado
rendimento, t€ém a capacidade de sequenciar centenas de milhdes de moléculas de DNA

em simultaneo (Behjati & Tarpey, 2013; Churko et al., 2013). Deste modo, tornam pos-
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sivel o sequenciamento completo de um genoma humano, no espaco de apenas um dia,
inclusive do seu exoma (todas as sequéncias codificantes), bem como, de apenas alguns
genes em especifico (Behjati & Tarpey, 2013; Churko et al., 2013). Assim, permitem
obter imensos dados sobre determinadas doencas e identificar os seus agentes etioldgicos
(Behjati & Tarpey, 2013; Churko et al., 2013). Estas técnicas permitiram ainda, que se
comegasse a caracterizar os patogénios pelas suas sequéncias genéticas, em vez da carac-
terizagdo tradicional baseada na sua morfologia, metabolismo e propriedades de colora¢ao

(Behjati & Tarpey, 2013).

As técnicas de NGS, mais concretamente as técnicas de sequenciacdo por Illumina e na-
nopore, foram essenciais na identificacio do SARS-CoV-2, como o agente responsdvel

pela doenca COVID-19 (Zhu et al., 2020b).

Na medida em que o SARS-CoV-2 consiste num virus RNA, € necessdria a transcri¢ao
reversa do seu genoma, para que seja possivel o seu subsequente sequenciamento pelas

técnicas de NGS (Bull et al., 2020).

A sequenciagdo por Illumina tem como base uma técnica de "amplificagdo em ponte", na
qual sequéncias de DNA ligadas a adaptadores especificos, sdo utilizadas como substrato
para reaccoes repetitivas de amplificagcdo de DNA previamente fragmentado, num suporte
s6lido que contém sequéncias complementares aos adaptadores (Slatko et al., 2018). Um
unico suporte soélido tem a capacidade de suportar milhdes de reacgdes paralelas, nas
quais sdo geradas multiplas copias de cada fragmento de DNA (Slatko et al., 2018). Du-
rante as reacc¢Oes de sintese de DNA, ocorre a incorporacdo de nucleétidos modificados
e marcados por fluorescéncia, que actuam como terminadores de sintese para cada reac-
cdo (Slatko et al., 2018). Deste modo, é possivel a detec¢do de sinais que permitem a

sequenciagdo das cadeias curtas de DNA (Slatko et al., 2018).

Paralelamente, a sequenciacdo por nanopore baseia-se na conducio de cadeias comple-

tas de DNA através de nanoporos, aos quais foi aplicada uma corrente eléctrica (Slatko
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et al., 2018). Essa corrente eléctrica sofre uma interrup¢do por cada nucleétido que atra-
vessa 0 nanoporo, o que resulta num sinal eléctrico, que quando captado pelos detectores
apropriados, permite discriminar os diferentes nucledtidos (Slatko et al., 2018). Assim, na
medida em que € possivel mover dezenas de milhares de nucle6tidos a um ritmo constante
por entre 0s nanoporos, esta técnica proporciona o sequenciamento de cadeias longas de

DNA, através da andlise das alteracdes na corrente eléctrica (Slatko et al., 2018).

O sequenciamento de cadeias curtas por Illumina € actualmente a técnica "gold stan-
dard"para a maioria dos projectos de sequenciagdo clinica, ainda que apresente algumas
fontes de erro, tais como, as dificuldades no alinhamento das cadeias curtas derivadas de
sequéncias repetitivas de DNA (Roberts et al., 2021). As técnicas de sequenciacio de
cadeias longas, como as desenvolvidas pela Oxford Nanopore Technologies (ONT), con-
tribuiram para ultrapassar essas limitacdes e demonstraram ainda vantagens em termos de
tempo, portabilidade e custo (Roberts et al., 2021). Porém, as técnicas de sequenciamento
de cadeias longas, também apresentam desvantagens, tratando-se de técnicas menos espe-
cificas e sensiveis do que as técnicas de sequenciamento de cadeias curtas (Roberts et al.,

2021).

O Illumina COVIDSeq Test foi o primeiro teste baseado em técnicas de NGS a receber a
autorizagdo da Food and Drug Administration (FDA) (concedida a 10 de Junho de 2020),
para ser utilizado no diagnoéstico da infec¢do por SARS-CoV-2, tendo como finalidade a
obtencdo de mais dados sobre o coronavirus e a detec¢do de novas mutacdes e variantes

deste (Food and Drug Administration, 2020a).

No entanto, as técnicas de NGS apresentam algumas condicionantes, como a necessidade
de uma grande capacidade de armazenamento de dados, serem bastante dispendiosas e
exigirem profissionais experientes para a sua execugdo e interpretacdo, ndo sendo as mais
praticas para a testagem em larga escala numa situacdo pandémica, dai a necessidade de

outros testes mais simples e baratos (Behjati & Tarpey, 2013).
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2 PCR

O rRT-PCR, também conhecido como Real-Time Quantitative Reverse Transcriptase Poly-
merase Chain Reaction (RT-qPCR), engloba vérias etapas apds a extrac¢do e purificagio
do RNA das amostras bioldgicas, tais como, a transcri¢do reversa que permite conver-
ter o RNA extraido em DNA, e a quantitative Polymerase Chain Reaction (QPCR) em
tempo real, ou seja, a amplificacdo do DNA resultante da etapa anterior e a sua quantifi-
cacdo em tempo real (Gurbuz, 2020), por oposi¢do ao que ocorre no Polymerase Chain
Reaction (PCR) convencional que consiste numa técnica somente qualitativa (STAGGE-
MEIER et al., 2015). Desta forma, o RNA do SARS-CoV-2 presente nas amostras clinicas
¢ convertido em DNA complementar (cDNA), pela enzima transcriptase reversa (Afzal,
2020; Carter et al., 2020), num processo normalmente realizado a uma temperatura de
aproximadamente 60 °C, o que permite que se possa aplicar de seguida, qualquer uma
das metodologias que tém por base a técnica de PCR (Zhu et al., 2020a). Assim sendo,
aplica-se uma temperatura superior a 90 °C, temperatura essa, que promove a desnatura-
cdo da enzima transcriptase reversa, do RNA, da molécula de DNA (ocorre a separacdo da
cadeia dupla) e activa a DNA polimerase (Green & Sambrook, 2019; Zhu et al., 2020a).
Os primers (oligonucle6tidos de cadeia curta de DNA, normalmente com comprimento
entre os 20 e 25 nt, que se vao ligar a sequéncias especificas do cDNA alvo), sdo adicio-
nados ao cDNA a uma temperatura normalmente situada entre os 55 °C e os 65 °C, num
passo designado hibridag@o ou annealing, promovendo desta forma o inicio da replicacao
do DNA, ou seja, permitindo que a DNA polimerase continue a sintese de novo DNA, a
partir da adicdo de nucledtidos livres ao cDNA por complementaridade, etapa esta, que
se denomina de extensdo ou polimerizagdo e que ocorre, a uma temperatura de aproxi-
madamente 72 °C (Green & Sambrook, 2019; Zhu et al., 2020a). A actividade da DNA
polimerase depende da concentracdo de MgCl2, uma vez que o magnésio é um co-factor
dessa enzima (Lorenz, 2012). Todavia, apesar de a actividade desta aumentar proporci-

onalmente a concentracio desse sal bivalente, um excesso de magnésio pode estabilizar
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a cadeia dupla de DNA e impedir que se consiga a sua desnaturacdo completa (Lorenz,
2012). Normalmente a amplifica¢do do dcido nucleico é concluida apos 35-45 ciclos (Zhu
et al., 2020a), nos quais se utilizam termocicladores que controlam a temperatura a qual
ocorre cada etapa (Green & Sambrook, 2019). A quantificacdo do DNA em tempo real
pode ser conseguida através de um corante fluorescente que se liga ao DNA, como por
exemplo o SYBR Green (Marinowic et al., 2021), ou recorrendo a sondas TagMan, que
consistem em oligonucle6tidos de DNA de cadeia simples especificos para as sequéncias
de interesse (Afzal, 2020). As sondas TagMan encontram-se marcadas na extremidade
5’, com um fluoréforo e, na extremidade 3°, com um quencher que inibe o sinal do flu-
oréforo até que ocorra a clivagem da sonda pela enzima DNA polimerase, resultando na
libertacao do fluoréforo e consequente emissao de sinal de fluorescéncia (Figura 6) (Af-
zal, 2020). Apesar de a detec¢do baseada na coloragdo com SYBR Green ser a técnica
mais utilizada nos NAATSs, devido a apresentar vantagens em termos de simplicidade e
custo, o teste TagMan é mais sensivel e especifico, pelo que é considerado, como o0 mé-
todo mais adequado para a deteccdo e quantificagdo de agentes patogénicos com baixo
nimero de cdpias, o que sucede nos virus como o SARS-CoV-2 (Marinowic et al., 2021).
Uma corrida analitica tipica, dura aproximadamente uma hora e meia (Bustin & Nolan,
2020), contudo, é possivel aumentar consideravelmente a velocidade do teste, através de
uma simples mudanca de protocolo, sem compromisso da sua especificidade ou sensibi-
lidade (Bustin, 2017). Os primers e sondas utilizados no teste, devem ser armazenados
a uma temperatura de sensivelmente —20 °C (Rahbari et al., 2021). Os reagentes neces-
sarios para a extraccdo do RNA, bem como para a realizacdo do rRT-PCR propriamente
dito, existem em elevadas quantidades e apesar de muitos testes serem realizados num vo-
lume de reaccdo de 25 ul., a mesma precisao e sensibilidade podem ser conseguidas com
um volume final de reac¢do de 5 uL, o que permite poupancas em termos de reagentes e
materiais (Bustin & Nolan, 2020). Este € um teste de elevada especificidade e bastante
sensivel, pelo que nao necessita de grandes quantidades de amostra, sendo capaz de de-

tectar e amplificar uma Unica molécula (Palmer et al., 2003; Ravi et al., 2020). A maioria
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dos equipamentos de rRT-PCR apresentam capacidade para analisar 96 amostras clini-
cas em simultaneo, todavia alguns instrumentos ja conseguem analisar até 1536 amostras

numa unica corrida analitica (Bustin & Nolan, 2020).
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Figura 6: Representagdo Esquematica do Principio da Técnica de rRT-PCR. Adaptado de Afzal
(2020)

