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RESUMO

Evaristo, M. O impacto da SARS-CoV-2 na medicina transfusional: avaliagdo da
soroprevaléncia e da carga viral em doadores de sangue. 2023. Dissertacéo
(Mestrado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo,
Ribeirdo Preto, 2023.

Em dezembro de 2019, um surto de pneumonia de causa desconhecida foi
identificado em Wuhan, na China. O agente etiol6gico se tratava de um virus nomeado
como Virus da Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SARS-CoV-2). Este foi o terceiro
surto de infecgdes respiratérias virais causadas por [-coronavirus a nivel mundial.
Esta infeccdo € predominantemente caracterizada como uma infeccdo do trato
respiratério e o contato com goticulas respiratérias e aerossois de uma pessoa
infectada é o principal meio de transmisséo do virus, causando a doenca denominada
no COVID-19 que pode apresentar manifestacbes clinicas diversas, desde
assintomaticos até sintomas graves do trato respiratorio. Embora ndo haja evidéncias
sobre a replicagdo viral do SARS-CoV-2 nas células do sangue periférico, este virus
pode se disseminar para outros 6rgaos utilizando a circulacdo sanguinea, portanto, a
possibilidade de transmissdo transfusional de SARS-CoV-2 pode ocorrer. A
transfusdo de sangue € um procedimento indispensavel nos cuidados com a saude,
contudo, € uma pratica que ndo esta isenta de riscos. Os riscos sdo multifatoriais e a
seguranca do paciente pode ser comprometida principalmente pelo risco de
transmissao de agentes infecciosos virais via transfuséo. Para detectar a presenca de
virus transmissiveis por transfusdo em doadores de sangue foi implantado os testes
de acidos nucleicos (NAT) e testes soroldgicos para deteccdo de anticorpos. Este
estudo apresenta informacdes relevantes no contexto da transmisséo transfusional,
uma vez que o objetivo do projeto é determinar a soroprevaléncia e avaliar a presenca
do RNA de SARS-CoV-2 no plasma de doadores de sangue do Hemocentro de
Ribeirdo Preto do ano de 2020. A analise de soroprevaléncia apresentou 4,8%
(31/646) de positividade. Ja a analise de deteccdo de RNA de SARS-CoV-2 por RT-
PCR apresentou positividade de 3,07% (11/358) em amostras de plasma e o célculo
do numero de cépias genbmicas de SARS-CoV-2 (copias/uL) nestas amostras
apresentaram quantificacdo entre 5,1x10% e 4,1x10° cdpias/uL. Nossos achados
indicam uma baixa prevaléncia de RNAemia de SARS-CoV-2 no plasma de doacao
de sangue e, quando detectado, o RNA viral estd em baixa concentracdo nesta
amostras. Mesmo em doadores de sangue que nao apresentam alta carga virémica
de SARS-CoV-2, conhecer a carga viral, e ndo somente um resultado detectado/nao
detectado em um teste qualitativo, pode fornecer orientacdo sobre a transmisséo
transfusional. Embora sejam necessarios estudos adicionais sobre a
transmissibilidade, varios estudos ndo mostraram infecciosidade por baixa carga viral
SARS-CoV-2 em doadores de sangue.

Palavras-chave: = SARS-CoV-2; Transmissao transfusional; Carga viral;
Soroprevaléncia.



ABSTRACT

Evaristo, M. The impact of SARS-CoV-2 on transfusion medicine: assessment of
seroprevalence and viral load in blood donors. 2023. Thesis (Master) — Faculty of
Medicine of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2023.

In December 2019, an outbreak of pneumonia of unknown cause was identified in
Wuhan, China. The etiological agent was treated as a virus named Severe Acute
Respiratory Syndrome Virus (SARS-CoV-2). This was the third outbreak of viral
respiratory infections caused by [(-coronavirus worldwide. This infection is
predominantly characterized as a respiratory tract infection and contact with respiratory
droplets and aerosols from an infected person is the main means of transmission of
the virus, causing the illness related to COVID-19 that can present diverse clinical
manifestations, from asymptomatic to severe symptoms of tract infections. Although
there is no evidence of viral replication of SARS-CoV-2 in peripheral blood cells, this
virus can spread to other organs that use blood circulation, therefore, the possibility of
transfusional transmission of SARS-CoV-2 may occur. Blood transfusion is an
essential procedure in health care, however, it is a practice that is not free of risks. The
risks are multifactorial and patient safety may be compromised mainly by the risk of
transmission of viral infectious agents via transfusion. To detect the presence of
transfusion-transmissible viruses in blood donors, nucleic acid tests (NAT) and
serological tests for antibody detection were implemented. This study presents
relevant information in the context of transfusional transmission, since the objective of
the project is to determine the seroprevalence and evaluate the presence of SARS-
CoV-2 RNA in the plasma of blood donors from the Hemocenter of Ribeirdo Preto in
the year 2020. The seroprevalence analysis showed 4.8% (31/646) of positivity. The
analysis of detection of SARS-CoV-2 RNA by RT-PCR showed positivity of 3.07%
(11/358) in plasma samples and the calculation of the number of genomic copies of
SARS-CoV-2 (copies/ pL ) in these samples were quantified between 5.1x10* and
4.1x10° copies/uL. Our findings indicate a low prevalence of SARS-CoV-2 RNAemia
in blood donation plasma and, when detected, viral RNA is in low concentration in
these samples. Even in blood donors who do not have a high SARS-CoV-2 viremic
load, knowing a viral load, not just a detected/undetected result in a qualitative test,
can provide guidance on transfusional transmission. Although additional studies on
transmissibility are needed, several studies have not demonstrated low viral load
SARS-CoV-2 infectivity in blood donors.

Keywords: SARS-CoV-2; Transfusion Transmission; Viral load; Seroprevalence.
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1 INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS GERAIS

Em dezembro de 2019, um surto de pneumonia de causa desconhecida foi
identificado em Wuhan, na China (SHEREEN et al.,, 2020). Os primeiros casos
confirmados foram epidemiologicamente associados a um mercado local de animais
vivos e frutos do mar (BURKI, 2020). O agente etioldégico em questéo se tratou de um
B-coronavirus, nomeado como Virus da Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SARS-
CoV-2, do inglés Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2).

O SARS-CoV-2 foi descrito pela primeira vez por Zhu e colaboradores (2020)
mediante analises de metagendmica viral, sequenciamento de genoma completo,
reacao em cadeia de polimerase (PCR) e cultura viral realizados em trés amostras de
lavagem broncoalveolar de pacientes adultos chineses com pneumonia grave.

Este foi o terceiro surto de infecgcbes respiratorias virais causadas por [3-
coronavirus a nivel mundial. A primeira foi em 2002 com o Virus da Sindrome
Respiratéria Aguda Grave - SARS-CoV e a segunda em 2012 com o Virus da
Sindrome Respiratéria do oriente Médio - MERS-CoV (CHANG; YAN; WANG, 2020).

As caracteristicas do SARS-CoV-2 que dao a dimensdo de desafio séo: alta
transmissibilidade, elevados casos de assintomaticos circulantes, indice de
mortalidade, baixa patogenicidade (LU et al., 2020).

O primeiro caso confirmado da doenca do coronavirus (COVID-19, do inglés
Coronavirus disease) no Brasil, foi relatado em fevereiro de 2020 e desde entédo, duas
ondas epidémicas resultam em um numero significativo e preocupante de casos em
todo o territorio nacional (OLIVEIRA et al., 2020). Até o presente relatorio, o pais ja
conta com mais 37 milhdes de casos confirmados acumulados e mais de 700 mil
Obitos registrados pela COVID-19 (BRASIL, 2023).

1.2 ESTRUTURA E MECANISMO DE INFECCAO DO SARS-COV-2

A andlise filogenética do SARS-CoV-2 classifica-o na ordem Nidovirales, da
familia Coronaviridae e género 3-coronavirus (SHEREEN et al., 2020; PHAN, 2020).
Os B-coronavirus apresentam genoma composto por uma molécula de &cido

ribonucleico (RNA) de fita simples, sentido positivo, com tamanho de
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aproximadamente 30 mil pares de base. Os virions sdo envelopados e apresentam
seis estruturas de leitura aberta funcionais (ORFs) organizadas em replicases (ORF1la
/ ORF1b), envelope (E), membrana (M), nucleocapsideo (N) e proteina S ou proteinas
spike (S), a qual esta projetada na sua superficie externa caracterizando a sua
morfologia de coroa (PHAN, 2020).

