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" Oqueé?

A infecdo COVID-19 é causada pelo SARS-CoV-2, um virus pertencente a
familia dos coronavirus (7).

Existem coronavirus que sdo endémicos na populacdo humana
(HCoV-NL63, HCoV-229E, HCoV-0C43, HCoV-HKU1) e geralmente
causam infecdes benignas (constipacdes). No entanto, também podem
causar pneumonia e morte em idosos, criangcas e pacientes
imunocomprometidos (2).

Outros coronavirus atravessaram a barreira das espécies e adquiriram a
capacidade de infetar seres humanos (zoonose), causando doencgas
graves, como o SARS-CoV-1 em 2003, 0 MERS-CoV em 2012 (2) e agora o
novo SARS-CoV-2.



A particula viral do SARS-CoV-2, ou virido, € esférica com um
raio de 90 nandmetros, 1 milhdo de vezes menos volumoso
do que as células que infeta.

O virido é formado por uma membrana lipidica, 4 proteinas
estruturais e 1 cadeia de acido ribonucleico (RNA)
codificante, que contém a informacdo genética (1). A proteina
mais proeminente, aquela que confere aos virides a sua
aparéncia de mina subaquatica , é chamada de proteina S (do
inglés Spike).

A proteina S (chave) tem duas fungdes:

[ [
Reconhecimento do Promover a fusdo (abrir a
recetor (fechadura) nas porta) das membranas do
células-alvo, a ACE2 virido e da célula-alvo.

(enzima de conversao da
angiotensina 2)

(3.4.5)




Como a “fechadura” ACE2 esta presente nas
membranas das células epiteliais pulmonares - as
células que revestem os alvéolos do pulmdo - o
SARS-CoV-2 infecta com grande eficacia o sistema
respiratorio baixo gerando pneumonias (6). A "chave
abre a porta de célula" permitindo que o RNA viral
entre na célula-alvo, dando inicio a producdo de
proteinas virais, usando a maquinaria da célula-alvo,
e tendo como resultado a multiplicagao e produgao
de novas particulas virais. Uma célula pode produzir
entre 100 e 1000 virides (1), que irdo infetar células
adjacentes e iniciando assim o processo de infecdo e
doenca aguda.




Tratamentos
e vacinas

Neste momento ainda nao existe nenhum medicamento ou
vacina cientificamente comprovada para prevenir ou tratar
a COVID-19. No entanto, a mobilizagcdo da comunidade
cientifica neste ambito tem sido excecional e existem
varios medicamentos a ser testados em ensaios clinicos.



Foi demonstrado que a hidroxicloroquina (droga
usada no tratamento da malaria) reduz a infecdo por
SARS-CoV-2 em células in vitro (7), e quando
administrada a doentes, s6 ou em combinagdo com
antibidticos, mostrou alguma eficacia (8).

No entanto, estes dados preliminares carecem de
confirmacgdo, que serd obtida com os resultados dos
varios ensaios clinicos atualmente em curso.




Em paralelo, existem varios outros ensaios clinicos que
visam testar a eficacia de multiplos farmacos ja
utilizados noutras doencgas, incluindo Remdesivir,
Favipiravir, Danoprevir, Ritonavir, Lopinavir / Ritonavir,
Ribavirin, Bevacizumab, Tocilizumab, Sarilumab (9).

Dentro em breve serdo conhecidos os resultados dos
primeiros ensaios. A comunidade cientifica esta a
apostar também em descobrir novos medicamentos
dirigidos as caracteristicas proprias do SARS-CoV-2.
Contudo, qualquer nova descoberta destes estudos
demorara mais tempo a serem implementadas na
clinica do que os medicamentos que ja sdo utilizados
noutras doencas.



Outra janela de oportunidade terapéutica centra-se
na utilizacdo de anticorpos neutralizantes, ou seja,
anticorpos com capacidade de bloquear a infecdo
pelo virus.

Para este fim, estd em curso um estudo para usar o
plasma de pacientes que estdo em convalescenca,
que sao ricos em anticorpos neutralizantes.

Em alternativa, varias empresas farmacéuticas estao
a produzir anticorpos neutralizantes monoclonais
que poderdo entrar em ensaios clinicos em humanos
no inicio do verao.
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Também existem em desenvolvimento varias vacinas
contra 0 SARS-CoV-2, estudos liderados tanto por
empresas farmacéuticas e como por institutos de
investigacao (10).

Duas vacinas promissoras, baseadas na tecnologia de
mRNA (RNA mensageiro), ja estdo em ensaios clinicos
de fase 1. No entanto, o processo de validagdo da
seguranca e da eficacia destas vacinas levara um
periodo minimo de 12 a 18 meses antes de poderem ser
utilizadas na profilaxia da COVID-19.



Testes de Diagnostico
e Testes Serologicos
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Teste de diagnéstico
para SARS-CoV-2 por PCR

Este teste é muito sensivel, e consegue detetar se o virus esta
presente, mesmo em pessoas sem sintomas de doenca.

E 0 método de referéncia da DGS para detetar os casos positivos
de doenca.