As técnicas de rRT-PCR podem-se dividir em técnicas Two-Step, nas quais o0 RNA € pre-
viamente convertido em DNA pela transcriptase reversa num tubo e subsequentemente

¢ amplificado e quantificado noutro tubo, ou em técnicas One-Step, nas quais todos os
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processos catalisados por enzimas, inerentes ao teste rRT-PCR, decorrem no mesmo tubo
(Wong & Medrano, 2005). Apesar das técnicas Two-Step serem mais sensiveis e flexiveis
(Wong & Medrano, 2005), as técnicas One-Step sdo as mais frequentemente utilizadas
no diagnéstico da infeccdo pelo SARS-CoV-2, devido a apresentarem outras vantagens,
nomeadamente, uma maior velocidade de execuc¢do, necessitarem de uma menor mani-
pulacdo das amostras e diminuirem o risco de erros de pipetagem ou de contaminacao
cruzada entre as etapas de transcri¢do reversa € de PCR em tempo real (Carter et al.,

2020).

Desde o inicio da pandemia, foram lancados muitos kits que visam a detec¢cdo do SARS-
CoV-2, tendo sido a ORF1a, a ORF1b, o gene que codifica a RNA polimerase dependente
do RNA e os genes que codificam as proteinas estruturais S, E e N, os alvos moleculares

mais utilizados nesses kits para o diagnéstico de infec¢do viral (van Kasteren et al., 2020).

A OMS desenvolveu o primeiro protocolo para a deteccio do SARS-CoV-2 através do
rRT-PCR, cujos primers e respectivas sondas de deteccdo se destinam a pequenas regides
do gene viral que codifica a RNA polimerase dependente do RNA (RdRp) e do gene
responsdvel por codificar a proteina E (Corman et al., 2020; World Health Organization,
2020d). A agéncia CDC americana foi responsavel pela elaboracdao do teste molecular
mais utilizado actualmente no diagnédstico da infeccdo por SARS-CoV-2, que difere do
anterior nos alvos dos primers e sondas, tratando-se neste caso, de pequenas sequéncias de
duas regides codificantes da proteina da nucleocdpside viral presentes no gene N (regides
N1 e N2) e também de uma pequena por¢ao do gene humano que codifica a RdRp, este
ultimo, para confirmar que o procedimento de extracgao do RNA das amostras bioldgicas

foi bem sucedido (Centers for Disease Control and Prevention, 2020; Cheng et al., 2020).

Ainda que a maioria dos testes moleculares tenha como base a detec¢do de pelo menos
duas sequéncias genéticas constantes do SARS-CoV-2, a detec¢do de apenas um alvo,

pode ser considerado o bastante para diagndstico de infecgdo numa regido endémica (Gur-
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buz, 2020). No entanto, uma vez que mutacdes nos alvos moleculares podem traduzir-se
em falsos negativos, € aconselhdvel os testes de diagndstico apresentarem vdrias regioes

alvo para evitarem essa fonte de erro (Tahamtan & Ardebili, 2020).

Muitos dos testes rRT-PCR realizados com a finalidade de diagndstico da infeccdo por
SARS-Cov-2, partilham do critério de que um valor de Cycle threshold (Ct), também de-
signado de quantification Cycle (Cq), quando inferior a 40, € indicativo da presenca de
SARS-CoV-2 na amostra bioldgica, enquanto que se for superior, classifica-se a amostra
como sendo negativa para a deteccdo viral (Tom & Mina, 2020). O valor de Ct repre-
senta o nimero de ciclos de amplificacdo necessarios, para que o sinal de fluorescéncia
produzido, atinja um valor pré-determinado e uma vez que esse sinal é directamente pro-
porcional a quantidade de material genético, significa que a sequéncia de interesse foi am-
plificada, até atingir o valor estabelecido como sendo significativo (Tom & Mina, 2020).
Desta forma, entende-se que o valor de Ct seja inversamente proporcional a carga viral
das amostras clinicas analisadas (Tom & Mina, 2020). O valor de Ct definido como 40,
¢ um valor elevado, o que torna os testes muito sensiveis, contudo, essa elevada sensi-
bilidade pode resultar em consequéncias como isolamentos prolongados, mesmo quando
j& ndo existe um risco real de transmissao da infec¢do por parte dos portadores (Tom &
Mina, 2020). A agéncia CDC da China estipulou que um valor de Ct entre 37 e 40 é
um resultado equivoco, pelo que se deve repetir o teste de diagndstico, sendo a amostra
considerada positiva para a infeccdo por SARS-CoV-2, caso na repeti¢do se obtenha um
pico bem definido e um valor de Ct inferior a 40 ou simplesmente um valor de Ct menor

que 37 (Chinese Center for Disease Control and Prevention, 2020; Hu et al., 2021).

O Limite de Deteccdo (LoD), € uma medida de sensibilidade analitica que na maior parte
dos testes moleculares para o SARS-CoV-2, foi definido como a concentragdo viral mi-
nima para a qual o alvo molecular pode ser detectado com uma confianca de 95 % (Ar-
naout et al., 2020; Centers for Disease Control and Prevention, 2020), sendo que por

exemplo no teste disponibilizado pela agéncia CDC americana, o Lod é de aproximada-
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mente dez copias de RNA viral por microlitro de meio de transporte (Centers for Disease

Control and Prevention, 2020; Ravi et al., 2020).

O protocolo concebido pela agéncia CDC americana, apresenta trés alvos moleculares dis-
tintos, o que significa que exige trés reaccoes RT-PCR por amostra e consequentemente,
um maior gasto de reagentes, uma maior demora na obtencdo de resultados e um aumento
do risco de erros durante o procedimento (Centers for Disease Control and Prevention,
2020; Kudo et al., 2020). Um método de ultrapassar essas limitacdes seria a substitui¢ao
do rRT-PCR singleplex pelo rRT-PCR multiplex que permite a amplificacdo/deteccao de
todos os alvos moleculares numa sé reac¢o, tendo-se verificado que a sensibilidade e es-
pecificidade permaneciam similares as do ensaio singleplex (Kudo et al., 2020). Contudo,
as concentracoes dos primers e sondas devem ser optimizadas de acordo com as condi-
coes especificas de cada laboratério em que se pretenda realizar o rRT-PCR multiplex

(Kudo et al., 2020).

Uma vez que a possibilidade de co-infec¢dao entre o SARS-CoV-2 e outros agentes pa-
togénicos ndo pode ser excluida, o SARS-CoV-2 foi acrescentado aos painéis multiplex
sindrémicos j4 existentes para o diagndstico de infeccdes respiratérias, como por exem-
plo ao painel QIASTAT-DX da empresa Qiagen, que permite efectuar testes moleculares
inteiramente automatizados e assim, obter o diagnéstico de varias infec¢des respiratdrias
em simultineo (Lai et al., 2020). Além disso, os testes automatizados acarretam vanta-
gens como diminuir o erro humano, aumentar a velocidade e reprodutibilidade dos testes
e promovem poupangas ao nivel de reagentes, amostras, bem como no nimero de profis-

sionais de satude necessarios a sua execugao (Ravi et al., 2020).

O ensaio de controlo de qualidade para o rRT-PCR, deve incluir Negative Template Con-
trols (NTCs) e Positive Template Controls (PTCs), para as etapas de extraccdo e corrida
analitica, e um controlo de extrac¢do interno (como por exemplo o gene humano que

codifica a enzima RNase P) (Priyadarshi et al., 2020). Os NTCs nunca devem apresen-
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tar niveis de fluorescéncia que ultrapassem o Ct padronizado como positivo, pois pode
ser indicativo de contaminacdo (Priyadarshi et al., 2020). No que respeita aos PTCs,
espera-se que estes apresentem resultado positivo entre os 20 e 35 ciclos de amplifica-
cdo (Priyadarshi et al., 2020). J4 no que concerne ao controlo de extrac¢do interno, este
deve apresentar um resultado positivo em cerca de 35 ciclos, o que serd um sinal de que a
amostra clinica tem qualidade aceitdvel para a realizacdo do teste, uma vez que apresenta
a quantidade de RNA humano necessdria (Priyadarshi et al., 2020). Caso tal ndo ocorra,
deve-se investigar a origem da anomalia, que pode ser devido a ma qualidade da amos-
tra bioldgica, a ma qualidade dos reagentes, a uma falha na etapa de processamento das
amostras, danos no equipamento, erros na execu¢do da técnica, instrumentos ndo calibra-
dos, a presenca de inibidores de RT-PCR, entre outras causas possiveis (Priyadarshi et al.,

2020; World Health Organization, 2020b).

