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APRESENTACAO

As Ciéncias Bioldgicas, assim como as diversas areas da Ciéncia (Naturais,
Humanas, Sociais e Exatas), passam por constantes transformacdes, as quais sao
determinantes para o seu avanco cientifico. Nessa perspectiva, a colegcdo “A Pesquisa
em Ciéncias Biologicas: Desafios Atuais e Perspectivas Futuras”, € uma obra composta
de dois volumes com uma série de investigacdes e contribuicbes nas diversas areas de
conhecimento que interagem nas Ciéncias Biologicas.

Assim, a colecéo é para todos os profissionais pertencentes as Ciéncias Bioldgicas
e suas areas afins, especialmente, aqueles com atuagdo no ambiente académico e/ou
profissional. Cada volume foi organizado de modo a permitir que sua leitura seja conduzida
de forma simples e com destaque por area da Biologia.

O Volume | “Saude, Meio Ambiente e Biotecnologia”, reine 17 capitulos com estudos
desenvolvidos em diversas instituicdbes de ensino e pesquisa. Os capitulos apresentam
resultados bem fundamentados de trabalhos experimentais laboratoriais, de campo e de
revisdo de literatura realizados por diversos professores, pesquisadores, graduandos e pos-
graduandos. A produgéo cientifica no campo da Saude, Meio Ambiente e da Biotecnologia
é ampla, complexa e interdisciplinar.

O Volume Il “Biodiversidade, Meio Ambiente e Educacéo”, apresenta 16 capitulos
com aplicagdo de conceitos interdisciplinares nas areas de meio ambiente, ecologia,
sustentabilidade, botanica, micologia, zoologia e educagdo, como levantamentos e
discussdes sobre a importancia da biodiversidade e do conhecimento popular sobre as
espécies. Desta forma, o volume Il podera contribuir na efetivagdo de trabalhos nestas
areas e no desenvolvimento de praticas que podem ser adotadas na esfera educacional e
nao formal de ensino, com énfase no meio ambiente e manuteng¢ado da biodiversidade de
forma de compreender e refletir sobre problemas ambientais.

Portanto, o resultado dessa experiéncia, que se traduz nos dois volumes organizados,
objetiva apresentar ao leitor a diversidade de tematicas inerentes as areas da Saude, Meio
Ambiente, Biodiversidade, Biotecnologia e Educacdo, como pilares estruturantes das
Ciéncias Biolégicas. Por fim, desejamos que esta coletanea contribua para o enriquecimento
da formacao universitaria e da atuagéo profissional, com uma visdo multidimensional com
o enriquecimento de novas atitudes e praticas multiprofissionais nas Ciéncias Biologicas.

Agradecemos aos autores pelas contribuicdes que tornaram essa edigéo possivel, e
juntos, convidamos os leitores para desfrutarem as publicagdes.

Clécio Danilo Dias da Silva
Danyelle Andrade Mota
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A pesquisa em ciéncias biologicas: Desafios atuais e perspectivas futuras

RESUMO: Os coronavirus (Covs) sdo um
grupo de virus grandes e envelopados com
genomas de RNA de fita Unica de sentido
positivo e 0 sars-cov-2 é o sétimo coronavirus
que é conhecido por ter os humanos como
hospedeiros causando doengas respiratérias. O
recente surgimento do novo patogénico SARS-
coronavirus 2 (SARS-CoV-2) na China e sua
rapida disseminacao internacional representam
uma emergéncia de saude global. Devido a
urgéncia para a deteccdo do virus, investigar
e estabelecer quais os melhores métodos
diagnésticos para identificagdo do SARS- CoV-
2 sdo de fundamental importancia a fim de
garantir maior sensibilidade e especificidade
da técnica utilizada e um diagnéstico fidedigno.
Esta revisdo bibliografica sera importante para
relatar os principais métodos diagnésticos
utilizados atualmente e a farmacogenética do
virus no Brasil cujos principais objetivos séo :
descrever o0s principais métodos de diagnéstico
mais utilizados e as principais diferengas entre
eles para identificacdo do SARS-CoV-2, discutir
a etiologia e epidemiologia do SARS-CoV-2;
descrever o0s principais receptores do virus
e sua farmacogenética. Portanto, estudar a
farmacogenética do virus e desenvolver métodos
de diagndsticos que sejam de fato, o mais eficaz
€ de fundamental importancia para conhecer
mais sobre a transmisséo viral e revelar alvos
terapéuticos.

PALAVRAS - CHAVE: Coronavirus, SARS-
CoV-2, Farmacogenética, Diagnostico molecular
e Teste rapido.
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PHARMACOGENETICS AND DISGNOSIS OF SARS- COV-2 (COVID19):
GENERAL ASPECTS.