O teste é baseado numa tecnologia chamada reacdao em cadeia
da polimerase (PCR) (11).
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Teste de diagndstico
para SARS-CoV-2 por PCR

Neste teste, é recolhido com um cotonete muco da parte posterior
da garganta e/ou do nariz, os locais onde existe uma grande
concentragao de virus.

Através de reagentes quimicos, o material genético, a cadeia de
RNA, do SARS-CoV-2 é recolhido e depois amplificado pelo
método de PCR.

Na presenca de virides, a reacdo de PCR produzira um sinal
positivo, caso contrario, nao havera sinal.

Este método também permite estimar a concentragao de virus,
pois o sinal da reagdo PCR é diretamente proporcional a
concentracao de cadeias de RNA. Este método ndao permite
detectar pessoas que tiveram o virus no passado, mas que,
entretanto, recuperaram.




Teste de diagnodstico para SARS-CoV-2 por PCR
O que é?
2. Inativacdo do virus e extragdo de RNA

Resultado
Positivo:

1. As amostras sio
recolhidas do nariz
ou garganta usando
uma zaragatoa

Particulas virais
(SARS-CoV-2)
Paciente infetado

Acido nucleico
viral ssRNA

Resultado 2. Inativagdo do virus e extracdo de RNA

Negativo:

1. As amostras sio
recolhidas do nariz

ou garganta usando
uma zaragatoa

Acido nucleico viral

Paciente ndo
infetado ndo esta presente

3. Real-time reverse transcription polymerase chain reaction (RT-qPCR)

Quanto maior for a quantiade de DNA
viral na amostra, mais depressa é
detetado o sinal de fluorescéncia

Transcrigdo reversa gPCR 0 processo que
que converte o RNA amplifica o DNA na
em DNA amostra

1R

Amplificacdo de cDNA e detecdo viral usando
sequéncias especificas de SARS-CoV-2 acopladas a
particulas fluorescentes

Grafico esperado

Fluorescéncia

Ne° ciclos de
amplificacdo

3. Real-time reverse transcription polymerase chain reaction (RT-qPCR)

Transcrigdo reversa Nenhuma fluorescéncia é detetada

ndo acontece

Nao ha amplificagdo

do DNA na amostra Grafico esperado
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Teste para quantificar anticorpos

contra o SARS-CoV-2 por ELISA *
E muito importante saber quantas pessoas foram infetadas e *
recuperaram. Durante a infecao por SARS-CoV-2, o sistema imunolégico

€ activado e produz varias moléculas para combater o virus, incluindo
anticorpos especificos, geralmente cerca de 10 a 12 dias apds a infecgao.

Nas pessoas que recuperaram, € expectavel que 0s anticorpos se

mantenham em circulagdo durante muitos meses, como memoria da
infecao passada, e confiram resisténcia a novas infe¢des. As pessoas que
recuperaram sao assim protegidas no caso de encontrarem o virus
novamente. Esta propriedade é que permite adquirir uma imunidade
populacional que protege os mais vulneraveis numa sociedade.
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Teste para quantificar anticorpos
contra o SARS-CoV-2 por ELISA

Os testes por ELISA (12) usam essa memdria para identificar as
pessoas que ja tiveram a infecdo COVID-19.

O teste consiste em imobilizar uma proteina do virus numa
superficie de plastico. Um pouco de sangue ou soro € adicionado
a essa superficie. Se no sangue estiverem presentes anticorpos
produzidos contra essa proteina do virus, esses anticorpos ficardo
retidos na superficie. Posteriormente, esses anticorpos podem ser
facilmente detetados por um segundo anticorpo que contém um
produto quimico que permite a sua revelagdo. Se ndo houverem
anticorpos no soro ou sangue, nao havera sinal.

Os testes por ELISA sdao geralmente menos robustos que os testes
por PCR, mas sdo os unicos que podem ser usados na identificacao
de quem foi infetado por SARS-CoV-2.




Teste para quantificar anticorpos contra o SARS-CoV-2 por ELISA

O que é?

Resultado Proteina antigénica

Positivo: SARS-CoV-2 liga-se AnTostra,de §qro do
ao fundo da placa paciente é adicionada

Anticorpo secundario

com enzima acoplada Substrato é

é adicionado adicionado Acido é adicionado

. L RAT AT CAT
AN A A N A A N A AN A

Um agente bloqueador €
adicionado para preencher
areas onde ndo ha antigénio

Os anticorpos presentes Anticorpos secundarios
no soro ligam-se ao

antigénio viral

A enzima reage com o
ligam-se aos anticorpos substrato produzindo
dos pacientes uma cor azul

A reacdo péra e a cor
torna-se amarela

Resultado Proteina antigénica Anticorpo secunddrio

. . SARS-CoV-2 liga-se Amostra de soro do com enzima acoplada Substrato é
Negatlvo. . A C . TS
ao fundo da placa paciente é adicionada é adicionado adicionado Acido é adicionado /
Leitura da
(13 ,)(\h @ densidade optica
s NN s
N&o hé ligagdo se os N&o ha ligagdo e o Ndo ha enzima N&o ha cor
anticorpos nio estiverem anticorpo secundario é presente para reagir
presentes no soro eliminado por lavagem com o substrato

—> As setas indicam passos de lavagem
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