Para iniciar o processo infeccioso viral no organismo hospedeiro, € necessario
a ligacao de particulas virais a receptores de superficie celular (WANG et al., 2020).
O SARS-CoV-2 utiliza suas proteinas S para promover esta ligacdo. Uma vez que
esta proteina se liga na superficie da célula, através das atividades das proteases
celulares que clivam as suas subunidades principais: S1 e S2, contribuindo para a
infeccdo do virus nas membranas celulares (HOFFMANN et al., 2020). O receptor
celular utilizado por SARS-CoV-2 é a enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2)
(LI et al., 2003) que emprega a serina protease celular TMPRSS2 para o priming da
proteina S (GLOWACKA et al., 2011).

O SARS-CoV-2 é predominantemente caracterizado como uma infeccdo do
trato respiratorio (PATEL et al., 2020), portanto o contato com goticulas respiratorias
e aerossobis de uma pessoa infectada é o principal meio de transmisséo do virus,
causando a doenca nomeada como COVID-19, que é semelhante a um resfriado
comum ou gripe. O periodo de incubagao deste virus pode variar de 2 a 14 dias para
o desenvolvimento de sintomas. Devido a sua alta transmissibilidade, se espalha
facilmente entre pessoas de todas as idades, apresentando manifestacdes clinicas
diversas, que vao desde auséncia de sintomas (assintomaticos) até sintomas graves
do trato respiratorio (GALANTI et al., 2019; CHANG; YAN; WANG, 2020; BACKER;
KLINKENBERG; WALLINGA, 2020). Quando os sintomas sao graves, como a lesao
pulmonar aguda e sindrome do desconforto respiratorio agudo, corre-se o risco de
evolucdo da doenca para insuficiéncia pulmonar, podendo resultar em Obito
(SHEREEN et al., 2020).

1.3 INFECCOES VIRAIS EM DOADORES DE SANGUE

A transfusdo de sangue € um procedimento que se tornou indispensavel
guando se pensa em cuidados com a saude, contudo, € uma pratica que nao esta
isenta de riscos. Os riscos apresentados sdo multifatoriais e a segurancga do paciente

pode ser comprometida principalmente pela mortalidade e morbidade associadas a
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transfusdo em pacientes que recebem o produto sanguineo (FERREIRA et al., 2007,
MARTINS; NOBREGA, 2018).

Os agentes infecciosos virais se tornaram preocupantes nos bancos de sangue
desde a década de 1980, principalmente pela prevaléncia de portadores
assintomaticos, bem como das doacdes de sangue durante o periodo de janela de
infecgbes. A primeira infeccdo emergente de grande importancia nos bancos de
sangue foi o virus da imunodeficiéncia humana (HIV, do inglés human
immunodeficiency virus), agente etioldgico da sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(AIDS) (PERKINS; BUSCH, 2010; GOODNOUGH, 2013).

Um virus que circule na corrente sanguinea durante a fase assintomatica da
infeccdo tem um potencial para ser transmitido por transfuséo, independente se a fase
infecciosa seja prolongada, por exemplo virus da hepatite B (HBV) ou HIV, ou curta,
como no caso do virus do Nilo Ocidental (WNV) ou virus da dengue (DENV). Contudo,
para que haja suspeita de transmissédo transfusional, outros fatores também devem
ser avaliados, como: o tempo de sobrevivéncia e persisténcia do virus no sangue ou
componentes sanguineos durante o periodo assintomatico; o tempo que este
hemocomponente é transfundido no receptor apds a coleta; o mecanismo utilizado
para causar uma infec¢cdo por via sanguinea; o estado imunolégico do paciente
transfundido e por fim se a doenca foi identificada tanto no doador quanto no receptor
do produto sanguineo (STRAMER et al., 2009).

Para aumentar a seguranca transfusional, foram implantados os testes de
imunoensaios e os testes de acidos nucleicos (NAT, do inglés nucleic acid testing) nos
bancos de sangue. Os testes de imunoensaios, também chamados de sorolégicos,
apresentam alta sensibilidade para detectar anticorpos ou antigenos virais. Em
complemento, o NAT detecta o acido nucleico viral antes da soroconversao, ou seja,
antes do aparecimento do anticorpo viral no sangue do doador (BUSCH, 2014;
FAUCI; MORENS, 2016; STRAMER et al., 2009; ATEF; ATEF, 2019; STRAMER et
al., 2004; KOSAN et al., 2010).

1.4 TESTES MOLECULARES E SOROLOGICOS PARA DETECCAO DE SARS-
COV-2

Os testes para diagnostico laboratorial da COVID-19 sdo uma ferramenta

essencial para rastrear a propagacao da doenca. O diagndstico correto e preciso
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desempenha um papel importante na contencdo da doenca, permitindo
implementagfes de medidas de controle que limitam a disseminagéo do virus através
da identificacdo dos casos, isolamento e rastreamento de contactantes (UDUGAMA
et al., 2020; ZHAO et al., 2020).

De modo geral, as infec¢cbes assintomaticas sao confirmadas quando
realizados testes laboratoriais moleculares, para deteccdo do agente viral, e testes
sorologicos, para deteccdo de anticorpos (NISHIURA et al., 2020). Em testes
sorologicos, a especificidade dos anticorpos produzidos pode ser usada para
diferenciar o periodo de infecgdo. Os trés tipos de anticorpos produzidos séo: IgA, IgG
e IgM, cujo a titulagdo aumenta ou diminui em diferentes ocasides. IgM aumenta
rapidamente com a infeccdo e diminui logo apds a eliminacdo da infeccdo, seguida
pela producéo de IgG, empregado na maioria dos testes de anticorpo, por persistir por
mais tempo e refletir a imunidade de longo prazo, embora seja o Gltimo a aumentar
em uma infeccdo. Alternativamente, a mudanca de classe também pode resultar na
formacdo de IgA, que é produzida principalmente por células na superficie das
mucosas (DEEKS et al., 2020; CHAO et al., 2020). As interpretacdes dos testes
sorolégicos ajudam na identificacdo de uma infeccdo recente ou passada, no controle
da disseminacdo da doenca, na avaliacdo das intervencdes de salde publica (como
isolamento social) e na identificacdo dos individuos com imunidade adquirida, além
de ser uma ferramenta util para detectar infeccéo viral em individuos assintomaticos
(DEEKS et al., 2020; AMANAT et al., 2020).

Os testes moleculares sdo baseados na deteccao de &cidos nucléicos de
patégenos especificos. A PCR é uma das técnicas mais utilizadas para este fim, pois
possibilita a multiplicacdo de milhares de cépias a partir de uma fita de DNA molde.
Com o avanco tecnoldgico, varias metodologias baseadas no principio da PCR foram
criadas. A técnica de Transcricdo Reversa Seguida de Reacdo em Cadeia de
Polimerase (RT-PCR) em tempo real € um exemplo das variagfes da PCR, e consiste
na transcricdo da fita de RNA em uma fita de DNA complementar (cDNA) seguida de
amplificacdo por PCR. Durante o processo de PCR, a sonda hibridiza com uma
sequéncia alvo localizada entre os primers direto e reverso. Durante a fase de
extensdo do ciclo de PCR, a atividade da nuclease 5' da Taq polimerase degrada a
sonda e separa o0 quencher do corante supressor, gerando um sinal fluorescente.
Deste modo ocorre a quantificacdo do material genético a cada ciclo (VALONES et
al., 2009).
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A RT-PCR em tempo real apresenta uma grande sensibilidade e especificidade
analitica para detecgdo de SARS-CoV-2, sendo considerado o teste padrdo ouro para
diagnéstico laboratorial em amostras de swab nasofaringeo (BOHN et al., 2020).
Estudos mostram que é possivel detectar o RNA de SARS-CoV-2 em amostras de
sangue com auxilio deste método, mesmo em amostras de carga viral baixa (CHANG,
2020). Sabe-se que a carga viral do SARS-CoV-2 no sangue pode variar de 2 a 4
copias log por mililitro (mL) antes do inicio de quaisquer sintomas, confirmando que o
RNA viral poderia ser detectado no sangue, ainda que em carga muito menor do que
a observada no trato respiratorio ou em amostras de fezes (SUN, 2020).