ABSTRACT: The Coronaviruses (covs) are a group of large, enveloped viruses with positive,
single-stranded RNA genomes and sars-cov-2 is the seventh coronavirus that is known to
have humans as hosts causing respiratory diseases. The recent emergence of the new
pathogenic SARS-coronavirus 2 (SARS-CoV-2) in China and its rapid international spread
represent a global health emergency. As an urgent requirement for the detection of the virus,
investigating and establishing the best diagnostic methods for the identification of SARS-
CoV-2 are of fundamental importance in order to ensure greater sensitivity and specificity of
the technique of use and a reliable diagnosis. This bibliographic review will be important to
report the main current diagnostic methods and the pharmacogenetics of the virus in Brazil.
The main objectives are: to define the most used diagnostic methods and the main differences
between them to identify SARS-CoV-2, define the etiology and epidemiology of SARS-CoV-2;
description of the main receptors of the virus and their pharmacogenetics. Therefore, studying
a pharmacogenetics of the virus and developing diagnostic methods that are, in fact, the
most effective is of fundamental importance to learn more about viral transmission and reveal
therapeutic targets.

KEYWORDS: Coronavirus, SARS-CoV-2, Pharmacogenetics, Molecular diagnosis, Rapid
test.

11 INTRODUGAO

Os coronavirus (CoVs) sao um grupo de virus grandes e envelopados com genomas
de RNA de fita Gnica de sentido positivo e 0 SARS-CoV-2 é o sétimo coronavirus que €
conhecido por ter os humanos como hospedeiros causandodoengas respiratérias (LI, C. et
al., 2020; ZHANG, L. et al., 2020). Até o momento ja foram identificados sete coronavirus
humanos (HCoVs): HCoV-229E, HCoV-OC43, HCoV-NL63, HCoV-HKU1, SARS-CoV (que
causa sindrome respiratéria aguda grave), MERS-COV (que causa sindrome respiratoria
do Oriente Médio) e o, mais recente, novo coronavirus que no inicio foi temporariamente
nomeado 2019-nCoV e recendo o nome de SARs-CoV-2 pela Organizacdo Mundial da
Saude(OMS)) ap6s resultados de sequenciamento do genoma inteiro (WANG, Y. et al,,
2020a; XU et al.,2020).

O SARS-CoV-2 é um virus zoonético pertencente & familia Coronaviridae cujos
principais sintomas observados até o momento s&o: febre, tosse seca, cansago, dor de
garganta, perda de paladar ou olfato, erupg¢éo cutanea na pele ou descolora¢do dos dedos
das maos ou dos pés, dificuldade de respirar ou falta de ar e pneumonia grave (LIU et al.,
2020; MA et al., 2020; TAN et al., 2020; XU et al., 2020).Ao final de 2019, as autoridades
chinesas relataram um conjunto de casos de pneumonia humana na cidade de Wuhan, China
(WANG, H. etal., 2020), e a doenca foi designada doencga de coronavirus 2019 (COVID-19).

O surto da doenca causada pelo novo coronavirus a COVID-19 constitui uma
Emergéncia de Saude Publica de Importancia Internacional cujos casos se espalharam
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pelo mundo causando sendo denominada em uma pandemia pela OMS em 11 de marco de
2020(WHO, 2020). Até o momento, de acordo com os dados da OMS e Organizag¢do Pan-
Americana da Saude (OPAS) foram confirmados no mundo

4.993.470 casos de COVID-19 (100.284 novos em relacdo ao dia anterior) e 327.738
mortes (4.482 novas em relagdo ao dia anterior) até 22 de maio de 2020. As medidasde
prevencao e protecdo da doencga séo :lavar as méaos frequentemente com dgua e sabao ou
com alcool em gel a 70%, usar mascaras e cobrir a boca com o antebraco quando tossir ou
espirrar até que seja langada uma ou mais vacinas.

Devido & urgéncia na detecgao do virus investigar e estabelecer quais os métodos
diagnésticos para identificagdo do SARS-Co V-2 sdo de fundamental importancia a fim de
garantir maior sensibilidade e especificidade da técnica utilizada.Os métodos diagnosticos
mais utilizados se baseiam no estudo da carga viral realizado através do RNA dos pacientes
infectados pela técnica de biologia molecularconhecida como RT-PCR(reagdo da polimerase
em cadeia quantitativa em tempo real), pelo ensaio imunoenzimatico também conhecido
pela técnica de ELISA (do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) e testes rapidos
(LI, Z. et al., 2020; PADOAN et al., 2020; PFEFFERLE et al., 2020)

Devido a relevancia do tema e por ser um virus novo cuja etiologia esta sendo
investigada bem como todos os aspectos que envolvem a doengca COVID19, esta revisao
bibliografica serd importante para relatar os principais métodos diagnosticos utilizados
atualmente e a farmacogenética do virus no Brasil cujos principais objetivossao : descrever
os principais métodos de diagnostico mais utilizados e as principais diferencas entre eles
para identificacdo do SARS-CoV-2, discutir a etiologia e epidemiologia do SARS-CoV-2;
descrever 0s principais receptores do virus e sua farmacogenética fornecendo assim mais
informagdes 4 comunidade académica sobreo tema proposto.