A etapa de isolamento do RNA, pode contribuir para que o teste de rRT-PCR seja mais
moroso do que o pretendido, levando que a duragdo do teste seja normalmente entre 4
a 6 horas (Sheridan, 2020), dai que Arumugam e Wong tenham realizado um estudo no
qual se usaram amostras clinicas contendo o virus SARS-CoV-2, o virus influenza e o vi-
rus sincicial respiratério, com o objectivo de avaliar a sensibilidade do rRT-PCR quando
realizado directamente nas amostras ndo processadas (Arumugam & Wong, 2020). Os
resultados do estudo foram sugestivos de que, mesmo nao se efectuando o processamento
prévio das amostras bioldgicas, a sensibilidade do teste molecular ndo seria significati-
vamente alterada, o que permitiria poupar tempo na sua execucao (Arumugam & Wong,
2020). Todavia, é de salientar, que o estudo de Arumugam e Wong ainda ndo foi certifi-

cado por revisdo por pares.

O teste SalivaDirect desenvolvido por Vogels et al, que recebeu a autorizacdo de uso de
emergéncia por parte da FDA em 15 de Agosto de 2020 (Food and Drug Administra-
tion, 2020b; Vogels et al., 2021), procura contornar algumas das limita¢cdes do rRT-PCR,

inclusive a da duragdo da etapa de isolamento do 4cido nucleico (Food and Drug Admi-
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nistration, 2020b; Vogels et al., 2021). Este teste molecular utiliza a saliva como amostra
clinica, pelo que dispensa as amostras recolhidas de forma mais invasiva por zaragatoa
nasal (Food and Drug Administration, 2020b; Vogels et al., 2021). Durante o desenvol-
vimento desse teste, avaliou-se a estabilidade do SARS-CoV-2 nas amostras de saliva, a
diferentes temperaturas e sem adicdo de solugdes conservantes, tendo-se verificado que
o RNA alvo (RNA de uma regido responsavel pela codificacdo da nucleocdpside viral),
se encontrava estdvel as temperaturas de 4 °C, temperatura ambiente e 30 °C durante pelo
menos sete dias (Vogels et al., 2021). Neste método, também foram substituidos os méto-
dos tradicionais de extrac¢do de dcidos nucleicos, por um método alternativo, no qual se
utiliza a proteinase k e a inactivacdo por calor (Vogels et al., 2021). O método alternativo
de extrac¢do do 4cido nucleico, resultou numa ligeira diminuicdo de sensibilidade, mas
tem a vantagem de ser um método mais rdpido e barato do que as técnicas tradicionais
(Vogels et al., 2021). De seguida, a amostra pode ser analisada por rRT-PCR ou por outros

testes moleculares, como os testes de amplificagcdo isotérmica (Vogels et al., 2021).

Numa andlise estatistica realizada por Kucirka et al, com o objectivo de averiguar a vari-
acao do valor preditivo do RT-PCR ao longo do tempo, observou-se que a taxa de falsos
negativos era mais baixa, oito dias apds a exposicao ao agente infeccioso e trés dias apds
o inicio dos sintomas, pelo que se aconselha a esperar esse periodo temporal antes da
realizacao do teste de diagndstico, por forma a que seja efectuado no momento em que se
verificou apresentar VPP mais elevado (Kucirka et al., 2020). Devido ao risco de falsos
negativos, aconselha-se também, a nunca excluir a possibilidade de infec¢cdo com base
no resultado negativo de um unico teste, na situagdo de o paciente apresentar sintomas
caracteristicos da COVID-19 (Kucirka et al., 2020). O recurso a exames complementa-
res imagiolégicos como a tomografia computadorizada (TC) pode auxiliar no diagndstico
desses casos inconclusivos (Tahamtan & Ardebili, 2020). No entanto, ndo obstante a
TC da regido torécica se ter revelado como um método de elevada sensibilidade para a

COVID-19 (Ai et al., 2020), apresenta baixa especificidade, ndo sendo adequada para
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identificar o agente etioldgico da infeccdo e como tal, ndo deve ser utilizada de forma

isolada para esse fim (Li & Xia, 2020).

O droplet digital PCR (dd-PCR), é uma técnica que tem demonstrado em varios estudos
uma sensibilidade superior a do teste rRT-PCR, para a deteccdao da presenca do SARS-
CoV-2 em amostras bioldgicas (Jiang et al., 2020). No entanto, o rRT-PCR continua a
ser utilizado como o teste de referéncia para o diagndstico de infec¢ao por SARS-CoV-2,
devido a apresentar vantagens, no sentido de ser menos complexo, mais econémico e mais

rapido (Tedim et al., 2021).

Porém, o rRT-PCR apresenta algumas condicionantes, nomeadamente a exigéncia de
equipamento dispendioso e complexo, como € o caso dos termocicladores, e consequente-
mente de pessoal habilitado para o seu manuseio, além de que, pode ser necessario espe-
rar dias, para a obtencdo de resultados devido a questdes logisticas, dai que varias outras
técnicas tenham sido exploradas e desenvolvidas com o propdsito de contornar essas li-
mitagdes (Carter et al., 2020; Sheridan, 2020). Desde que o SARS-CoV-2, foi declarado
como uma PHEIC, um dos grandes objectivos globais passou a ser o desenvolvimento
de testes de diagndstico POC ripidos, econdmicos e simples (evitando a necessidade de
pessoal treinado), que aumentassem a capacidade de triagem, permitindo dessa forma,
acelerar quer as decisdes clinicas face aos pacientes, quer as decisdes governamentais

face a pandemia (Rezaei et al., 2020).

3 RT-LAMP

A tecnologia de amplificacdo isotérmica mediada por loop (LAMP), desenvolvida por
Notomi et al, consiste num método de amplificacdo de 4cidos nucleicos de elevada sen-
sibilidade e especificidade em condi¢des isotérmicas (Notomi, 2000). Esta técnica, tem
por base pelo menos quatro primers (F3, B3, FIP e BIP), com a capacidade de reconhecer
seis sequéncias genéticas alvo distintas (o que contribui para a elevada especificidade da

técnica) e a actividade da enzima Bacillus stearotermophillus (Bst) DNA polimerase, que
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além de sintetizar novo material genético, promove a abertura da cadeia dupla da molé-
cula de DNA (Notomi, 2000; Tomita et al., 2008). Os primers de dominio simples, F3
e B3, sdo complementares com apenas uma sequéncia alvo especifica, sendo estas a F3c
e B3c, respectivamente (Tomita et al., 2008). Os primers de dominio duplo (FIP e BIP)
podem reconhecer duas regides da molécula alvo (Tomita et al., 2008). O FIP contém
a regido Flc e a sequéncia complementar a sequéncia F2c, enquanto o BIP contém as
regides Blc e B2 (Notomi, 2000). Na etapa inicial, utilizam-se os quatro primers para
possibilitar o inicio da ac¢do da Bst DNA polimerase, que € activada a uma temperatura
entre os 60 °C e 65 °C (Notomi, 2000). Dos quatro primers, o FIP é o primeiro a participar
no inicio do processo de sintese de novo DNA caso este se inicie no sentido sense (ja no
caso de se iniciar no sentido antisense o primeiro é o BIP), e hibridiza com a sequéncia
F2c na extremidade 3’ da molécula, permitindo que a Bst DNA polimerase efectue a re-
plicacdo do acido nucleico (Notomi, 2000; Tomita et al., 2008). De seguida, o primer F3
hibridiza com a sequéncia da qual € complementar (Notomi, 2000; Tomita et al., 2008).
Durante a reaccao de sintese de DNA, ocorre também o deslocamento da cadeia comple-
mentar que pode formar um loop numa extremidade (Notomi, 2000; Tomita et al., 2008).
Esta cadeia simples, vai exercer o papel de molde para a sintese de novo DNA, que se
inicia com a hibridizacdo dos primers BIP e B3 com as suas regides alvo, processo que
origina uma cadeia simples com loops em ambas as extremidades (3’ e 5°), permitindo
o inicio da etapa de amplificacdo ciclica (Notomi, 2000; Tomita e? al., 2008). A etapa
ciclica do LAMP € iniciada pela hibridiza¢do do FIP com a regido F2c do loop da cadeia
molde, o que possibilita o elongamento por ac¢do da Bst DNA polimerase, enquanto o
BIP inicia o elongamento pela Bst DNA polimerase na outra extremidade ao hibridizar
com a sequéncia B2¢c (Notomi, 2000; Tomita et al., 2008). Deste modo, forma-se uma
estrutura intermédia com loops, que permitem um novo ciclo de amplificacio do DNA
alvo (Notomi, 2000; Tomita et al., 2008). Na medida em que, apenas os primers FIP e
BIP participam na etapa de amplificacdo ciclica, estes sdo necessdrios numa maior con-

centracdo que os primers F3 e B3 (Tomita ez al., 2008). Para que seja possivel aplicar a
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tecnologia LAMP a amplificacdo do RNA, € necessdria a ac¢do da transcriptase reversa

para converter este em DNA (Figura 7) (Notomi, 2000; Tomita et al., 2008).

Os testes que tém por base a tecnologia de LAMP, apresentam algumas vantagens sobre
as técnicas de PCR convencionais, uma vez que sdo métodos isotérmicos, mais rapidos
(com uma duracdo estimada de meia-hora), mais baratos e necessitam de equipamento
menos complexo para a sua realizagdo, pelo que podem ser efectuados em laboratdrios
com menos recursos técnicos e apresentam assim potencial para serem utilizados como

testes POC (Wong et al., 2018).

Normalmente, nas técnicas que utilizam a metodologia LAMP, um resultado positivo para
a presenca do analito de interesse nas amostras, pode ser evidenciado pelo surgimento de
turvacdo, ou por uma mudanca de coloracao (Miyamoto et al., 2015). Um método colori-
métrico de LAMP, no qual € utilizado o violeta de cristal leuco (LCV) como corante, foi
desenvolvido por Miyamoto et al, no qual uma reac¢do positiva se traduz pelo surgimento
de cor violeta (Miyamoto et al., 2015). Park et al, tendo por base esse método, desen-
volveram um teste colorimétrico de RT-LAMP, em que se utiliza o LCV como corante e,
no qual duas regides codificantes da proteina nsp3, duas regides codificantes da proteina
spike, uma regido codificante da proteina da nucleocédpside e uma regiio da ORF8 foram
escolhidas como alvos dos primers (Park et al., 2020). Este teste permite a obtengdo de
resultados em cerca de meia-hora, sendo que um resultado positivo para a presenca de
SARS-CoV-2 na amostra € detectdvel pelo aparecimento de uma coloragdo violeta (Park

et al., 2020).