A necessidade de estudos adicionais do SARS-CoV-2 nao se limita apenas as
amostras respiratorias, mas se estende ao sangue. Os estudos até o0 momento tém
sido prejudicados pela falta de quantificacdo da carga viral plasmatica (FAIJNZYLBER
et al., 2020). Assim, é importante examinar amostras de diferentes fontes para validar
a infecgao.

1.5 APRESENTACAO DA PROPOSTA

Diante do possivel impacto que o0 SARS-CoV-2 poderia causar na seguranca
transfusional, a avaliacdo do plasma de doadores de sangue e o conhecimento da
exposicao prévia ao virus se fez necessario. Para a compreenséo desta infeccao a
partir do sangue, dois importantes questionamentos foram levantados:

i) E possivel conhecer a exposicéo prévia do doador de sangue ao SARS-CoV-
2?

i) A carga viral de SARS-CoV-2 detectada em doadores de sangue
assintomaticos desenvolve infeccdo em receptores de hemocomponentes?

A fim de responder essas perguntas, o presente estudo buscou determinar a
soroprevaléncia e carga viral de SARS-CoV-2 no plasma de doadores de sangue do

Hemocentro de Ribeirdo Preto.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a soroprevaléncia e avaliar a carga viral do RNA de SARS-CoV-2
no plasma de doadores de sangue do Hemocentro de Ribeirdao Preto.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar os anticorpos anti-SARS-CoV-2 IgG em doadores de sangue por meio de
testes soroldgicos;

b) Avaliar a presenca de RNA viral de SARS-CoV-2 nas amostras de plasma de
doadores de sangue através do método molecular de RT-PCR em tempo real;

c) Avaliar a presenca de RNA viral de SARS-CoV-2, através do método molecular de
RT-PCR, em amostras de plasma de doadores de sangue que relataram sintomas
caracteristicos da COVID-19 (Informacao Pés-Doacéo, PDI);

d) Quantificar a carga viral das amostras positivas para SARS-CoV-2 por RT-PCR em
tempo real,

e) Avaliar o potencial de replicacéo viral em amostras de plasma sanguineo positivas
para SARS-CoV-2.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 CASUISTICA

Para o estudo prospectivo da infeccdo por SARS-CoV-2, foram avaliadas
amostras de plasma e buffy coat de candidatos a doacdo de sangue no Hemocentro
de Ribeirédo Preto. O estudo retrospectivo foi realizado a partir de amostras de plasma
de doadores que efetuaram doac¢éo de sangue na instituicdo nos anos de 2020 a 2022.
Em paralelo, foram selecionadas amostras de bolsas de plasma sanguineo de
doadores que relataram sintomas caracteristicos da COVID-19 apés doacdo de
sangue (Informacgéo P6s-Doacéo, PDI), no Hemocentro de Ribeirdo Preto e em suas

unidades.

3.2 ASPECTOS ETICOS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo
(CAAE 36614120.5.0000.5440) (Anexo 1). Como critérios de inclusdo foram
considerados individuos adultos, com maioridade civil maior ou igual a 18 anos de
idade. E como critérios de exclusao, individuos menores de idade, pacientes em uso
de imunossupressores ou insuficiéncia renal ou hepéatica, neoplasias ou doencas
autoimunes. O termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) foi aplicado aos
participantes incluidos no estudo prospectivo. Para as amostras retrospectivas, a
aplicacao do TCLE foi dispensada e as analises foram realizadas de forma cega, por
se tratar de amostras arquivadas, onde ndo houve o contato ou identificacdo do
candidato (Anexo 2).

3.3 ESTUDO RETROSPECTIVO - AVALIACAO DA SOROPREVALENCIA (ANTI-IGG
SARS-COV-2) EM DOADORES DE SANGUE NO ANO DE 2020

Para deteccdo semi-quantitativa de anticorpos IgG especificos para a
subunidade S1 da proteina spike do SARS-CoV-2, utilizamos o kit Anti-SARS-CoV-2
ELISA IgG (EUROIMMUN®) de acordo com as instrugoes do fabricante. O ensaio de

imunoabsorcéo enziméatica (do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA)
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baseia-se em reagdes antigeno-anticorpo detectaveis por meio de reagoes
enzimaticas. A enzima usada para este ensaio foi a peroxidase, responsavel por
catalisar a reagao da agua oxigenada (H202) em H20 e O2. O teste € dividido em
duas principais fases: Na primeira fase, o antigeno purificado (dominio S1 expresso
de forma recombinante na linhagem celular humana HEK293) aderido aos poc¢os da
microplaca entra em contato com a amostra (100 yL de plasma previamente diluido
na proporcao 1:101) e é incubado por 1 hora a 37°C. A reagdo antigeno-anticorpo
ocorre em amostras que apresentam anticorpos para o SARS-CoV-2. Na segunda
etapa, inclui-se um segundo anticorpo especifico para a imunoglobulina humana (100
ML de conjugado enzimatico: anti-lgG humano marcado com peroxidase), com
incubacdo de 30 minutos a 37°C. Ao adicionar o substrato na reacédo (100 pL de
solugao de cromdgeno) ocorre uma reagao de cor apos incubacado de 30 minutos em
temperatura ambiente (18°C a 25°C) protegido da luz. A intensidade da cor produzida
€ proporcional a concentragao de anticorpos na amostra de plasma. Ao finalizar a
incubagéao do substrato, adicionou-se 100 pL de solugéo de parada (que contém acido
sulfurico) com o objetivo de parar a reacdo enzimatica. A medida fotométrica da
intensidade da cor foi realizada em um comprimento de onda de 450 nm e um
comprimento de onda de referéncia entre 620 nm e 650 nm dentro de 30 minutos apds
a adicao da solucao de parada. Neste protocolo utilizamos controle positivo e
negativo, juntamente com o calibrador do proprio kit, para garantir interpretacao dos
resultados. Os resultados foram calculados a partir da Densidade Optica (DO), onde

a razao (amostra/calibrador) foi interpretada da seguinte forma: <0,8 nao-reagente;
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20,8 a <1,0 inconclusivo; 21,1 reagente. Consideramos resultados inconclusivos como

nao-reagentes para as analises estatisticas.

3.4 DETECCAO DE RNA DE SARS-COV-2 EM AMOSTRA DE PLASMA PELO
TESTE DE RT-PCR

Este ensaio foi realizado em quatro modelos de estudo: |- estudo prospectivo
em doadores de sangue no periodo de outubro/2020 a abril/2021; II- estudo
retrospectivo em doadores de sangue com informacdo pdés doacdo; lll- estudo
retrospectivo em doadores que realizaram doacdo de sangue no periodo de
dezembro/2021 a janeiro/2022; V- pacientes internados com COVID-19.

3.4.1 Extracdo do RNA- método automatizado

Para a etapa de extracdo de RNA viral, utilizamos o protocolo de extragao
automatizada com o equipamento Loccus Extracta 32 e Extracta Kit — RNA e DNA
Viral (MVXA-PO16FAST). A extracdo do RNA viral se baseia em etapas de lise,
ligacdo, lavagem e eluicdo dos &cidos nucléicos através da camada de dioxido de
silicio que reveste as beads magnéticas e adsorve moléculas negativamente
carregadas, promovendo a sua ligacdo com as moléculas de acidos nucleicos
presentes na amostra. Na etapa de lise, adicionamos 5 uL de proteinase K e 100 pL
de amostras de plasma ou buffy coat em aproximadamente 200 uL de tampéo de lise
para iniciar a extracdo do RNA viral. Posteriormente, ocorre a ligagéo por afinidade do
RNA as beads magnéticas. A Ultima etapa compreende a eluicdo do RNA viral extraido
em tampao de eluicdo. O processamento da reac¢ao ocorre em 28 minutos. O volume
de RNA é eluido em aproximadamente 30 uL com > 95% (em 100 copias) de acuracia

de purificagao.