2| ETIOLOGIA E EPIDEMIOLOGIA DO SARS-COV-2

O SARS-CoV-2 pertence ao subgénero Sarbecovirus do género Beta Coronavirus da
familia Coronaviridae (REN et al., 2020) sendo o sétimo coronavirus conhecido por infectar
seres humanos (SARS-CoV, MERS-CoV e SARS-CoV-2 podem causar doenca grave)
(CORMAN et al., 2018). Os coronavirus zoonéticos foram descobertos na década de 1960.
Desde entéo, os coronavirus humanospatogénicos foram identificados comecando com a
descoberta do SARS-CoV em 2002. Com a recente detecgdo de SARS-CoV-2. Aqueles que
causam doencas levessao os 229E,0C43, NL63 e HKU1(MALIK, 2020; ZOU et al., 2020)

Estudos indicam que o virus é similar aos coronavirus do tipo SARS de morcegos,
mas ¢é diferente do SARS-CoV e do MERS-CoV. Sdo parte de uma grandefamilia de virus
de RNA envelopados que causam doencas em humanos (por exemplo, resfriado comum,
sindrome respiratéria aguda grave [SARS], sindrome respiratéria do Oriente Médio [MERS])
e outros que circulam entre mamiferos e aves(WASSENAAR e ZOU, 2020).
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O SARS-CoV-2 é o agente etiologico do coronavirus induzida por doenca 19
(COVID-19), que surgiu na China tardiamente 2019 e causando uma pandemia(DENG,
2020; WASSENAAR e ZOU, 2020). Desde os primeiros casos de nova pneumonia
associada & sindrome respiratéria grave (COVID-19) em Wuhan, provincia de Hubei,
China, ha uma discussao consideravel sobre a origem do virus causador, SARS-CoV-2
(também conhecido como HCoV-19) (ANDERSEN et al., 2020; WU, C. et al., 2020; ZOU
et al., 2020) . As infecgdes por SARS-CoV-2 estdo agora disseminadas em todo mundo
acometendo 3,78 milhdes de pessoas e cerca de270 mil mortes até a data de 07/05/2020.
A disponibilidade, ainda que limitada, de dados epidemiol6gicos e clinicos de SARS-CoV-2
sugerem que o espectro de doencas e a eficiéncia de transmissdo deste virus diferem
daqueles relatados para SARS-CoV(LIU et al., 2020; MALIK, 2020).

Um artigo publicado na revista Nature revelou que as autoridades de saude chinesas
concluiram que, em 7 de fevereiro de 2019, 31.161 pessoas contrairam a infecgédo na China
e mais de 630 morreram (ROTHAN e BYRAREDDY, 2020).

Os dados epidemiologicos por continentes atualizados em 30 setembro de 2020
de acordo com a Organizagdo Mundial de Sdude(WHO, 2021) sédode 33,502,430 casos
confirmados e mais de um milhdo de mortos em todo mundo. Atualmente, os dados
confirmados segundo a OMS, 2021 s&ao de 4,07 milhdes de mortos e cerca de 189 milhdes
de casos. De acordo com dados fornecidos pelo Ministério da Saude(https://covid.saude.
gov.br/ ), no Brasil sdo mais de 19,03 milhées de casos confirmados(19.262.518), e mais
de 17,1 milhdes de casos recuperados(17.907.189) ) e mais de 531 mil 6bitos (538.942)
atualizados em 16 de Julho de 2020

Figura 1: Painel visual da situagdo da COVID19 no Brasil*.

Fonte: WHO, 2020. *Dados atualizados em 16/07/2021. Modificado de https://covid19.who.int/.
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31 FARMACOGENETICA DO SARS-COV-2

Os coronavirus (CoVs) séo esféricos e aproximadamente 125 nm(nanometros)
de diametro, com picos em forma de taco projetando-se da superficie do virus.Dentro do
envelope protéico estao localizados os nucleocapsideos, o que é realmente incomum em o
virus de RNA de sentido positivo(MALIK, 2020). A organizagdo do genoma do coronavirus é
5-UTR-replicase-S (Spike) —E (Envelope) - M (Membrana) -N (Nucleocapsideo) —uma cauda
Cauda 3'UTR-poli (A) com genesacessorios intercalados dentro dos genes estruturais na
regido 3 (final do genoma) (Figura 1) (NEUMAN et al., 2006; LI, XIAOWEI et al., 2020).

Os Coronavirus apresentam tamanhos de genoma variando de 26 a 32 kilobases
(kb) de comprimento, os CoVs tém o maior genoma para virus RNA. Baseado na genética
e critérios antigénicos, os CoVs foram organizados em quatro grupos: alfa-coronavirus
(a-CoV),betacoronavirus (8-CoV) gammacoronavirus (y- CoV) e deltacoronavirus (A-CoV)
(NEUMAN et al., 2006; HOEHL et al., 2020).