Um outro teste de RT-LAMP, denominado isothermal LAMP based method for COVID-
19 ILACO), foi elaborado por Yu et al e permite identificar as amostras que contém o
SARS-CoV-2, através do uso de seis primers destinados a regides das ORFla e ORFI1b,

bem como do corante SYBR Green que emite fluorescéncia nos casos positivos a infec¢ao

(Yu et al., 2020Db).
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Figura 7: Representacdo Esquemadtica do Principio da Técnica de RT-LAMP. Adaptado de
Carter et al. (2020)

El-Tholoth et al descreveram uma técnica potencialmente mais sensivel na deteccdo do
SARS-CoV-2 que as técnicas de RT-LAMP ou RT-PCR convencionais, que recorre aos
principios da metodologia de amplificagdo rapida (RAMP) (El-Tholoth et al., 2020). A
técnica de RAMP, consiste na juncdo das técnicas de LAMP e amplificacio de polimerase
por recombinase (RPA), de modo a solucionar limitacdes inerentes a ambas as técnicas
isoladas, pelo que é mais sensivel que o LAMP e mais especifico que o RPA (Song et al.,
2017). A técnica de RPA é um NAAT isotérmico, que requer complexos entre a enzima
recombinase e os primers, a accdo de uma DNA polimerase que actua na abertura da ca-
deia dupla de DNA e na fase de replicacao do 4cido nucleico e ainda, de proteinas ligantes
ao DNA de cadeia simples que estabilizam a ligacdo dos primers a este, impedindo que
sejam removidos durante os repetidos ciclos de amplificagdo do dcido nucleico (Piepen-
burg et al., 2006). Assim, na técnica de RAMP, existe uma primeira fase de amplificagao
isotérmica por RPA a uma temperatura de cerca de 37 °C, que tem uma duracdo de 10 a

20 minutos e, uma segunda fase de amplificacdo por LAMP a uma temperatura entre os
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60 °C e 65 °C que dura aproximadamente 30 minutos (Song et al., 2017). O método que
El-Tholoth et al designaram de Penn-RAMP em tubo fechado, combina os métodos de
RT-LAMP e transcricdo reversa seguida de amplificacdo de polimerase por recombinase
(RT-RPA), permitindo a detec¢do do analito de interesse por fluorescéncia ou através de
métodos colorimétricos, nos quais a mudanga de coloracdo € visivel até mesmo a olho nu

(El-Tholoth et al., 2020).

Contudo, as técnicas de LAMP, também apresentam algumas desvantagens relativamente
as de PCR, como por exemplo, necessitarem de um maior nimero de primers para a sua
realizac@o, enquanto que € possivel efectuar um teste PCR com apenas dois primers (Zhu

et al., 2020a).

4 CRISPR

Muitas arqueobactérias e bactérias, apresentam um sistema imunoldgico que as protege
de agentes invasores como os bacteri6fagos, que consiste em repeticdoes palindromicas
curtas agrupadas e regularmente interespagadas (CRISPR), bem como em genes asso-
ciados ao CRISPR (Cas), que codificam as proteinas Cas (Hryhorowicz et al., 2016).
Os loci de CRISPR contém deste modo, sequéncias palindrémicas repetitivas de RNA
altamente conservadas e de tamanho varidvel, denominadas repeti¢des directas, que se
encontram separadas por sequéncias espagadoras hipervaridveis (ndo repetitivas) (Jansen
et al., 2002). Adjacente a uma das extremidades dos loci, localiza-se uma sequéncia nao
codificante, designada sequéncia lider, que é formada por centenas de pares de bases, com
predominancia de bases AT (Jansen ef al., 2002). O mecanismo de accdo do CRISPR (Fi-
gura 8) divide-se em trés fases: uma primeira fase de adaptacao, na qual apds a exposi¢ao
a um material genético estranho, ocorre a aquisicao de novas sequéncias espacadoras, que
consistem em fragmentos do dcido nucleico invasor; uma segunda fase de expressdo do
CRISPR, isto é, da transcricdo do CRISPR e consequente producao de RNA-CRISPRs

(crRNAs) e, por fim uma terceira fase, na qual decorre o reconhecimento do dcido nu-

44



Diagnéstico Laboratorial da Infec¢@o e Determinag@o do Estado Imune para o SARS-CoV-2

cleico invasor e a sua subsequente degradacao pelas nucleases (Burmistrz & Pyr¢, 2015).
O reconhecimento do 4cido nucleico invasor, € levado a cabo pelo complexo ribonuclear
formado pela associacdo dos crRNAs com as proteinas Cas (Wiedenheft et al., 2011).
Deste modo, esses complexos exercem o papel de guia para as nucleases, que vao clivar

a molécula invasora (Wiedenheft et al., 2011).
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Figura 8: Representagcdo Esquematica do Mecanismo de Acc¢do do CRISPR. Adaptado de
Nguyen et al. (2020)

O CRISPR/Cas tem vindo a ser utilizado essencialmente como uma ferramenta de edi¢dao
genOmica, sendo que, de entre as vérias proteinas Cas, a Cas9 € a que tem sido mais ex-
plorada nessa drea (Dara & Talebzadeh, 2020). Contudo, as proteinas Cas12a e Casl3a,
revelaram-se mais eficientes para o propdsito de diagndstico de infec¢des, sendo a Cas13a
a mais indicada para o diagndstico de infec¢des por SARS-CoV-2, devido a ser especi-

fica para o RNA, enquanto que a Casl2a apresenta especificidade para o DNA (Dara &
Talebzadeh, 2020).

O primeiro teste que tem por base o sistema CRISPR, a receber a autorizacdo de emer-
géncia da FDA para ser utilizado no diagndstico de infeccao por SARS-CoV-2, foi o kit
CRISPR SARS-CoV-2 que utiliza a plataforma de deteccao molecular Specific High Sen-

sivity Enzymatic Reporter UNLOCKing (SHERLOCK) (Gootenberg et al., 2017; Gugli-
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elmi, 2020; Sherlock Biosciences, Inc, 2021). O kit Sherlock™ CRISPR SARS-CoV-2,
consiste num teste molecular isotérmico que se inicia com uma fase de amplificacdo do
material genético presente na amostra por RT-LAMP, seguindo-se uma fase de transcri-
cdo, que permite obter o RNA que vai ser reconhecido e clivado pelos complexos CRISPR
(Sherlock Biosciences, Inc, 2021). A clivagem dos RNA reporteres leva a emissdo de um
sinal fluorescente, que permite a detec¢do das sequéncias de interesse, que correspondem
aregides das ORFla e ORF1b e do gene responsével por codificar a proteina N (Sherlock

Biosciences, Inc, 2021).

Um outro teste que utiliza o sistema CRISPR/Cas, mas que tem por base a plataforma
DNA Endonuclease-Targeted CRISPR Trans Reporter (DETECTR), foi desenvolvido por
Broughton et al e o seu principio, consiste numa primeira fase de amplificacdo genética
por RT-LAMP, seguida da detec¢do do DNA alvo pela enzima Cas12a (Broughton et al.,
2020). Os primers utilizados neste teste sdo especificos para sequéncias do gene codi-
ficante da proteina E e da regido N2 do gene que codifica a proteina da nucleocédpside
viral (Broughton et al., 2020). A clivagem do DNA reporter de cadeia simples, traduz-se
na emissao de fluorescéncia que revela a presenca do SARS-CoV-2 na amostra analisada

(Broughton et al., 2020).

Ambas as tecnologias, SHERLOCK e DETECTR, permitem a obtencdo de resultados
em aproximadamente uma hora, que podem ser lidos em tiras de fluxo lateral, pelo que

apresentam potencial para serem utilizados como testes POC (Fozouni et al., 2021).

Todavia, apesar de estes testes baseados no sistema CRISPR/Cas apresentarem niveis de
sensibilidade e especificidade similares as técnicas de rRT-PCR e RT-LAMP, e da mesma
forma que o RT-LAMP, dispensarem alguns equipamentos dispendiosos, como os ter-
mocicladores, sdo métodos que também exigem uma pré-amplificacao do acido nucleico
para que seja possivel a deteccao do analito de interesse, motivo que impulsionou Ding et

al, a conceberem o teste alternativo All-in-One Dual CRISPR-Casi2a (AIOD-CRISPR),
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no qual todos os reagentes necessarios a amplificacio e detec¢do sdo reunidos num dnico

sistema reactivo (Ding et al., 2020).

Fozouni et al viriam ainda a desenvolver um teste que dispensa a etapa de amplificacdao
do dcido nucleico (Fozouni et al., 2021). Neste, utilizam-se varios crRNAs especificos
para diferentes sequéncias do RNA viral, o que contribui para aumentar a especificidade e
sensibilidade do teste (Fozouni et al., 2021). A clivagem do RNA repdrter pelas nucleases
Casl3a induz a producao de fluorescéncia que pode ser detectada, até mesmo por uma
camara de telemdvel acoplada a um microscopio de fluorescéncia, o que comprova o

potencial desta técnica como um teste POC (Fozouni et al., 2021).