3.4.2 Extracdo do RNA - Método manual

Utilizamos o protocolo de extracdo manual Qiamp Viral Mini kit (QIAGEN)
conforme instrucdes do fabricante. Este protocolo promove a extragdo do RNA viral

com a combinacao das propriedades de ligacdo seletiva a uma membrana a base de
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gel de silica. Inicialmente, 140 uL de plasma é lisado utilizando 5,6 pL do carrier e 560
pL de AVL Buffer, sob condi¢cbes altamente desnaturantes para inativar RNAses e
garantir o isolamento de RNA viral intacto. Em seguida, utilizamos 560 pL de Etanol
100% a fim de fornecer a ligacdo ideal do RNA a membrana a base de gel de silica.
O RNA se liga @ membrana e os contaminantes sé@o lavados em duas etapas, usando
dois tamp0es de lavagem diferentes: 500 pL de Buffer AW1 e 500 pL de Buffer AW2.
Por fim, o RNA foi eluido em 60 pL de tampao AVE Buffer, pronto para uso direto ou

armazenamento em freezer -20 °C.

3.4.3 RT-PCR - método Center for Disease Control and Prevention (CDC)

Realizamos a amplificacdo do RNA de SARS-CoV-2 seguindo as instrucdes do
Center for Disease Control and Prevention (CDC) para analise das amostras de
plasma e buffy coat. Neste protocolo, os iniciadores e sondas foram desenhados para
as regides do nucleocapsideo do virus (N1 e N2) e RNAse P (controle endégeno) em
formato singleplex. Para o preparo da reacgéao foi utilizado GoTaq Probe 1-Step RT-
gPCR System (Promega). Para cada 1 mL de GoTaq Probe gPCR master mix (2X) foi
adicionado 2 pL de corante de referéncia carboxi-X-rodamina - CXR. A reacéo foi
preparada nos seguintes volumes: 6,3 UL de GoTaq Probe gPCR master mix + CXR,;
0,3 pL de GoScript RT Mix para 1-Step RT-gPCR; 0,2 uL de iniciadores forward e 0,2
uL de iniciadores reverse; 0,2 uL de sondas. O volume total de mix utilizado foi 7,4 pL
e 0 volume de RNA utilizado foi de 5,1 pL. Os seguintes ciclos e temperaturas foram
utilizados para a amplificacdo dos genes virais: 30 minutos a 45°C para transcricdo
reversa, seguidos por 45 ciclos a 95°C por 2 minutos, 95°C por 15 segundos e 60°C
por 1 minuto. Em todas as reagdes foram adicionados controles negativos e positivos
para validacdo dos resultados. As rea¢des foram realizadas no equipamento Applied

Biosystems 7500.

3.4.4 RT-PCR - método comercial GeneFinderTM COVID-19 plus RealAmp Kit
(OSANG Healthcare)

A amplificacdo do RNA de SARS-CoV-2 pela reagdo de RT-PCR também foi
realizada de acordo com o kit comercial GeneFinderTM COVID-19 plus RealAmp Kit

(OSANG Healthcare) em formato multiplex, com iniciadores e sondas especificas para
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os genes: N (nucleocapsideo), E (envelope), RdRp (RNA polimerase dependente de
RNA) e Controle Interno (RNAse P). Para o preparo da reacao foi utilizado 10 pL de
COVID-19 Plus Reaction Mixture, 5 uL de COVID-19 Plus Probe Mixture e 5 pL de
RNA, com volume final da reacao de 20 pL distribuidos em placa Optica de 96 pocos.
Os seguintes ciclos e temperaturas para a amplificacao foram utilizados: 50°C por 20
minutos para transcricdo reversa, seguidos por 95°C por 5 minutos e 45 ciclos de:
95°C por 15 segundos e 58°C por 1 minuto para PCR, totalizando 115 minutos de
reacdo. Em todas as reacfes foram adicionados controles negativos e positivos para
validacdo dos resultados. As reacOes foram realizadas no equipamento Applied

Biosystems 7500.

3.4.5 Estudo prospectivo de RNA-SARS-CoV-2 em plasma de doadores de
sangue

Foram selecionados 323 doadores de sangue que realizaram a doacao no
periodo de outubro de 2020 a abril de 2021 para realizacdo do teste molecular para
deteccdo do SARS-CoV-2 em amostras de plasma e buffy coat. Inicialmente,
amostras de sangue total foram centrifugadas a 2.500 rpm por 10 minutos e, com
auxilio de uma pipeta pasteur, o plasma e o buffy coat foram coletados e armazenados
em tubos eppendorf de 1,5 mL. O RNA foi extraido conforme descrito no item 3.4.1
(método automatizado). Para a amplificacdo do material genético, utilizamos o

protocolo descrito no item 3.4.4 (método comercial).

3.4.6 Estudo retrospectivo de RNA-SARS-CoV-2 em plasma de doadores de
sangue

Selecionamos 358 amostras de plasma para esta andlise, referentes a
doadores de sangue que realizaram doacdo entre dezembro de 2021 e janeiro de
2022. Para realizarmos o teste molecular de RT-PCR, o RNA foi extraido conforme
descrito no item 3.4.1 (método automatizado). Para a amplificacdo do material

genético, utilizamos o protocolo descrito no item 3.4.4 (método comercial).

3.4.7 Estudo retrospectivo em doadores de sangue com informacéo pos-doacéao
(PDI)
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Selecionamos 43 doadores de sangue que relataram a presenca de sintomas
caracteristicos da COVID-19 até 15 apés a doacdo de sangue no periodo de 2020 a
2022. As amostras foram coletadas da bolsa de plasma congelado resultante da
doacdo de sangue no Hemocentro de Ribeirdo Preto e suas unidades. Para
realizarmos o teste molecular de RT-PCR, o RNA foi extraido conforme descrito no
item 3.4.1 (método automatizado). Para a amplificacdo do material genético,

utilizamos o protocolo descrito no item 3.4.4 (método comercial).

3.5 ANALISE DA REPLICACAO VIRAL A PARTIR DE PLASMA POSITIVO PARA
SARS-COV-2

Para investigar a possibilidade do SARS-CoV-2 replicar-se a partir do plasma
humano, foram selecionadas trés amostras de plasma para isolamento viral em
células Vero-CCL81. Estas amostras foram obtidas de pacientes internados em
condigéo clinica grave de COVID-19, com resultado positivo no teste de deteccao do
SARS-CoV-2 pela técnica de RT-PCR em amostra de plasma de acordo aos critérios
de interpretacédo estabelecidos pelo protocolo CDC (item 3.4.3). O isolamento viral em
amostras de plasma sanguineo e avaliagcdo do potencial de replicacao foi realizado
conforme descrito por ARAUJO e colaboradores (2020). Estes experimentos foram
realizados em colaboragcdo com Prof. Dr. Edison Durigon do Instituto de Biociéncias
da Universidade de S&o Paulo.

O cultivo for realizado utilizando o meio de cultura DMEM (Gibco) suplementado
com 10% de soro fetal bovino (do inglés, Fetal Bovine Serum, FBS) (Vitrocell
Embriolife) em estufa a 37° C em uma atmosfera de 5% de CO2 e 95% de ar umido.
Primeiramente, as células foram inoculadas em frasco T 25 cm2 (Greiner) a uma
densidade de 5 x 10° células/mL. As células foram cultivadas por 24 horas e,
posteriormente, a monocamada foi lavada trés vezes com meio DMEM livre de soro.
O volume de 500 uL das amostras de plasma foi adicionado sobre a cultura de células
e incubado durante 1 hora. Em seguida, o volume foi completado para 5 mL com
DMEM suplementado com 2,5% de SFB e 1% de penicilina-estreptomicina. Este
cultivo foi feito por até 72 horas para andalise de efeito citopatico (CPE). O
sobrenadante foi coletado a cada 24 horas para avaliar o potencial de replicagéo viral

por RT-PCR e microscopia Optica.
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3.6 ANALISE DA CARGA VIRAL EM AMOSTRAS DE PLASMA POSITIVAS PARA
SARS-COV-2

A quantificagao absoluta da carga viral por RT-PCR foi realizada utilizando um
material de referéncia, para definir os melhores parametros de sensibilidade analitica
e dos limites de deteccdo dos ensaios de amplificacdo de testes de acido nucléico
(NAT) para SARS-CoV-2. O padrédo utilizado trata-se de um isolado de virus inativado
da Inglaterra/02/2020 do First WHO International Standard for SARS-CoV-2 RNA,
comercializado pelo National Institute for Biologicals Standards and Control, Reino
Unido- NIBSC code:20/146. Este padrédo foi preparado para conter 1x10® genomas
de SARS-CoV-2 por mL e, ap6s reconstituido em 0,5 mL de agua ultrapura, obteve-
se a concentraco final de 7,70 Log® Ul/ml, conforme recomendac&o do fabricante.