O genoma do SARS-CoV-2 é semelhante ao dos CoVs tipicos e contém pelomenos
quartoze quadros(frames) de leitura aberta (ORFs) que codificam cerca de 27 proteinas
(WU, A. et al., 2020). As duas primeiras ORFs (ORF1a / b), cerca de doistergcos do RNA
viral, sdo traduzidos em duas grandes poliproteinas. No SARS-CoV eno MERS-CoV, duas
poliproteinas, ppla e pplab, sdo processadas em 16 proteinas ndo estruturais (nsp1i-
nsp16), que formam o complexo da replicase transcriptase dareplicagéo viral (MASTERS,
2006). Esses complexos proteicos (nsps) reorganizam asmembranas originarias do reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) em vesiculas demembrana dupla, onde ocorrem replicagéo
e transcricédo viral (KNOOPS et al., 2008).As outras ORFs da SARS-CoV-2 em um tergo do
genoma codificam quatro proteinas estruturais principais: spike (S), envelope (E), proteinas
de nucleocapsideo

(N) e membrana (M), além de varias proteinas acessorias com fungdes desconhecidas
que néo participam da replicagéo viral (Figura 1).
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Figura 2 Estrutura viral do SARS-CoV-2 e gendémica dos virus CoV.
Fonte:Modificado de Li, XIAOWEI(2020)

A glicoproteina da superficie desempenha um papel essencial na ligacdo aos
receptores na célula hospedeira e € crucial para determinar o tropismo do hospedeiro
e a capacidade de transmissdo, mediando a ligagdo do receptor e a fusdo damembrana
(RIVELLESE e PREDILETTO, 2020).

Estudos recentes indicam que o receptor da Enzima Conversora daAngiostensina
2 -ACEZ2, funciona como porta de entrada do virus na célula e pode estar associado com
0 desenvolvimento do dano pulmonar e hiperinflamacgao, levandoa sindrome da angustia
respiratéria aguda. O receptor ACE2 tem um mecanismo de acgdo contrarregulatério da
producao de Angiotensina Il pela ACE (Angiotensin Converting Enzyme). Este receptor (ACE)
€ 0 alvo de inibidores da enzima conversorade angiotensina (IECA). Além do mecanismo
hipertensivo de vasoconstricdo, aligacdo da Angiotensina Il aos receptores AT2R1 esta
associado a ativacao de célulasdo sistema imune e producéo de citocinas inflamatérias. A
protease renina converte oprecursor angiotensinogénio em angiotensina | (ANG 1), que é
subsequentemente convertida em ANG Il pela enzima conversora de angiotensina (ECA).
O ANG Il se liga ao receptor de ANG 1 do tipo 1 (AT1R) para estimular a inflamacao, fibrose,
estresse oxidativo e um aumento da presséo sanguinea. O ANG Il € metabolizado emANG
Il e ANG IV através de varias aminopeptidases (APs). ANG | e ANG |l sdo convertidos
em Ang- por endopeptidases (NEP) e monocarboxipeptidase ACE2, respectivamente. Ang-
(1-7) se liga ao receptor Mas (Mas-R) para exercer a¢des anti-inflamatérias e antifibréticas,
estimular a liberagéo de 6xido nitrico e reduzir a pressdosanguinea O SARS-CoV-2 se liga a
ACE2 para estimular a internalizag&o do virus e da peptidase que podem remover a ACE2
dessa via(Figura 2) (CHEN et al., 2020; RIVELLESE e PREDILETTO, 2020; SOUTH, DIZ
e CHAPPELL, 2020).
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Figura 3: Figura 2:Sistema de ativagdo da Angiotensina Il e excesso de ativagdo daAngiotensina Il na
presenca do SARS-CoV-2.

Fonte: RIVELLESE; PREDILETTO,SOUTH; DIZ; CHAPPELL( 2020)

A base genética da expressao e funcao da ACE2 em diferentes populac¢des ainda
é amplamente desconhecida. Portanto, é necessaria uma analise genética dos loci de
caracteristicas quantitativas de expresséo (eQTLs) 8 e potenciais variantes decodificacéo
funcional na ACE2 entre populagbes para investigagdes epidemiologicas adicionais de
COVID19 / SARS-CoV-2 que se espalham no Leste Asiatico (EAS) e outras populagées
(CAO et al., 2020).