5 Outros Testes Moleculares

A técnica de amplificacdo mediada por transcricao (TMA), € uma outra alternativa ao RT-
PCR no diagnéstico de infecgdo por SARS-CoV-2, que consiste num NAAT isotérmico
cuja metodologia se baseia na hibridizacdo do primer T7, com a sequéncia de RNA alvo
e subsequente ac¢do da transcriptase reversa, que leva a formag¢ao de DNA complementar
(Carter et al., 2020). A transcriptase reversa apresenta uma funcio dupla neste método,
pois além de promover a formagao de cDNA, exerce ainda o papel de RNAse H (H de
hibrido), uma vez que degrada o RNA que serviu de molde, restando no fim da sua ac-
tuacdo somente uma molécula de DNA de cadeia simples (Carter et al., 2020). A adic¢do
de um novo primer permite a sintese de DNA de cadeia dupla, que vai ser transcrito em
amplicons pela RNA polimerase T7 (Carter et al., 2020). Os amplicons formados, podem
entrar em novos ciclos de amplificag¢do e a detec¢do da sequéncia de RNA alvo do SARS-
CoV-2, pode ser conseguida através do recurso a sondas, que emitem fluorescéncia apds

hibridiza¢do com os amplicons (Carter et al., 2020).

Woo et al foram responsaveis pelo teste SENsitive Splint-based one-step isothermal RNA
detection (SENSR), cujo principio consiste em duas reaccdes enzimadticas: a primeira na

ligacdo de duas sondas de DNA a uma sequéncia alvo de RNA, reac¢do essa catalisada
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pela enzima SplintR ligase (uma Chlorella virus DNA ligase) e a segunda na transcri¢ao
dessa sequéncia pela T7 RNA polimerase, o que leva a sintese de um aptamero de RNA,
que apos ligar-se a um corante fluorogénico origina fluorescéncia (Woo et al., 2020). O
SENSR revelou ser um ensaio de elevada sensibilidade e especificidade para multiplos

agentes patogénicos, inclusive para o SARS-CoV-2 (Woo et al., 2020).

iv Testes de Antigénio

Apesar de inicialmente a maior parte dos testes POC de fluxo lateral serem testes sero-
16gicos, logo se desenvolveram métodos directos rapidos que permitiam a detec¢ao do
virus em si (Rezaei et al., 2020). Os testes rdpidos de antigénio, da mesma forma que
os testes rapidos para a detec¢do de anticorpos, consistem em imunoensaios que dispen-
sam equipamento laboratorial complexo de elevado custo ou pessoal especializado para a
sua execuc¢ao, tratando-se assim de testes simples e econdmicos (Taleghani & Taghipour,
2021). Contudo, ao contrério dos testes seroldgicos, estes nao proporcionam informacoes
acerca de infec¢Oes passadas (Taleghani & Taghipour, 2021), todavia, apresentam uma
maior especificidade e sensibilidade na deteccdo de infeccao aguda por SARS-CoV-2

(Rezaei et al., 2020).

A colheita de amostras clinicas para andlise por teste de antigénio, € normalmente efec-
tuada pela técnica de zaragatoa nasofaringea ou de zaragatoa nasal (Nguyen et al., 2020).
De seguida, as amostras devem ser imersas numa solucio extractiva, que promova a ex-

posicdo das proteinas virais (Habli ez al., 2021).

Os testes de antigénio de fluxo lateral, t€ém por base o principio da reac¢do antigénio-
anticorpo, efectuando-se num dispositivo ou membrana que contém particulas de detec-
cdo (revestidas por anticorpos monoclonais anti-SARS-CoV-2 primdrios, especificos para
uma proteina do SARS-CoV-2), na zona denominada almofada de conjugacdo, sendo as

proteinas estruturais N ou S, as mais frequentemente escolhidas para esse efeito (Rezaei
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et al., 2020; Taleghani & Taghipour, 2021). Desta forma, caso a amostra aplicada na
almofada de amostra da plataforma de andlise, contenha a proteina para a qual os anticor-
pos monoclonais primarios sdo especificos, quando esta alcancar a almofada de conjuga-
cdo, as particulas de detecc¢do vao-se ligar a amostra por intermédio destes (Rezaei et al.,
2020). A amostra ao migrar por capilaridade através da membrana de nitrocelulose da tira
de teste, vai atingir a zona de formacao da linha de teste, onde se encontram anticorpos
monoclonais anti-SARS-CoV-2 especificos para o mesmo antigénio (Rezaei et al., 2020;
Taleghani & Taghipour, 2021). Na eventualidade da amostra bioldgica ser positiva para
a presenga do SARS-CoV-2, os anticorpos imobilizados na zona de formacao da linha de
teste vao-se ligar também aos antigénios presentes nesta (Rezaei et al., 2020; Taleghani
& Taghipour, 2021). A almofada de absorcdo recolhe a amostra no final da tira de teste
(Taleghani & Taghipour, 2021). A tira de teste apresenta ainda, uma zona de controlo de
qualidade para a qual, durante o teste vao migrar anticorpos marcados, que se vao ligar aos
anticorpos que se encontram ja imobilizados nesta, sendo que o teste s6 pode ser consi-
derado valido, se a linha de controlo se formar (Figura 9) (Taleghani & Taghipour, 2021).
Estas imunocromatografias podem ser fluorescentes, em que o sinal é detectado e lido por
um analisador digital, como sucede por exemplo nos testes Sofia 2 Antigen FIA e Lumi-
raDX SARS-CoV-2 Ag Test, ou colorimétricas, nas quais a interpretacio dos resultados
¢ visual, como ocorre por exemplo, nos testes BD Veritor e BinaxNOW COVID-19 Ag
Card (Habli et al., 2021). Os testes de imunofluorescéncia apresentam sensibilidade supe-
rior aos imunoensaios colorimétricos, contudo, uma vez que necessitam de analisadores
digitais, apresentam também um custo mais elevado (Habli ef al., 2021). As particulas
de detec¢do mais utilizadas nestas imunocromatografias sdo as nanoparticulas de ouro
coloidal (Wen et al., 2020), que apresentam caracteristicas como elevada estabilidade e

biocompatibilidade (Lai et al., 2010).

O teste Sofia 2 Antigen FIA, lancado pela Quidel Corporation, foi o primeiro teste de

antigénio a receber a aprovacao da FDA para ser utilizado no combate a pandemia por
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Figura 9: Representagdo Esquematica do Principio dos Testes Rdpidos de Antigénio. Adaptado
de Taleghani & Taghipour (2021)

SARS-CoV-2, aprovagao essa, que ocorreu a 8 de Maio de 2020 (Taleghani & Taghipour,

2021). Este teste consiste num ensaio em sandwich (o antigénio de interesse € "ensan-

duichado"entre anticorpos de captura e de detecc@o) de imunofluorescéncia de fluxo late-

ral automatizado, no qual se detecta a proteina da nucleocapside viral do SARS-CoV-2,

sendo os resultados conhecidos num espaco temporal de quinze minutos (Taleghani &

Taghipour, 2021).

Os testes rapidos de antigénio demonstram uma sensibilidade inferior aos testes molecu-
lares como o RT-PCR, na medida em que nestes nao ocorre uma etapa de amplificacio dos
alvos proteicos, pelo que revelam uma maior eficicia em individuos com elevada carga
viral (Direcao-Geral da Saide and INFARMED - Autoridade Nacional do Medicamento
e Produtos de Satde, I. P. and Instituto Nacional de Satide Doutor Ricardo Jorge, 2020b;
Jadskeldinen et al., 2021). No entanto, acarretam vantagens em termos economicos e de
simplicidade, que os tornam mais adequados enquanto testes POC, ainda que devido a
sensibilidade relativamente reduzida, se deva evitar utiliza-los como substitutos dos testes

moleculares no papel de diagndstico, exercendo antes o papel de auxiliares na triagem
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(Jadskeldinen et al., 2021). Todavia, a OMS recomendou a utilizagdo de testes rapidos
de antigénio (que atendessem aos critérios de sensibilidade igual ou superior a 80 % e
de especificidade igual ou superior a 97 % comparativamente ao rRT-PCR), para o diag-
nostico de infeccdo por SARS-CoV-2 em individuos sintomdticos, nas situagdes em que
nao fosse possivel o recurso a NAATS, devendo o teste ser realizado na primeira semana
desde o inicio dos sintomas, de forma a que corresponda a um periodo de alta carga viral
(Direcao-Geral da Satide and INFARMED - Autoridade Nacional do Medicamento e Pro-
dutos de Saude, I. P. and Instituto Nacional de Satde Doutor Ricardo Jorge, 2020b; World
Health Organization, 2020a). No caso de Portugal, estipulou-se que os testes rapidos de
antigénio deviam cumprir os requisitos de sensibilidade igual ou superior a 90 % e de
especificidade igual ou superior a 97 % para serem aprovados (Dire¢do-Geral da Saude
and INFARMED - Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude, I. P. and

Instituto Nacional de Satide Doutor Ricardo Jorge, 2020b).

v Testes Serologicos

1 Introducio aos Testes Seroldogicos

Os testes seroldgicos t€m por base a detec¢do dos anticorpos produzidos durante a res-
posta imune dos individuos ao virus invasor (Dire¢do-Geral da Satide and INFARMED -
Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude, 1. P. and Instituto Nacional
de Satde Doutor Ricardo Jorge, 2020a; Hou et al., 2020), na qual os anticorpos IgM,
sdo normalmente a primeira linha de defesa humoral e como se verificou num estudo
realizado por Hou et al, no qual se avaliou através de um imunoensaio por quimiolumi-
nescéncia (CLIA), os niveis de anticorpos IgM e IgG em 338 pacientes com COVID-19,
os IgM costumam ser detectdveis logo na primeira semana apds a exposi¢cdo ao SARS-
CoV-2 (nos primeiros 3 a 6 dias ap6s o inicio da infec¢do) (Hou et al., 2020). Assim,
os niveis de IgM no sangue aumentam até atingir o seu pico, 0 que ocorre comummente

ao fim de duas ou trés semanas e, de seguida diminuem rapidamente, até que ndo sejam
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mais detectdveis (Hou et al., 2020). Desta forma, a detec¢do de anticorpos IgM pode ser
indicativa de uma infeccdo em estdgio inicial (Hou ef al., 2020). A seroconversao para os
anticorpos IgG, habitualmente ocorre depois da dos IgM e no estudo realizado, verificou-
se que os IgG normalmente sdo detectdveis a partir da segunda semana, desde o inicio
da infeccdo por SARS-CoV-2 (Hou et al., 2020). Segundo os resultados obtidos nesse
estudo, os niveis de IgG atingem o pico na terceira semana apds a infeccao e mantém-se
elevados durante cerca de dois meses, conferindo assim, uma potencial protec¢dao contra
a reinfeccao por SARS-CoV-2 (Hou et al., 2020). Deste modo, a detec¢ao dos anticorpos

IgG, pode ser indicativa de uma infeccao actual ou passada (Hou et al., 2020).