Inicialmente, foi realizada a construcdo de uma curva padrao para quantificacao
da carga viral de SARS-CoV-2 em amostras de plasma. A extracdo do padrao foi
realizada utilizando o método manual Qiamp Viral Mini kit (QIAGEN) (item 3.4.2). Em
seguida, o RNA foi entdo quantificado em ng/uL através de um espectrofotdmetro
(NanoVue Plus - Healthcare Life Sciences). O numero absoluto de copias de RNA foi
inferido a partir do calculo da constante de Avogadro. Apos quantificacdo do RNA, o
material foi diluido em agua nuclease free, com diluicdo em série por 10 vezes até o
namero de 314 copias de RNA. Para a amplificacdo, utilizamos os conjuntos de
iniciadores e sondas para os ensaios de RT-PCR em formato singleplex (protocolo
CDC e como alvo a regido N2 do nucleocapsideo) e multiplex (protocolo
GeneFinderTM COVID-19 plus RealAmp Kit e como alvo o gene N - nucleocapsideo)
descritos nos itens 3.4.3 e 3.4.4, além de 5 yL de cada diluicdo do padréo. v) Os dados
de execucao foram analisados com o software SDS v2.4 (Applied Biosystems, Thermo
Fisher Scientific) e o limite do ciclo (Ct, do inglés cycle threshold) foi calculado como

a intersecdo entre uma curva de amplificacdo e a linha de base do sinal de fundo.
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4 RESULTADOS

4.1 ESTUDO RETROSPECTIVO - AVALIACAO DA SOROPREVALENCIA (ANTI-IGG
SARS-COV-2) EM DOADORES DE SANGUE NO ANO DE 2020

Durante o ano de 2020, o estudo avaliou uma amostragem representativa de
4,7% (646/13.824) do total de doacdes no ano de 2020. As analises soroldgicas
representam até 14,30% do numero de doac¢des de sangue realizadas no Hemocentro
(sede) durante 0 ano de 2020 (143/999 no més de janeiro). Os resultados sorolégicos
reagentes representam até 25,71% (9/35 no més de setembro) do ensaio sorologico
e até 0,78% (9/1145 no més de setembro) das doac¢des de sangue no ano de 2020
(Tabela 1).

Tabela 1 — Percentual de amostras de doadores de sangue submetidas & deteccdo de anticorpos 1gG
anti-SARS-CoV-2 frente ao nimero total de doag8es de sangue realizadas no Hemocentro de
Ribeirdo Preto (sede), més a més, no ano de 2020.

T logi
estes d? sorologla Sorologia IgG reagentes
. realizados .
Doagdes de % sorologia
Meses % (por % (por
sangue . IgG/n®
n doagdes de n testes o
. doagdes
sangue) realizados)

Janeiro 999 143 14,30 1 0,69 0,10
Fevereiro 1373 60 4,36 0 0,00 0,00
Margo 1455 55 3,78 0 0,00 0,00
Abril 1095 33 3,01 1 0,69 0,09
Maio 953 47 4,93 5 3,03 0,52
Junho 1253 42 3,35 1 2,38 0,07

Julho 1213 40 3,29 0 0 0
Agosto 979 78 7,96 5 6,41 0,51
Setembro 1145 35 3,05 9 25,71 0,78
Outubro 1174 31 2,64 4 12,9 0,34
Novembro 1196 46 3,84 3 6,52 0,25
Dezembro 989 36 3,64 2 5,55 0,2

Na Tabela 1, apresentamos o percentual de amostras de doadores de sangue submetidas ao teste
sorolégico para detecgéo de anticorpos IgG anti-SARS-CoV-2 frente ao numero total de doagbes de
sangue realizadas no Hemocentro de Ribeirdo Preto (sede), més a més, no ano de 2020. *% de testes:
Percentual de testes realizados. Fonte: O préprio autor.

Trinta e uma das 646 amostras de plasma apresentaram resultados reagentes,
0 que representa uma taxa de positividade de 4,8%. Por outro lado, 609 das 646

amostras de plasma mostraram resultados nao reagentes, totalizando 94,3%. Seis
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(0,9%) amostras foram classificadas como inconclusivas devido aos valores obtidos
no célculo da razdo de densidade oOptica (DO) na leitura da absorbéncia (Figura 1).

Figura 1 — Grafico de setores indicando a soroprevaléncia de anticorpos IgG anti-SARS-CoV-2 em
doadores de sangue no ano de 2020.

Reagente

4,8%
fnconclusivo

Nao-Reagente
94,3%

A figura 1 apresenta os resultados da andlise soroldgica para detec¢éo de anticorpos IgG anti-SARS-
CoV-2 em doadores de sangue do Hemocentro de Ribeirdo Preto (sede) no ano de 2020. Dentre os
resultados, destacados na figura pela cor cinza-claro, 4,8% apresentaram resultados reagentes (n= 31),
e 94,3% representam o ndmero de amostras que apresentaram o resultado ndo-reagente (n= 609,
destacados pela cor cinza-escuro. Os resultados interpretados como inconclusivos estédo
representados pela cor preta (n= 6) e representam 0,9%. Fonte: O proprio autor.

Observamos que o primeiro caso notificado na cidade de Ribeirdo Preto
ocorreu em marco de 2020, assim como os casos de COVID-19 notificados por meio
de diagnéstico molecular em amostras de swab nasofaringeo. Neste ano, o nimero
de casos aumentou gradativamente, atingindo o pico em julho, conforme relatado pela
Secretaria Municipal de Saude de Ribeirdo Preto (Secretaria Municipal de Saude,
2020) (Figura 2).
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Figura 2 — Distribuicdo do nimero de casos de COVID-19 notificados pela Secretaria Municipal de

Saude de Ribeirdo Preto no ano de 2020 e a soroprevaléncia observada em doadores de sangue no

mesmo periodo.
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Na figura 2, o gréfico apresenta em barras listradas o numero de casos notificados pela secretaria
municipal de saude em cada més do ano de 2020 na cidade de Ribeirdo Preto. O primeiro caso foi
notificado em margo de 2020. A linha em cor preta representa a contagem de resultados reagentes,
conforme o0 més, no teste soroldgico anti-SARS-CoV-2-1gG de doadores de sangue que realizaram a
doac&o no ano de 2020 no Hemocentro de Ribeirdo Preto. Fonte: O proprio autor.

4.2 DETECCAO DO RNA DE SARS-COV-2 EM PLASMA DE DOADORES DE
SANGUE

A analise de deteccdo molecular de RNA-SARS-CoV-2 foi conduzida em duas
etapas: estudo prospectivo com 323 amostras analisadas e estudo retrospectivo com
358 amostras analisadas. Foram analisadas 681 amostras de plasma de candidatos

aptos a doacdo. A sequir, estdo apresentados os resultados dos estudos.

4.2.1 Estudo prospectivo em doadores de sangue

A deteccdo de RNA de SARS-CoV-2 no estudo prospectivo foi realizada em
323 amostras de plasma e buffy coat, referentes a doadores que realizaram a doacéao
de sangue no Hemocentro de Ribeirdo Preto (sede) entre outubro de 2020 a abril de
2021.

A reacdo de RT-PCR multiplex, tinha os seguintes alvos: E gene: proteina do
envelope; N gene: proteina do nucleocapsideo; RdRp gene: RNA polimerase

dependente de RNA; IC: controle interno (RNAse P). Conforme os resultados obtidos
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nesta andlise, ndo houve presenca de amplificacdo dos alvos nesta reacéo (Tabela
2). E importante ressaltar que todas as amostras apresentaram amplificacéo do IC:
controle interno (RNAse P), o que valida o processo de extracdo e amplificacdo. O
valor médio do Ct para o IC foi de 33,55 nas amostras de plasma e 26,48 nas amostras
de buffy coat.

Tabela 2 — Valores de cycle threshold (Ct) dos genes virais E, N, RdARp e RNAse P resultantes da
deteccdo de SARS-CoV-2 por RT-PCR no plasma e no buffy coat de doadores de sangue, no periodo
de outubro de 2020 a abril de 2021.