Estudos de 125.748 exomas de pacientes portadores do SARS-CoV-2 com
diferengas raciais foram recentemente analisados e os resultados indicaram que os
farmacogenes, incluindo CYP3A4, ABCB1, SLCO1B1, ALB, CYP3AS5, estavam envolvidos
no processo de véarias drogas potenciais para o tratamento da covid19.Apés as analises,
foram previstas 224 interacdes medicamentosas potenciais e encontradas discrepancia
étnicas de mutagdes nao sinbnimas comuns em farmacogenes, incluindo: VDR, ITPA,
G6PD, CYP3A4 e ABCB1, que se relacionavamcom as drogas utilizadas para o tratamento
dos pacientes com COVID19, incluindo ribavirina, interferon a, cloroquina e lopinavir. Além
disso, o receptor ACE2, alvo de SARS-CoV-2, foi encontrado apenas em partes das células
pulmonares, o que torna drogas como a cloroquina que impedem a ligagéo do virus a ACE2
mais especificas do que outras drogas direcionadas, como o mesilato de camostato(WANG,
L.-Y. et al.,2020; WU, C. et al., 2020).

Andlises gendmicas comparativas realizadas através de sequenciamento denova
geracgéo permitiram que os cientistas comparassem as sequencias do SARS- CoV-2 com
0 SARS-CoV no nivel de aminoacidos, foi descoberto que o SARS-CoV-2 era bastante
semelhante ao SARS-CoV, mas havia algumas diferencas notaveis nos8a, 8b e Proteina
3b . Quando os pesquisadores compararam o SARS-CoV-2 com o MERS-CoV, eles
descobriram que o0 SARS-CoV-2 estava distante e menos relacionado aos MERS-CoVs. Da
arvore filogenética baseada em genomas inteiros, 0 SARS-CoV-2 é paralelo aos CoVs de
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morcego do tipo SARS, enquanto o SARS-CoVdesceu da linhagem de CoV de morcego do
tipo SARS, indicando que o SARS-CoV-2 esta mais proximo para os CoVs de morcego do
tipo SARS do que os SARS-CoVsbaseados na sequéncia do genoma inteiro (WANG, C. et
al., 2020b; WANG, H. et al.,2020; WU, A. et al., 2020).

Foi confirmado que o SARS-CoV-2 usa o mesmo receptor, a enzima conversora de
angiotensina Il (ACE2), que o SARS-CoV-2. Embora a rota especificade transmisséo para
humanos permaneca incerta (LI, XIANG et al., 2020). Varios estudos mostraram que 0s
pangolins podem ter fornecido um gene de pico parcial para SARS-CoV-2 (PHAN, 2020;
SHEN et al., 2020; TONG et al., 2020)

Pesquisas apontam que o fator genético € um dos principais contribuintes para
diferencgas individuais ou étnicas da eficacia terapéutica e toxicidade de um medicamento.
A farmacogenética investiga a alteracdo de variantes genéticas nos efeitos de drogas e
0s genes responsaveis pela maneira como o organismo , absorve, metaboliza e responde
aos medicamentos. Como exemplo de medicamento utilizado para tratamento em alguns
pacientes com COVID-19 a cloroquina (Hidroxicloroquina), listada como um medicamento
antiviral na China. Atualmente, ensaios clinicos no mundo estdo sendo conduzidos
para explicar sua eficacia. No entanto, os resultados existentes mostram que Pacientes
com deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) tém um risco aumentado de
hemolise grave com risco de vida ap6s tomar cloroquina (NOURAIE et al., 2010), o que
pode estar diretamente associado com variabilidade genética notavelmente individuais e
étnicas (WANG, L.-Y. et al., 2020)

Como existem muitos medicamentos candidatos a terapia para o tratamento da
COVID-19, ¢é importante realizar a escolha da melhor terapia medicamentosa paracada
paciente. Alguns pacientes com mutagdes no gene VDR (repector de vitamina D) por
exemplo, a ribavirina e o interferon-a ndo séo indicados para este grupo. Da mesma forma,
a cloroquina néo é sugerida para ser utilizada em pacientes com variantes V98M e N156D.
Para evitar o uso excessivo de drogas na terapia COVID- 19, é sugerido um painel de
deteccao genética. Esse painel deve incluir polimorfismosde nucleotideos unicos (SNPs)
com evidéncias clinicas de farmacogenes potenciais para o tratamento da COVID19
(WANG, L.-Y. et al., 2020). At¢ o0 momento ndo ha um protocolo de tratamento que seja
unanime entre os paises principalmente por ser uma doenga nova (FATHIZADEH et al.,
2020; LIU et al., 2020; PARK, 2020; ZHANG, X. et al., 2020).