Todavia, num imunoensaio enzimatico de quimioluminescéncia magnética (MCLIA), re-
alizado na China por Long et al em 285 pacientes com COVID-19, observaram-se trés
diferentes tipos de seroconversao possiveis, podendo ocorrer seroconversao em simulta-
neo para os anticorpos IgG e IgM, primeiro para os IgM ou primeiro para os IgG (Long
et al., 2020). Contudo, nesse estudo também se verificou a diminui¢do do titulo de IgM
decorridas as trés primeiras semanas desde o inicio da infeccdo, o que estd de acordo com

o que foi observado no estudo de Hou et al (Long et al., 2020).

A deteccdo de anticorpos IgA, também € utilizada como método indirecto de identificagdao
da infeccao por SARS-CoV-2, no entanto, os anticorpos IgM e IgG, sdo geralmente os

alvos mais utilizados nos testes serologicos (Yu et al., 2020a).

Apesar da utilidade dos testes seroldgicos, como testes de diagndstico, ser limitada nas
situacOes de infeccdo activa, devido a sua baixa sensibilidade e especificidade (até pelo
risco de reactividade cruzada com outros coronavirus), quando comparados com os testes
moleculares, uma vez que se tratam de métodos indirectos, eles desempenham um papel
importante nos estudos de seroprevaléncia dos anticorpos anti-SARS-CoV-2, na triagem
de doentes recuperados de COVID-19 e na monitorizacao da eficdcia das vacinas, sendo

os testes de neutralizac¢do por redugdo de placa (PRNTSs), fundamentais para esse propd-
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sito (Dire¢do-Geral da Saide and INFARMED - Autoridade Nacional do Medicamento
e Produtos de Satude, I. P. and Instituto Nacional de Saide Doutor Ricardo Jorge, 2020a;
Theel et al., 2020). Além disso, antes de serem aprovados os testes rapidos de antigénio
como testes POC, os testes seroldgicos imunocromatograficos de fluxo lateral responde-
ram a urgéncia imposta pela pandemia de testes rapidos, simples e portiteis em paises

com poucos recursos (Wen et al., 2020).

O conhecimento da seroprevaléncia das populagdes € importante, na medida que permite
avaliar a prevaléncia da transmissdo assintomatica, determinar a dura¢do da imunidade
adquirida pela infec¢ao por SARS-CoV-2 e consequentemente estimar o risco de uma
reinfec¢do, ou seja, dados que podem contribuir para o desenvolvimento de vacinas e

para o desenho de planos de vacina¢do (Galipeau et al., 2020).

Os testes seroldgicos podem-se dividir em testes nao rapidos e em testes rapidos (Ga-
lipeau et al., 2020). Os testes serologicos nao rdpidos incluem testes de neutralizagao
viral, testes de citometria de fluxo, entre outros, sendo que os mais utilizados na detecc¢ao
de anticorpos anti-SARS-CoV-2 sdo os imunoensaios de fase sélida como o ensaio de
imunoabsor¢do enzimdtica (ELISA), ou CLIA, enquanto que os testes rapidos consistem
essencialmente nas imunocromatografias de fluxo lateral (Galipeau et al., 2020). Os testes
nao rdpidos demonstram como vantagens a capacidade de analisar varias amostras clini-
cas em simultaneo, uma sensibilidade consideravelmente superior a dos testes rapidos e
ainda, permitem a quantificacdo dos anticorpos presentes nas amostras, por oposi¢ao aos
testes rapidos, que sdo meramente qualitativos (Galipeau et al., 2020). Contudo, os testes
rapidos apresentam como principal vantagem, o serem mais adequados como testes POC,
uma vez que o seu procedimento € bastante simples e rdpido de executar (Galipeau et al.,

2020).

Os procedimentos dos testes ndo rapidos, normalmente envolvem vdrias etapas, como a

captura dos anticorpos anti-SARS-CoV-2 presentes nas amostras clinicas no interior de

33



Diagnéstico Laboratorial da Infec¢@o e Determinag@o do Estado Imune para o SARS-CoV-2

uma placa revestida com antigénios especificos do SARS-CoV-2, etapas de lavagem e
a adicdo de anticorpos de deteccdo (Galipeau et al., 2020). Estes métodos, dependendo
do conjugado dos anticorpos de detec¢do, podem ser colorimétricos (p. ex. ELISA),
luminescentes (p. ex. CLIA) ou fluorescentes (p. ex. ensaio de fluorescéncia ligado a

enzima (ELFA)) (Galipeau et al., 2020; Wolff et al., 2020).

2 ELISA

A técnica de ELISA permite a deteccdo e quantificagdo de imunoglobulinas ou antigé-
nios de interesse (AROSA, Fernando A. et al., 2012). As placas utilizadas na técnica
de ELISA, geralmente t€ém 96 pocos, que consistem na fase sélida (Yolken, 1980) e a
deteccdo de anticorpos anti-SARS-CoV-2 implica o revestimento desses po¢os com imu-
nogénios deste, normalmente com as proteinas da Nucleocdpside viral, as proteinas S
ou as proteinas RBDs, que sensibilizam a placa para os anticorpos das amostras (Habli
et al., 2021). Desta forma, caso as amostras em estudo contenham anticorpos especificos
para os antigénios virais, formam-se os complexos antigénio-anticorpo, que podem ser
detectados através da adi¢do de anticorpos de deteccdo marcados enzimaticamente e de
cromogénios (AROSA, Fernando A. et al., 2012; Carter et al., 2020). A degradacdo dos
cromogénios pelas enzimas, gera uma coloraciao que pode ser quantificada com o recurso
a um espectrofotometro, sendo a intensidade da cor proporcional a quantidade de anticor-
pos presentes na amostra (AROSA, Fernando A. et al., 2012) (Figura 10). A técnica de
ELISA fornece os resultados num intervalo de uma a cinco horas (Carter et al., 2020).
Esta técnica, além de qualitativa pode ser semi-quantitativa, sendo a intensidade do si-
nal produzido proporcional a quantidade de anticorpos presentes na amostra em estudo
(Habli et al., 2021), bem como, apresentar grau varidvel de automatizagdo (Carter et al.,
2020). No entanto, apesar desta técnica quantificar a totalidade dos anticorpos que se li-
gam aos antigénios, nem todos esses anticorpos sdo efectivamente neutralizantes e o teste

de ELISA nao faz essa distingdo, pelo que, para quantificar os anticorpos com fungao
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neutralizante, é necessario utilizar outras técnicas como os testes PRNTs (Habli et al.,

2021).

Num estudo realizado por Xiang et al, no qual se comparou a sensibilidade e especifici-
dade das técnicas ELISA, ensaio imunocromatogréafico de ouro coloidal (GICA) e rRT-
PCR na deteccdo do SARS-CoV-2, observou-se que a sensibilidade dos testes ELISA e
GICA era consideravelmente maior, quando se utilizava a combinagao de anticorpos IgG
e IgM do que quando se usavam somente anticorpos IgG, ou apenas anticorpos IgM (Xi-
ang et al., 2020). Como as amostras testadas com a técnica de rRT-PCR foram colhidas de
pacientes que ja se encontravam em tratamento e recuperagao, a sensibilidade foi bastante
baixa, 0 que comprova que os testes serologicos possibilitam detectar infec¢des passa-
das, que nunca haviam sido diagnosticadas, algo que ndo € possivel através dos testes

moleculares (Xiang et al., 2020).

A técnica de ELISA ndo s6 permite a detecg@o e quantificacdo de imunoglobulinas espe-
cificas contra o SARS-CoV-2, como também pode ser usada para a detec¢cdo e quantifi-
cacdo da interleucina 6 (IL-6) (Li et al., 2020b). A IL-6 pode assim ser utilizada como
um biomarcador para avaliar a gravidade da doenca, como concluiram Liu et al ao mo-
nitorizar os niveis desta citocina em 69 pacientes com COVID-19 em estado grave (Liu
et al., 2020a). Nos doentes em que se verificou exacerbamento da doenga, observou-se
um aumento dos niveis da IL-6, enquanto que naqueles que se encontravam na fase de

recuperagdo, notou-se uma diminui¢@o acentuada (Liu et al., 2020a).