Deteccédo de SARS-CoV-2 em RT-PCR
N° de plasma (Ct médio) buffy coat (Ct médio)

Doadores | Egene | Ngene | RdRp | IC | Egene | Ngene | RdRp | IC

323 Indetectavel | Indetectavel | Indetectavel | 33,55 | Indetectavel | Indetectavel | Indetectavel | 26,48

Na Tabela 2, apresentamos os resultados observados na deteccdo de SARS-CoV-2 por RT-PCR, do
estudo prospectivo, onde os alvos sdo: E gene: proteina do envelope; N gene: proteina do
nucleocapsideo; RdRp gene: RNA polimerase dependente de RNA; IC: controle interno (RNAse P).
*Ct: limiar do ciclo. Fonte: O préprio autor.

4.2.2 Estudo retrospectivo em doadores de sangue

A deteccéo de RNA de SARS-CoV-2 no estudo retrospectivo foi realizada em
358 amostras de plasma de doadores de sangue. Estes doadores realizaram a doagao
de sangue no Hemocentro de Ribeirdo Preto (sede) no periodo de dezembro de 2021
a janeiro de 2022.

Nesta analise de deteccdo multiplex, com os mesmos alvos analisados no item
anterior, os resultados observados neste grupo de amostras mostraram uma
positividade de 3,07% (11/358), com valores de Ct entre 24,85 a 39,92 (Tabela 3).
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Tabela 3 — Valores de cycle threshold (Ct) dos genes virais E gene, N gene, RdRp e do IC: controle
interno (RNAse P), resultantes da detec¢do molecular em 11 doadores de sangue no Hemocentro de
Ribeirdo Preto, no periodo de dezembro de 2021 a janeiro de 2022.

Protocolo GeneFinderTM COVID-19 plus RealAmp Kit
Doadores IC E gene N gene RdRp Resultado
1 34,94 | Indetectavel 39,59 Indetectavel | Positivo
2 35 | Indetectavel 39,66 Indetectavel | Positivo
3 35,02 | Indetectavel 39,65 Indetectavel Positivo
4 31,2 | Indetectavel | Indetectavel 35,65 Positivo
5 32,96 41,68 42,45 32,48 Positivo
6 33,56 | Indetectavel | Indetectavel 32,9 Positivo
7 32,27 | Indetectavel 37,19 39,92 Positivo
8 30,54 | Indetectavel | Indetectavel 28,76 Positivo
9 32,4 | Indetectavel | Indetectavel 32,62 Positivo
10 33,41 | Indetectavel 39,71 Indetectavel Positivo
11 27,05 29,01 Indetectavel 24,85 Positivo

A tabela 3 apresenta os resultados da deteccéo de SARS-CoV-2 por RT-PCR, do estudo retrospectivo,
onde os alvos sdo: E gene: proteina do envelope; N gene: proteina do nucleocapsideo; RdRp gene:
RNA polimerase dependente de RNA,; IC: controle interno (RNAse P). *Ct: limiar do ciclo. Fonte: O
préprio autor.

A interpretacéo dos resultados do ensaio multiplex esta baseada no valor de Ct
obtido na reacdo. O resultado é considerado positivo quando apresenta valor de Ct
inferior a 40 em pelo menos um dos genes virais e com valor de Ct inferior a 35 no IC:
controle interno.

Com o objetivo de confirmar a positividade dos resultados do teste multiplex,
realizamos também o ensaio com detecéo singleplex - Center for Disease Control and
Prevention (CDC), onde os alvos sdo: N1 gene: regido N1 da proteina do
nucleocapsideo; N2 gene: regido N2 da proteina do nucleocapsideo e IC: controle
interno (RNAse P). Nesta analise, a positividade foi de 1,4 % (5/358), onde os valores

de Ct observados apresentaram-se entre 32,78 a 36,34 (Tabela 4).
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Tabela 4 — Valores de cycle threshold (Ct) dos genes virais N1, N2 e do controle interno (IC) RNAse
P resultantes da deteccéo molecular em 5 doadores de sangue no Hemocentro de Ribeirdo Preto,
utilizando protocolo Center for Disease Control and Prevention (CDC).

Protocolo Center for Disease Control and Prevention (CDC)
Doadores IC N1 N2 Resultado
1 31,81 | 32,78 35,93 Positivo
2 32,1 34,79 36,34 Positivo
3 31,77 | 33,71 33,58 Positivo
4 30,07 | 34,45 Indetectavel Positivo
5 32,34 | 33,27 Indetectavel Positivo

A tabela 4 apresenta os resultados da detec¢éo de SARS-CoV-2 por RT-PCR, do estudo retrospectivo,
onde os alvos sdo: N1 gene: regido N1 da proteina do nucleocapsideo; N2 gene: regido N2 da proteina
do nucleocapsideo; IC: controle interno (RNAse P). *Ct: limiar do ciclo. Fonte: O préprio autor.

As condicdes para interpretagdo dos resultados utilizando este ensaio
singleplex est4 baseada no valor Ct obtido na reacdo. E assim como no protocolo
mencionado anteriormente, neste protocolo, um resultado positivo é definido quando
o valor Ct apresenta-se inferior a 40 em pelo menos um dos genes virais e inferior a
35 na andlise do IC: controle interno. Esta interpretacdo também inclui a presenca de
uma curva de amplificagdo sigmoidal nos alvos detectados.

4.2.3 Estudo retrospectivo em doadores de sangue com informacéo pos-doacao
(PDI)

A deteccdo do RNA de SARS-CoV-2 foi realizada em 43 amostras de plasma
de doadores de sangue que relataram a presenca de sintomas caracteristicos da
COVID-19 até 15 apoés a doacgdo de sangue, entre agosto de 2020 a maio de 2021.
N&o houve deteccéo dos alvos de SARS-CoV-2 nas amostras analisadas (Tabela 5).
E importante ressaltar que todas as amostras apresentaram amplificacdo do IC, o que
valida o processo de extracdo e amplificacdo. O valor médio do Ct para o IC foi de
32,87 (Tabela 5).



34

Tabela 5 — Valores de cycle threshold (Ct) dos genes virais E gene, N gene, RdRp e do IC: controle
interno (RNAse P), relativo ao estudo retrospectivo de SARS-CoV-2 no plasma de doadores de
sangue com informacao pds-doacdo no Hemocentro de Ribeirdo Preto.

Deteccdo de SARS-CoV-2 em RT-PCR - plasma
(Ct médio)
N° de Doadores E gene N gene RdRp IC
43 Indetectavel | Indetectavel | Indetectavel | 32,87

A tabela 5 apresenta os resultados observados na deteccdo de SARS-CoV-2 por RT-PCR, do estudo
retrospectivo, onde os alvos séo: E gene: proteina do envelope; N gene: proteina do nucleocapsideo;
RdPd gene: RNA polimerase dependente de RNA; IC: controle interno - RNAse P. *Ct: limiar do ciclo.
Fonte: O préprio autor.

4.3 ANALISE DA REPLICACAO VIRAL DE SARS-COV-2 A PARTIR DE AMOSTRAS
DE PLASMA SANGUINEO

O isolamento do SARS-CoV-2 foi avaliado em trés amostras de plasma de
individuos infectados usando uma metodologia similar ao estudo realizado por Cappy
e colaboradores (2020). As amostras de plasma foram obtidas de pacientes
internados em estado clinico grave com infeccdo por SARS-CoV-2, e foram coletadas
em novembro de 2020.

Antes de realizar o isolamento em culturas de células, para confirmar a
positividade das amostras, realizamos a detec¢cdo de SARS-CoV-2 por RT-PCR. As
amostras apresentaram valores de Ct entre 33,47 e 36,96 para os alvos de SARS-

CoV-2 e valores de Ct abaixo de 30 para o alvo IC (Tabela 6).

Tabela 6 — Valores de cycle threshold (Ct) dos genes virais N1, N2 e do controle interno (IC) RNAse
P das amostras de plasma sanguineo de individuos infectados com SARS-CoV-2, cultivadas em
células de linhagem Vero-CCL81.