Por esta razdo cada pais deve estudar as varia¢gdes genéticas e farmacogenéticas
de sua populacao para a criagcdo de vacinas e verificar melhor terapia para esta doenca
nova. Outra alternativa para o tratamento é a busca por anticorpos monoclonais ja que
atualmente, ndo ha aprovacgédo terapéutica direcionada para COVID-19 e faltam vacinas
e terapéuticas direcionadas para o tratamento desta doenga. Os anticorpos monoclonais
direcionados a locais vulneraveis nas proteinas da superficie viral sdo cada vez mais
reconhecidos como uma classe promissora de drogas contra doencas infeciosas e
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demonstraram eficacia terapéutica para o tratamento da COVID-19 (PRABAKARAN et al.,
2009; ZHU et al., 2013)

Chunyan Wang e colaboradores relataram em 4 de maio de 2020 um anticorpo
monoclonal humano (47D11) neutraliza SARS-CoV-2 (e SARS-CoV) em cultura de células.
Este é o primeiro relato de um anticorpo monoclonal (humano) que neutraliza SARS-CoV-2.
O 47D11 se liga a um epitopo conservado que utiliza um mecanismo que é independente
da inibicdo da ligacdo ao receptor. Este anticorpo sera util para o desenvolvimento de
testes de deteccéo de antigenos e ensaios soroldgicos direcionados a SARS-CoV-2 e pode
oferecer potencial para prevengéo e tratamento de COVID-19 (WANG, C. et al., 2020a).

Em dezembro de 2020 houve um aumento inesperado nos casos COVID-19 relatados
que foi atribuido ao surgimento das novas variantes 501Y.V1 do SARS-CoV-2 (B.1.1.7) no
Reino Unido e 501Y.V2 (B.1.351) na Africa do Sul.( VOLZ E, MISHRA S, CHAND M, et al
2020). O recente surgimento de variantes do SARS-CoV-2, apés um periodo de relativa
estabilidade genética viral, se torna motivo de preocupacéo, ja que varias novas variantes
de escape podem surgir no futuro e levar a uma epidemia severa (The Lancet, 2021). O
aumento da transmissibilidade viral pode criar a maiores oportunidades para o surgimento
emergéncial de variantes do SARS-CoV-2 e conseqlientemente, o fim da pandemia s6 sera
possivel quando as vacinas que sao eficazes contra as variantes circulantes possam ser
disbtribuidas de forma equitativa em todo o mundo além das medidas profilaticas seguidas
(BADEN LR, EL SAHLY HM, ESSINK B, et al , 2020; POLACK FP, THOMAS SJ, KITCHIN
N, et al, 2020).

Na Africa do Sul por exemplo, a alta transmissdo populacional(TEGALLY
H, WILKINSON E, GIOVANETTI M, et al 2020) pode ter favorecido o surgimento e
subsequente disseminacao da variante. Ambas as variantes tinham uma mutag¢ao (N501Y)
no dominio de ligagdo ao receptor da proteina spike que € relatada como contribuinte para
0 aumento da transmissao, A variante 501Y.V2 tem duas mutacbes adicionais (E484K e
K417N) na proteina spike que conferem um escape imune potencial para anticorpos em
desenvolvimento (WIBMER CK, AYRES F, HERMANUS T, et al 2021; WANG Z, SCHMIDT
F, WEISBLUM Y, et al. 2021). No Brasil a variante P1 (¢ uma descendente da linhagem
B.1.1.28), possui trés mutagdes que preocupam os cientistas e elas sdo: N501Y, E484K e
K417T/K417N (Khan et al 2021). De acordo com a OMS e dados dos estudos recentes, as
variantes preocupantes foram renomeadas por letras gregas conforme quadro1.

Uma nova variante a B.1617.2, denominada de variante Delta foi primeiramente
identificada na detectada na india e atualmente ja esta circulando em muitos paises
(CHERIAN, S. etal..2021; Tada, T. et al., 2021; Planas, D et al 2021) Tornou-se predominante
no estado de Maharashtra e provavelmente em outras regies indianas(CHERIAN, S. et al.
2021) e representou 77% dos virus sequenciados que circularam no Reino Unido entre 2
e 9 de junho de 2021(Public Health England. 2021). Foi classificada como uma variante
de preocupacédo devido a seu alto poder de transmissdo quando comparada a Alpha.
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Pouco se sabe sobre sua sensibilidade a resposta imune humoral. Relatérios recentes
indicaram uma sensibilidade reduzida de membros da linhagem B.1.617 a certos anticorpos
monoclonais e policlonais (PLANAS, D et al 2021)

Novo nome na OMS Variante Primeira amostra Data de designacdo
Alpha B.1.1.7 Reino Unido, setembro de 2020  18/12/2020

Beta B.1.351 Africa do Sul, maio de 2020 18/12/2020

Gamma P.1 Brasil, novembro de 2020 11/01/2021

Delta B.1.617.2  India, outubro de 2020 4/04/2021* e 11/05/21%%*

Quadro 1: Variantes do SARs-CoV-2.