A maioria dos testes ndo rdpidos requerem como amostras clinicas, soro ou plasma ve-
noso, pelo que McDade et al optimizaram a técnica ELISA para contornar essa limitagao,
desenvolvendo um método que utiliza sangue total como amostra (dispensando a etapa de
processamento deste para obtencdo de plasma ou soro), pouco invasivo, que dispensa a
necessidade de um profissional de saide para a realiza¢do da puncdo venosa, o que sim-

plifica a sua utilizacdo em larga escala (McDade et al., 2020). Deste modo, McDade et
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al criaram a técnica Dried Blood Spot ELISA (DBS ELISA), que requer como amostra
clinica somente uma gota de sangue capilar, que pode ser colhida através de punc¢do di-
gital capilar por meio de uma lanceta, que é de seguida seco em papel de filtro (McDade
et al., 2020). Posteriormente, as amostras de DBS sdo eluidas através de uma solugdo
tampao e os eluatos resultantes podem ser utilizados para preencher os 96 pocos da placa
de ELISA, sendo o restante procedimento muito similar ao da técnica de ELISA cléssica

(McDade et al., 2020).

3 CLIA

O principio do método CLIA, é bastante similar ao da técnica ELISA, estando a principal
diferenca, no CLIA utilizar luminescéncia para a quantificagdo de anticorpos (Nguyen

et al., 2020).

Num estudo realizado por Bastos et al, com a finalidade de avaliar a precisdo das téc-
nicas de CLIA, ELISA e dos imunoensaios de fluxo lateral no diagndstico de infeccao
por SARS-CoV-2, os resultados foram indicativos de que a técnica de CLIA era a mais
sensivel das trés, enquanto que os imunoensaios de fluxo lateral, apresentaram os niveis

mais baixos de especificidade e sensibilidade (Bastos et al., 2020).

A técnica imunoensaio de microparticulas por quimioluminescéncia (CMIA), € uma vari-
ante da técnica CLIA, que revelou uma sensibilidade ainda mais elevada do que a técnica
CLIA tradicional (Nguyen et al., 2020). Um exemplo de teste de CMIA, aprovado pela
FDA para a deteccdo de anticorpos contra o0 SARS-CoV-2, é o teste anti-SARS-CoV-2
CMIA IgG da Abbott Laboratories, no qual se utilizam microparticulas magnéticas re-
vestidas por antigénios do SARS-CoV-2 (Manalac et al., 2020). No caso de as amostras
em estudo, apresentarem anticorpos IgG especificos para o antigénio, estes ligam-se e for-
mam os complexos antigénio-anticorpo (Manalac et al., 2020). Os complexos antigénio-

anticorpo podem ser revelados através do recurso a anticorpos de detec¢do marcados com
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um composto quimioluminescente (acridinio) (Manalac et al., 2020). Assim, apds um pe-
riodo de incubagdo e uma etapa de lavagem, s@o adicionadas as solugdes pré-activadora
e activadora (Manalac et al., 2020). A solugdo pré-activadora (peréxido de hidrogénio),
tem a funcdo de separar o acridinio dos complexos, enquanto que a solugdo activadora
(hidréxido de sédio), ao reagir com o acridinio desencadeia uma reaccao quimiolumi-
nescente, que permite a quantificacdo dos anticorpos IgG presentes na amostra (Manalac

et al., 2020).

A CMIA ¢ uma técnica automatizada, que exige instrumentacio de custo elevado, mas
que mesmo assim € vantajosa em termos econdmicos, quando comparada a técnica ELISA
(Habli et al., 2021). Além disso, nos estudos efectuados por Liu et al, revelou-se como
um método com sensibilidade superior a técnica ELISA, na detec¢io de anticorpos IgM

e de anticorpos totais especificos contra o SARS-CoV-2 (Liu et al., 2020b).

Cai et al desenvolveram uma técnica MCLIA baseada em péptidos, com a finalidade de
detectar anticorpos IgM e IgG especificos contra o SARS-CoV-2 (Cai et al., 2020). Este
método € uma outra variante da técnica de CLIA e faz uso de esferas magnéticas reves-
tidas com estreptavidina, as quais se adicionam diferentes antigénios do SARS-CoV-2
(proteinas codificadas pelas regides ORF1la e ORF1b, proteinas da nucleocapside viral e
proteinas S), previamente biotinilados, por forma a permitir a sua aderéncia a estreptavi-

dina (Cai et al., 2020).

Uma outra técnica variante da CLIA € o imunoensaio de electroquimioluminescéncia
(ECLIA), tendo sido o Elecsys Anti-SARS-CoV-2 da Roche Diagnostics, com uma dura-
cdo de 18 minutos e que requer uma amostra de apenas 12 pl., o primeiro teste serolégico
que utiliza essa técnica a ser aprovado pela FDA para auxiliar na detec¢do de anticorpos
anti-SARS-CoV-2 (Lippi et al., 2020). Este teste consiste numa técnica de sandwich,
na qual a amostra a ser analisada € incubada em conjunto com proteinas N recombi-

nantes biotiniladas e proteinas N recombinantes marcadas com ruténio, sendo essas pro-
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teinas recombinantes as representantes das proteinas da nucleocdpside do SARS-CoV-2
(Lipp1 et al., 2020). Deste modo, na presenga de anticorpos especificos para a proteina
N, formam-se complexos sandwich, aos quais se adicionam microparticulas revestidas
com estreptavidina que promovem a ligacao dos complexos a fase sélida, por intermédio
da interaccdo entre a biotina e a estreptavidina (Lippi et al., 2020). Posteriormente, os
complexos sdo aspirados para a célula de leitura na qual as microparticulas sdo fixadas
magneticamente a superficie do eléctrodo e removem-se os restantes elementos da amos-
tra (Lippi et al., 2020). A aplicacdo de uma corrente eléctrica ao eléctrodo, provoca a
emissdo de quimioluminescéncia pelo ruténio que pode ser quantificada num fotomulti-
plicador, sendo o sinal emitido proporcional a quantidade de anticorpos anti-SARS-CoV-2

presentes na amostra (Lippi et al., 2020).

4 Imunocromatografia de Fluxo Lateral

Os imunoensaios de fluxo lateral de fase sélida, sdo testes rdpidos, simples, que dispen-
sam equipamentos complexos de elevado custo e pessoal de saide treinado, pelo que reud-
nem as caracteristicas adequadas para serem utilizados como testes POC (Galipeau et al.,
2020; Wen et al., 2020). No entanto, ndo podem ser considerados ideais, uma vez que a
sua sensibilidade e especificidade € inferior a dos testes rdpidos de antigénio na deteccdo
de infeccdo aguda (Rezaei et al., 2020) e inferior a dos testes serolégicos ndo rapidos na
deteccao de infec¢des passadas (Galipeau et al., 2020). Estas imunocromatografias tém
por base a afinidade dos anticorpos anti-SARS-CoV-2 pelos antigénios do SARS-CoV-2,
e o método mais comum consiste na deposicdo de particulas de detec¢do (coloridas ou
fluorescentes), revestidas por antigénios especificos de SARS-CoV-2 (geralmente protei-
nas N ou S), na zona de deposicao da amostra da tira de teste (Habli et al., 2021). Estes
testes requerem normalmente amostras sanguineas colhidas por meio de puncao digital,
que seguidamente, sdo aplicadas numa tira de teste em conjunto com uma solu¢do tam-
pao (Taleghani & Taghipour, 2021). Apds a aplicagdo da amostra na cassete de teste,

caso esta seja positiva para a presenca de anticorpos anti-SARS-CoV-2, estes vao aderir
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as particulas de detecc@o (as mais vulgarmente utilizadas sdo as nanoparticulas de ouro
coloidal) (Habli et al., 2021). De seguida, os complexos antigénio-anticorpo migram por
capilaridade até as zonas de teste, onde se encontram anticorpos anti-IgG ou anti-IgM
humanos imobilizados (Habli et al., 2021). Estas imunocromatografias podem apresentar
varias zonas de teste para a detec¢do dos diferentes tipos de anticorpos, como uma zona
para a deteccdo dos IgM e outra para a deteccdo dos IgG (Habli et al., 2021). Além disso,
existe uma linha que serve para o controle de qualidade do teste, que caso nio apareca, o
teste deve ser considerado invalido (Habli et al., 2021; Taleghani & Taghipour, 2021). A
deteccao dos complexos antigénio-anticorpo, pode ser feita pelo aparecimento de linhas
coloridas ou pode ser realizada por analisadores digitais (Habli et al., 2021). A interpre-
tacdo do teste, baseia-se entdo habitualmente, no aparecimento de linhas coloridas, sendo
que, quando surge apenas uma linha colorida na zona de controlo, a interpretacdo € a de
que o individuo ndo estd, nem esteve infectado (Taleghani & Taghipour, 2021). No en-
tanto, caso surjam mais linhas coloridas além da linha de controlo, a interpretacdo serd
de que o individuo esté ou ja esteve infectado (Taleghani & Taghipour, 2021). Posto isto,
o aparecimento de uma linha colorida na zona dos anticorpos IgM, sugere infec¢do no
estado inicial, enquanto que, o aparecimento de uma linha na zona IgG se ndo for acom-
panhada do aparecimento de uma linha na zona IgM, € sugestivo de infec¢do no estado
final ou passada (Figura 11) (Taleghani & Taghipour, 2021). Contudo, este tipo de testes
sdo meramente qualitativos, pelo que, ndo concedem informagdes sobre a quantidade de
anticorpos presentes nas amostras, sendo que para a obtengao desses dados, € necessario
recorrer a testes seroldgicos ndo rapidos, como por exemplo a técnica ELISA (Taleghani

& Taghipour, 2021).