Deteccéo de SARS-CoV-2 em RT-PCR - plasma (Ct)

Amostra N1 gene N2 gene RNAse P
1 33,47 36,96 24,31
2 35,89 35,82 28,54
3 33,71 34,87 27,98

Atabela 6 apresenta os resultados observados na detec¢cdo de SARS-CoV-2 por RT-PCR das amostras
submetidas ao estudo de potencial de replicacdo viral de SARS-CoV-2 em amostras de plasma, onde
os alvos sdo: N1 gene: regido N1 da proteina do nucleocapsideo; N2 gene: regido N2 da proteina do
nucleocapsideo; IC: controle interno (RNAse P). *Ct: limiar do ciclo. Fonte: O proprio autor.
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Estas amostras de plasma foram submetidas ao cultivo em células de linhagem
Vero-CCL81 e, em cada passagem, foram mantidas por cinco dias em meio DMEM
com alta glicose e ambiente com CO,. Embora ndo houvesse evidéncia de efeito
citopatico, foram realizadas mais trés passagens (TO, T1 e T2) e nova inoculacéo. Ao
final, uma reacdo de RT-PCR foi realizada e, embora os resultados apresentaram
valores de Ct acima de 37,99, o resultado foi negativo para SARS-CoV-2. A analise
por microscopia Optica também foi realizada e néo foi observada lise celular, uma vez

gue as ceélulas mantiveram-se intactas (Figura 3).

Figura 3 — Andlise por microscopia Optica para investigar a presenca de efeito citopatico em células
Vero-CCL81 cultivadas com amostras de plasma positivas para SARS-CoV-2.

A

k) ; S = <

A figura 3 apresenta a microscopia Optica da linha celular Vero CCL81, apos TO, T1 e T2 pos-
inoculacdo, mostrando a auséncia de efeitos citopaticos causados pelo SARS-CoV-2 a partir das
amostras de plasma de 3 pacientes positivos para SARS-CoV-2, representadas pelas figuras A, B e C.
Ampliag®es originais 100X. Fonte: O préprio autor.

4.4 CONSTRUCAO DA CURVA PADRAO PARA ANALISE DA CARGA VIRAL DE
SARS-COV-2

A determinacdo da carga viral das amostras de plasma positivas nos ensaios
de RT-PCR foi realizada com auxilio do padréo internacional First WHO International
Standard for SARS-CoV-2 RNA (NIBSC code:20/146), um isolado de virus inativado
da Inglaterra/02/2020. Este padrao foi utilizado na constru¢cdo de uma curva padrao
de amplificacdo, onde o valor de Ct esta inversamente relacionado a concentracdo do
RNA viral na amostra clinica.

A curva padréo utilizada para calcular a carga viral foi construida a partir de
uma concentracdo de 3,1x10° copias/uL. Os valores de Ct para cada concentragdo
foram determinados em duplicata, utilizando dois kits diferentes para detec¢do. Em
um dos ensaios realizados utilizamos o conjunto de primers e sonda do kit comercial
GeneFinderTM COVID-19 plus RealAmp, preparado para reacdes em formato

multiplex. O alvo escolhido deste kit foi 0 N gene: proteina do nucleocapsideo. Para o
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outro ensaio realizado, utilizamos o conjunto de primers e sonda do CDC para reacdes
em formato singleplex. Os alvos escolhidos deste ensaio sdo o N1 gene: regido N1 da
proteina do nucleocapsideo e N2 gene: regido N2 da proteina do nucleocapsideo. Em
ambas as curvas, a sensibilidade de deteccédo foi de até 3,14x10* cdpias/uL, com
valor de Ct até 40,21 (Tabela 7).

Tabela 7 — Valores de cycle threshold (Ct) obtidos a partir da diluicdo seriada do Padrdo Internacional
para o RNA de SARS-CoV-2 da Organizacao Mundial de Saude (codigo NIBSC: 20/146) por RT-PCR
em tempo real.

GeneFinderTM COVID-19 plus Center for Disease Control and Prevention (CDC)
RealAmp Kit
Gene alvo: nucleocapsideo Gene alvo: regido N1 do Gene alvo: regido N2 do
(N) nucleocapsideo nucleocapsideo
Diluicao copias/ Ct Diluicao copias/ Ct Diluigcao copias/ Ct
ML ML ML

1° 3,1x10° 22,25 1° 3,1x10° 17,31 1° 3,1x 108 17,49
20 3,1x 108 24,90 20 3,1x 10® | 20,13 20 3,1x 10”7 | 20,86
3° 3,1x 107 28,39 3° 3,1x 107 | 23,76 3° 3,1x10° | 25,12
40 3,1x10° 31,14 40 3,1x 108 27,30 40 3,1x10° 29,17
50 3,1x10° | 35,48 50 3,1x10° | 31,14 50 3,1x10* | 33,40
6° 3,1x10* | 40,21 6° 3,1x10* | 34,86

A Tabela 7 apresenta a validacdo da curva padrdo utilizando o Padréo Internacional para o RNA de
SARS-CoV-2 da Organizacdo Mundial de Saude (cédigo NIBSC: 20/146) para quantificacdo da carga
viral de SARS-CoV-2 por RT-PCR. A diluicdo seriada do padrdo foi realizada a partir do nimero de
copias virais/uL calculadas a partir da concentragdo de RNA. Para esta validagédo utilizamos dois
ensaios: i) protocolo GeneFinderTM COVID-19 plus RealAmp Kit (OSANG Healthcare) com escolha do
seguinte alvo: N gene: proteina do nucleocapsideo. ii) protocolo CDC, onde os alvos sdo: N1 gene:
regido N1 da proteina do nucleocapsideo; N2 gene: regido N2 da proteina do nucleocapsideo; IC:
controle interno (RNAse P). **Ct: limiar do ciclo. ***copias/yL: numero de cépias gendmicas virais por
microlitro. Fonte: O préprio autor.

A reta de regressao linear das curvas padrdo para os genes analisados
apresentaram 0s seguintes parametros: slope: correspondente a eficiéncia de
amplificagéo da reagdo de PCR com base na inclinagéo da reta, apresentou valores:
-3,47, -3,57 e -3,43 para os genes N, N1 e N2, respectivamente. Ja o parametro Y-
intercept, que corresponde ao limite tedrico de deteccao da reagdo, variou entre 49,26
e 48,76 para 0 ensaio singleplex e 54,21 para o ensaio multiplex. Na analise do
parametro de coeficiente de correlacdo (R?), para medir a linearidade da curva, houve
uma oscilacdo de 0,998 e 0,989. A Eficiéncia de amplificacdo para os conjuntos de
primers e sonda analisados nos dois protocolos apresentou um percentual de 90,59%

a 95,69% (Figura 4). Apos avaliar a performance dos ensaios, seguimos com 0 ensaio
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especifico para o alvo N2 da proteina do nucleocapsideo, por apresentar melhor

reprodutibilidade.

Figura 4 — Representacéo gréafica das curvas de amplificagdo e da curva validadas para a analise de

carga viral de SARS-CoV-2 por RT-PCR em tempo real.
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A figura 4 apresenta as seguintes andlises: (A, C, E) curva de amplificac@o das diluicdes em série (de
3,19x10° a 3,19x10* copias/uL) do padréo utilizado no ensaio com os alvos N1, N2 e N da proteina
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do nucleocapsideo, respectivamente. O eixo y representa a intensidade de fluorescéncia (ARN) e 0
eixo x o cycle threshold (Ct) de cada diluicdo. (B, D, F) curva padrdo construida pelos valores de Ct
(eixo y) e valor de cépias/pL (eixo x) de acordo com os parametros de coeficiente de correlagcdo (R?)
dos alvos N1, N2 e N da proteina do nucleocapsideo, respectivamente. *Ct: limiar de ciclo. ** cépias/uL:
copias gendmicas virais por microlitro. Fonte: O proprio autor.

4.4.1 Andlise da carga viral de SARS-CoV-2 em amostras de plasma sanguineo

O célculo do numero de copias gendbmicas de SARS-CoV-2 (copias/uL) foi
realizado em cinco amostras de plasma de doadores de sangue assintomaticos
(amostras B-F) e em uma amostra de plasma de paciente internado por COVID-19
(amostra A). As amostras apresentaram um numero de copias/uL entre 5,1x10° e
4,1x10° , com média 9,3x10* , desvio padrdo de + 1,6x10° copias/yL e valores de Ct
entre 28,73 e 36,38 (Tabela 8).