Fonte: OMS.*variante de interesse, ** variantes preocupantes

41 METODOS DIAGNOSTICOS DO SARS-COV-2(N-COV-2)

O n-CoV-2 é um novo virus de RNA que surgiu em Whuan na China e se disseminou
pelo mundo. Devido a rapida disseminagéao do virus da sindrome respiratoria aguda grave
coronavirus 2 (SARS-CoV-2), atualmente o mundo enfrenta uma pandemia com cenario de
transmissao comunitaria sustentada do COVID-19 em todo o mundo levando mais de cem
mil pessoas a morte e infelizmente esse nimero pode aumentar devido: as complicagdes
patolégicas acometidas aos portadores do virus tais como tromboembololia, pneumonia
severa e falta de ar (CASTRO et al.; POLJAK et al., 2020; ZHANG, J. J. et al., 2020; ZHEN
et al., 2020).0s surtos anteriores de SARS-CoV e MERS-CoV levaram pesquisadores a
estudar o papel do diagndstico no impedimento de propagacéo e transmissao adicionais.
Com o recente surgimento do novo SARS-CoV-2, a disponibilidade de métodos de
diagnostico rapidos, sensiveis e confiaveis se torna essencial para o controle da doenca
(BAEK et al., 2020).

Dentre os principais métodos de diagnéstico para a detecdo do SARS-CoV- 2
destacam-se: 1-0 ensaio da recéo reversa da polimerase em cadeia em tempo real também
conhecido como PCR quantititativa em tempo real (RT-PCRq); 2- A sorologia para SARS-
CoV-2 que verifica a deteccao de anticorpos IgA, IgM e IgG em pessoas que foram expostas
ao virus e 3- Testes rapidos de antigeno (que detectam proteinas do na fase de atividade
da infeccdo) e os de anticorpos (que identificam uma resposta imunologica do corpo em
relacéo ao virus)(Tabela 1) (INFANTINO et al., 2020; LI, Z. et al., 2020; WANG, Y. et al.,
2020b)

O teste RT-PCRqg é considerado o padrdo-ouro no diagnostico da COVID-19,
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cuja confirmacéo é obtida através da deteccdo do RNA do SARS-CoV-2 na amostra
analisada, preferencialmente obtida de raspado de nasofaringe devido a alta sensibilidade
e especificidadetem se mostrado mais eficiente em contribuir para as respostas a saude
publica e controle de doencgas, especialmente nas areas com capacidades laboratoriais
limitadas (LU et al., 2020; WANG, Y. et al., 2020b).

Existem variagcdes da técnica de RT-PCR empregada no diagnéstico do SARS-
CoV-2 tais como a RT-LAMP um ensaio de amplificagédo isotérmica mediada por loop de
transcri¢ao reversa (RT-LAMP) para a detecgéo especifica de SARS-CoV-2. Os conjuntos
de iniciadores para o ensaio RT-LAMP foram projetados para atingir o gene nucleocapsideo
do RNA viral e exibiram um limite de deteccdo de 102 copias de RNA préximas ao qRT-
PCR. Notavelmente, o ensaio exibiu um intervalo de captura rapida de 30 min combinado
com a visualizagdo colorimétrica. Este teste pode detectar RNAs virais especificamente
do SARS-CoV-2 sem reatividade cruzada a coronavirus relacionados, como HCoV-229E,
HCoV-NL63, HCoV-OC43 e MERS-CoV, além de virus da influenza infecciosa humana (tipo
B, HIN1pdm, H3N2, H5N1, H5N6, H5N8 e H7N9) e outros virus causadores de doencas
respiratérias (RSVA, RSVB, ADV, PIV, MPV e HRV) além do sequenciamento total do
genoma do virus ou parcial (BAEK et al., 2020; HUANG et al., 2020; YAN et al., 2020).

Teste Metodologia Alvo Tipo de amostra
AFIAS-COVID19-Ab Imunofluorescencia IgM/IgG Sangue, soro e plasma
AllplexTM 2019 n-CoV Genes RdRp Lavado bronco alveolar,
Assa RT-PCR EeN ’ swab nasofaringeo.
y Saliva
Anti-SARS-CoV-2 IgG
ELISA ELISA IgG Soro e plasma
ONE STEP COVID-2019 Imunocromatografiade Sangue, Soro , Saliva e plasma
TEST fluxo lateral IgM/IgG (por coleta venosa oupungéo
Teste rapido digital)
PCR Reads das regides
. , sequenciadas/ Lavado bronco alveolar,swab
Sequgnmamento totglou Método _de Sanger Sequéncia parcial nasofaringeo.
parcial do genomaviral Sequenciamento de do Sangue total
.NGS ultima geracéao gene Saliva

Tabela 1:Tipos de Testes utilizados no Brasil para o diagnoéstico in vitro do SARS-CoV-2
Fonte: MINISTERIO DA SAUDE /ANVISA
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O teste soroldgico detecta indiretamente, medindo a resposta imune do hospedeiro
a infeccdo por SARS-CoV-2. O diagndéstico sorologico é especialmente importante para
pacientes com doenca leve a moderada que podem apresentar-se tardiamente, além
das duas primeiras semanas de inicio da doenca. O diagnéstico soroldégico também
esta se tornando uma ferramenta importante para entender a extensdo do COVID-19 na
comunidade e para identificar individuos imunes e potencialmente “protegidos” de serem
infectados (XIANG et al., 2020; ZHAO et al., 2020).