Actualmente, ja existem testes de imunocromatografia de fluxo lateral que permitem a
obtencdo de resultados em cerca de 10 minutos e que requerem apenas 10 uL. de soro ou

plasma, ou alternativamente uma amostra de 20 uLL de sangue total (Vashist, 2020).
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5 Testes de Neutralizacao

Os testes de neutralizacdo diferem dos outros testes serologicos, dado que fornecem in-
formacao sobre a capacidade que os anticorpos detectados t€m em combater o virus inva-
sor (Galipeau et al., 2020). Uma vez que os testes de neutralizacdo sdo mais confidveis
quando se cultiva um virus "vivo", a sua aplicacdo para averiguar o grau de imunidade
face a infec¢do por SARS-CoV-2, deve ser realizada em laboratérios com biosseguranca
no minimo de nivel 3 (Centers for Disease Control and Prevention, 2021c; Galipeau et al.,

2020; World Health Organization, 2020b).

De entre as proteinas estruturais do SARS-CoV-2, as mais imunogénicas sao as proteinas
S e N (Huang et al., 2020). No entanto, apesar de a proteina da nucleocédpside indu-
zir a produgdo de uma elevada quantidade de anticorpos e como tal, ser adequada para
testes com a finalidade de rastreio, ndo estd envolvida no mecanismo de infec¢do viral
e consequentemente, a maior parte dos anticorpos dirigidos a esta, ndo tém uma fungdo
neutralizante (Galipeau et al., 2020). Contudo, a proteina S estd directamente envolvida
no mecanismo de infec¢do viral, uma vez que a entrada do SARS-CoV-2 nas células,
depende da ligacdo do seu RBD a ECA-2, sendo este o principal alvo dos anticorpos
neutralizantes (Ju et al., 2020). Ripperger et al realizaram um estudo seroldgico em in-
dividuos que apresentaram COVID-19, com sintomatologia de leve a grave, observando
que apesar de a concentragao de anticorpos especificos contra a proteina N diminuir subs-
tancialmente de forma répida, tornando-se indetectaveis em cerca de dois ou trés meses
apos a infeccao nos individuos com doenca leve, os anticorpos neutralizantes contra a pro-
teina spike, mais especificamente os anticorpos contra a subunidade S2 e o dominio RBD,
eram detectdveis pelo menos durante sete meses apos a infeccdo, resultado que pode aju-
dar a explicar o nimero relativamente reduzido de casos de reinfec¢ao por SARS-CoV-2

documentados (Ripperger et al., 2020).
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Os PRNTs s@o considerados os testes gold standard na deteccdo e quantificacdo de an-
ticorpos neutralizantes (Lau et al., 2021). As técnicas de PRNT tém por base a mistura
do SARS-CoV-2, com varias dilui¢des de amostras de soro nos pocos das placas de teste,
sendo uma fileira de pogos utilizada como controlo negativo (apenas soro diluido) e outra
fileira como controlo positivo (virus em meio diluente) (Focosi et al., 2020). As mis-
turas de SARS-CoV-2 com soro, sdo de seguida incubadas durante uma hora a 37 °C
numa atmosfera de 5 % de CO,, por forma a permitir que os anticorpos interajam com
o virus (Focosi et al., 2020). Apds a remocao do sobrenadante, as suspensdes sdo incu-
badas durante trés a cinco dias numa cultura celular (devendo ser escolhidas células que
expressem elevados niveis de ECA-2, sendo as células Vero CC-81 do epitélio renal do
macaco verde africano, as mais comummente utilizadas nestes testes), a uma temperatura
de 36,5 °C numa atmosfera de 5 % de CO, (Focosi et al., 2020). As células devem ser
cobertas com 1 % de agarose para impedir que o virus se espalhe (Focosi et al., 2020).
Ap6s esse periodo de incubagdo, as placas (regides de células infectadas), sdo fixadas,
coradas e visualizadas ao microscopio (Focosi et al., 2020). A concentragdo de soro ne-
cessdria para reduzir o nimero de placas em 50 % designa-se PRNTS0 e o titulo de soro
necessdrio para reduzir o nimero de placas em 90 %, denomina-se de PRNT90, o que
permite estimar a quantidade de anticorpos presentes na amostra de soro, bem como a
eficacia destes em neutralizar o virus invasor (Focosi et al., 2020). O PRNT convencional
€ realizado em placas de 24 pogos e quando se utilizam placas de 96 pocos para a sua

execugdo, a técnica passa a ser conhecida como Micro PRNT (Focosi et al., 2020).

vi Testes de Imunidade Celular

Para além da imunidade humoral mediada pelos anticorpos produzidos por plasmdcitos,
a imunidade mediada por células T revelou-se como um outro mecanismo de defesa po-

tencialmente importante para a infeccao por SARS-CoV-2 (Wang et al., 2021).

A Adaptative Biotechnologies em conjunto com a Microsoft, desenvolveu o teste T-Detect
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COVID, que tem por base o sequenciamento de todos os receptores de células T (TCRs)
existentes numa amostra de sangue total e a subsequente comparacdo entre a quantidade
de TCRs especificos para 0 SARS-CoV-2 presentes na amostra, com valores limiar pré-
determinados (Dalai ef al., 2021; Food and Drug Administration, 2021; Sheridan, 2021).
Este teste de imunidade celular, permite assim, da mesma forma que os testes serologicos,
a deteccdo de infeccdes passadas, na medida em que o titulo de linfécitos T especificos
para 0 SARS-CoV-2, se mantém elevado durante pelo menos seis meses apds a infec¢ao
(Dalai et al., 2021; Food and Drug Administration, 2021; Sheridan, 2021). O T-Detect
COVID apresentou uma especificidade de 100 % e uma sensibilidade de 97,1 %, na ané-
lise de amostras de pacientes cuja infeccdo por SARS-CoV-2 tinha sido diagnosticada
pelo menos quinze dias antes pela técnica de RT-PCR (Dalai et al., 2021; Sheridan, 2021)
e recebeu a autorizacdo de emergéncia da FDA no dia 5 de Margo de 2021 (Food and Drug
Administration, 2021). No entanto, este teste ndo deve ser utilizado com a finalidade de
diagnéstico da infeccdo activa, mas sim como um complemento aos testes serolégicos na
determinagdo da eficacia da vacinagdo (Dalai et al., 2021; Food and Drug Administration,

2021; Sheridan, 2021).
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III Conclusao

Ao longo do trabalho de revisdo bibliografica efectuado, foi possivel concluir que os testes
moleculares se revelaram uma ferramenta muito importante desde o inicio da pandemia
de COVID-19, tendo sido as técnicas de NGS, aquelas que permitiram a identificacdo do
agente etioldgico da doenga. A partir de entdo, os testes moleculares, sobretudo aqueles
que tém por base as técnicas de PCR ou de LAMP, foram fundamentais para o diagndstico

dos individuos infectados.

Por outro lado, apesar dos testes seroldgicos rdpidos de imunocromatografia de fluxo
lateral ndo possibilitarem o diagndstico de infec¢cdo por SARS-CoV-2, estes foram os
primeiros testes POC a serem utilizados para fins de triagem. Tal deveu-se a sua sim-
plicidade e velocidade de execucdo, quando comparados com os testes moleculares de
diagnéstico. Apds aprovagdo das primeiras vacinas contra 0 SARS-CoV-2, os anticorpos
detectados por estes testes deixaram de poder ser atribuidos (em pacientes vacinados), a

uma infeccdo prévia pelo coronavirus.

Posteriormente, os testes rdpidos de antigénio surgiram como testes POC mais fidveis,
devido ao facto de permitirem o diagndstico a partir da detecc¢io de proteinas virais. Con-
tudo, ndo sdo tdo sensiveis e especificos como os testes moleculares. Relevam-se as suas
vantagens em termos de custo, rapidez de execucao e possibilidade de auto-testagem, con-
di¢des que t€ém permitido um rastreio muito mais rapido na populagdo. Todavia, persiste a
procura em desenvolver novos tipos de testes POC mais sensiveis e especificos, existindo

mesmo abordagens completamente distintas das aplicadas até ao momento.

Paralelamente, persiste a procura de métodos mais confortaveis e seguros de colheita
de amostras clinicas do que a actual técnica padrao da zaragatoa nasofaringea, sendo a
recolha de amostras de saliva uma das mais promissoras devido a ser pouco invasiva e

permitir a auto-colheita de uma forma mais cémoda.
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E de salientar que para além dos testes de diagndstico, outros testes que mereceram aten-
cdo, foram os testes de imunidade. Neste enquadramento, os testes serologicos de imu-
nocromatografia lateral apesar de detectarem anticorpos contra o SARS-CoV-2, ndo dis-
tinguem os anticorpos neutralizantes dos ndo-neutralizantes. Assim sendo, a detec¢ao
de anticorpos por esta técnica ou mesmo a sua quantificacdo nos testes seroldgicos nao-
rapidos como na ELISA ou CLIA, nio permitem inferir se um individuo é ou ndo imune
a infec¢do por SARS-CoV-2. Ressalva-se a importancia dos testes de neutralizagdo como
0os PRNTs ou dos testes de imunidade celular que permitem averiguar o grau de imuni-
dade dos individuos e consequentemente avaliar o sucesso da vacinagdo, através da qual

se pretende alcangar a imunidade de grupo.

Finalmente, € de relevar que nos ultimos vinte anos observou-se o "salto"entre espécies
de trés coronavirus (SARS-CoV, MERS-CoV e SARS-CoV-2) que apresentaram a capa-
cidade de provocar patologia grave nos humanos, bem como uma elevada taxa de trans-
missdo. Neste contexto, e atendendo a elevada frequéncia de muta¢des do SARS-CoV-2,
que se comprova pelo surgimento de sucessivas novas variantes, tal, refor¢a a importancia
de se continuar a investigar em novas técnicas que promovam a detec¢ao precoce de novos
agentes patogénicos virais, de modo a que no futuro se possa actuar de forma eficiente e

eficaz, evitando-se um cendrio pandémico semelhante ao que vivemos.
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