O marcador sorolégico mais sensivel e mais precoce s&o os anticorpos totais, cujos
niveis comegcam a aumentar a partir da segunda semana do inicio dos sintomas. Embora o
ELISA para IgM e I1gG tenha sido positivo mesmo no quarto dia ap6s o inicio dos sintomas,
niveis mais altos ocorrem na segunda e terceira semana de doenca(LOU et al., 2020;
XIANG et al., 2020). Os testes de anticorpos IgM e IgG baseados em ELISA tém mais
de 95% de especificidade para o diagnostico de COVID-19. O teste de amostras de soro
emparelhadas com a PCR inicial e as segundas duas semanas depois pode aumentar
ainda mais a precisao do diagnostico.

Em geral, a maioria dos anticorpos é produzida contra a proteina mais abundante
do virus, que é o NC. Portanto, testes que detectam anticorpos para NC seriam os mais
sensiveis. No entanto, o dominio de ligacao ao receptor da proteina S (RBD-S) € a proteina
de fixacdo do hospedeiro, e os anticorpos para o RBD-S seriam mais especificos e espera-
se que sejam neutralizantes. Portanto, o uso de um ou ambos os antigenos para detectar
IgG e IgM resultaria em alta sensibilidade.7 Os anticorpos podem, no entanto, ter reatividade
cruzada com SARS-CoV e possivelmente outros coronavirus (SETHURAMAN, JEREMIAH
e RYO, 2020; VU et al., 2020).

Até o momento testes rapidos para a detecgdo de anticorpos foram amplamente
desenvolvidos e comercializados e tém qualidade variavel. Muitos fabricantes ndo revelam
a natureza dos antigenos utilizados. Esses testes sdo de natureza puramente qualitativa
e podem apenas indicar a presenga ou auséncia de anticorpos SARS-CoV-2. A presenca
de anticorpos neutralizantes s6 pode ser confirmada por um teste de neutralizacdo de
reducdo de placa. Contudo, demonstrou- se que altos titulos de anticorpos IgG detectados
por ELISA se correlacionam positivamente com anticorpos neutralizantes (TO et al., 2020).
Estdo disponiveis no mercado dois tipos de testes rapidos: de antigeno (que detectam
proteinas do na fase de atividade da infec¢do) e os de anticorpos (que identificam uma
resposta imunoldgica do corpo em relagéo ao virus). A vantagem desses testes seria a
obtencéao de resultados rapidos para a deciséo da conduta do encaminhamento do paciente
para o tratamento, porém a maioria dos testes rapidos existentes possuem sensibilidade
e especificidade muito reduzidas em comparagdo as outras metodologias. No Brasil o
Ministério da Saude adotou o kit SARS-CoV-2 antibody test® que funciona através de
imunocromatografia cujas amostras humanas utilizadas para a realizagdo deste teste sdo
soro, plasma ou sangue total (Sangue total (coleta venosa ou coleta por puncéo digital)
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(SAUDE, 2020).

De acordo com o Ministério da Saude este teste identifica Anticorpos na amostra,
se presentes, irdo se ligar ao conjugado (mistura de antigenos e corante). O complexo
formado continuara migrando pela membrana até a linha teste (T), onde se ligar4 aos
anticorpos anti-IlgG e pelo complexo anticorpo anti-u da cadeia fixados, formando uma
linha colorida. Se o procedimento foi realizado corretamente, a corrida pela membrana
continuara e havera a formacgéao de uma linha colorida na regiao do controle (C).

Portanto, se faz necessario o desenvolvimento de novos testes rapidos que
possam ter maior especificidade e sensibilidade ndo s6 para realizar um levantamento
epidemiol6gico da progressédo do virus SARS-CoV-e na populagdo, mas para ajudar na
deteccao mais rapida da doencga e evitar mais mortes ndo so6 no Brasil, mas no mundo com
o diagnéstico rapido e eficaz..

51 CONSIDERAGOES FINAIS

A pandemia da Covid-19 emergiu, portanto, como uma grave crise no setor saude
e os pesquisadores concentraram-se desde o diagnostico precoce até a busca de terapias
capazes de combater a doenca.

O diagnostico rapido e preciso da doencga por coronavirus (COVID-19) é essencial
para o controle da pandemia, bem como para o estabelecimento de uma estratégia
terapéutica adequada para reduzir a morbimortalidade.

Para fins epidemiolégicos e clinicos, varias abordagens metodoldgicas foram
desenvolvidas o controle e gerenciamento do COVID-19.

Os testes moleculares tais como o RT-PCRq fornece uma identificagcdo rapida e
confiavel da infecgédo por SARS-CoV-2.

O diagnéstico molecular e 0 sequenciamento de proxima geragédo podem nos ajudar
a entender mais sobre a patogénese e detectar novas mutagdes e nortear através da
farmacogenética, novas terapias para a COVID19.
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