Tabela 8 — Quantificacdo da carga viral de SARS-CoV-2 em amostras de plasma de doadores de
sangue utilizando alvo N2.

Quantificacdo da carga
viral

Amostra | copias/pL | Ct

4,1 x10° | 28,73
6,2 x10* | 32,05
5,5x10* 32,24
1,2x10* 34,83
6,7x10% | 35,92
5,1x10% | 36,38

mim OO |

A Tabela 8 apresenta o valor obtido na quantificac@o da carga viral das amostras de plasma com niveis
detectaveis do RNA de SARS-CoV-2. Este ensaio utilizou como alvo N2 gene: regido N2 da proteina
do nucleocapsideo. Entre estas amostras, estd a amostra A, que pertence a um paciente internado com
COVID-19, e cinco amostras de plasma de doadores de sangue (B, C, D, E e F). *copias/uL: cépias
genbmicas de SARS-CoV-2 por microlitro. ** Ct: limiar de ciclo. Fonte: O préprio autor.

Estes dados se aproximam dos seguintes pontos de diluicdo da curva padréo:
4° ponto de diluicdo (3,149 x 10° copias/uL) e 5° ponto de diluigdo (3,149 x 10°
copias/uL), conforme demonstra a figura 5.
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Figura 5 — Curva padréao utilizada para a quantificacdo da carga viral de amostras de plasma com
positividade molecular de RNA de SARS-CoV-2 utilizando protocolo singleplex.
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A figura 5 apresenta a curva padréo utilizando como alvo a regido N2 da proteina do nucleocapsideo.
Esta curva foi construida pelo valor de Ct (eixo y) e o nimero de cépias por microlitro (cépias/uL) do
padréo internacional (eixo x). Os pontos de diluicdo estdo simbolizados e enumerados em pontos de
cor vermelha. Os nimeros de cépias/jL estao distribuidos nos seguintes pontos: O 1° ponto apresenta
3,1 x108 copias/yL; o 2° ponto apresenta 3,1 x107 copias/uL; o 3° ponto, apresenta 3,1 x 10°
copias/uL; o 4° ponto apresenta 3,1 x 10° copias/ul e por fim, o 5° ponto de diluicdo apresenta 3,1 x
10* copias/uL. As letras A, B, C, D, E e F representam a posigéo das amostras de plasmas citadas na
tabela 8. Os parametros de andlise desta curva também estdo mostrados na figura: Slope= -4,013; Y-
Intercept= 51,287; R2= 0,998. Slope: inclinagdo da reta; Y- Intercept: limite tedrico de detecgéo
aceitavel; Rz Coeficiente de correlagcdo; Standard: pontos da curva padrdao; Unknown: pontos
representando as amostras de plasma. Fonte: O proprio autor.

A reacdo com alvo no N2 gene, apresentou numero de cOpias genbmicas de
SARS-Cov-2 inferior a 4,1x10°> copias/uL com detecgdo minima de 5.180 cépias/uL.
O maior numero de cépias quantificadas nesta reagao foi de 419.000 cépias/uL (e
valor de Ct 29,0), pertence a uma amostra de paciente sintomatico grave e positivo
para SARS-CoV-2. Enquanto todas as cinco amostras restantes, referente a amostras
de plasmas de doadores de sangue assintomaticos, apresentaram um numero inferior
a 62.300 copias/uL (e valor de Ct acima de 32,0) de RNA de SARS-CoV-2.



40

5 DISCUSSAO

A seguranca transfusional em um cenério de pandemia é de alta relevancia,
especialmente quando se trata de um virus emergente. Para exemplificar, temos a
pandemia desencadeada pelo HIV, no inicio da década de 1980. Este virus
inicialmente desconhecido apresentou capacidade de transmissao transfusional em
doadores de sangue inicialmente assintomaticos (Centers for Disease Control and
Prevention, 1982). Os testes moleculares para deteccdo de material genético viral
(denominados como Testes de acido nucleico - NAT), foram implantados pelos
Estados Unidos (EUA), em meados de 1999, para detectar os doadores de sangue
positivos e diminuir o risco de transmisséo transfusional. Este cuidado reduziu a
chance de transmissao transfusional, assim como protegeu a saude fragilizada dos
pacientes que receberam os hemocomponentes (Centers for Disease Control and
Prevention, 2010).

Os pacientes infectados por SARS-CoV-2 podem apresentar uma variedade de
manifestacfes clinicas, desde a auséncia de sintomas até doencas criticas (NIH,
2023). As infeccbes assintomaticas referem-se aquelas com deteccdo do RNA de
SARS-CoV-2 por meio de diagnostico molecular em amostras clinicas e auséncia de
sintomas ou sinais clinicos. Diversos estudos demonstram que a infecciosidade de um
individuo assintomético e sintomatico pode ser equivalente, e o diagndstico precoce
auxilia na prevencédo e no controle da transmissdo da COVID-19 (LAl et al., 2020;
CHEN et al., 2020). Assim, os individuos assintométicos tém um papel fundamental
na disseminacdo viral e por isso representam um possivel impacto na seguranca
transfusional.

Com a rapida disseminacdo do SARS-CoV-2, 0 risco de transmissao
transfusional apresentou-se como desconhecido. A pandemia da COVID-19 trouxe
grandes desafios para o banco de sangue. Dentre eles estdo: a disposicdo dos
candidatos a doacédo voluntaria de sangue em meio ao cenario epidemioldgico e a
identificacdo do doador de sangue quando infectado por SARS-CoV-2 em condi¢ao
assintomatica (TO et al., 2020).

Este estudo analisou a prevaléncia de anticorpos anti-SARS-CoV-2 em
doadores de sangue e a presenca de RNA do SARS-CoV-2 no plasma de candidatos
voluntarios a doacéo de sangue. Além disso, foi avaliada a carga viral no plasma e a

capacidade de replicagédo do virus a partir do plasma. Os resultados apontam que a
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triagem de doadores de sangue para o0 SARS-CoV-2 néo se faz necesséria, uma vez
que nao foi identificado viremia no plasma com capacidade de replicag&o viral.

5.1 AVALIACAO DA SOROPREVALENCIA IGG EM DOADORES DE SANGUE

Em nosso estudo, a avaliagdo da soroprevaléncia de anticorpos anti-SARS-
CoV-2 IgG em doadores de sangue revelou um indice de 4,79% (31/646). Em estudos
de soroprevaléncia em doadores de sangue de paises europeus e dos Estados
Unidos, a deteccdo de anti-SARS-CoV-2 IgG mostra taxas de soroprevaléncia
similares: 0,91% na Alemanha, 1,7% na Dinamarca, 2,7% na Holanda, 0,1% nos
Estados Unidos, 4 a 5,2% na Itdlia e 13% no Reino Unido. As andlises foram
realizadas no mesmo periodo, e o0 niumero de amostras variou entre 790 a 24.000
amostras (FISCHER; KNABBE; VOLLMER, 2020; AMIRTHALINGAM et al., 2021,
SLOT et al., 2020; KASPERSEN et al., 2022; NG et al., 2020; VALENTI et al., 2021).

No Brasil, a pandemia da COVID-19 iniciou-se no inicio de 2020 e evoluiu
consideravelmente, com 7.465.806 casos confirmados por todo o pais neste mesmo
ano (Ministério da Saude, 2020). A cidade de Ribeirdo Preto, localizada no interior do
estado de S&o Paulo, confirmou 38.985 casos neste mesmo periodo, sendo o seu
primeiro caso de COVID-19 confirmado em 12 de marco de 2020, que se tratava de
um individuo que havia retornado de uma viagem aos Estados Unidos (Secretaria
Municipal da Saude, 2020). Desde o inicio da pandemia, o Brasil adotava medidas
sanitarias para controle do contagio do virus, como o isolamento e distanciamento
social, com a suspensao de atividades ndo essenciais e restricdo de circulacdo de
pessoas, denominado lockdown (Conselho Nacional de Saude, 2020).

No periodo de fevereiro a julho de 2020, o Brasil transitava na primeira onda de
casos notificados. O periodo entre novembro de 2020 a abril de 2021, considerado da
segunda onda, foi o mais longo e letal (MOURA et al., 2022). Nos resultados do estudo
de soroprevaléncia em doadores, observamos que 0S meses com maiores taxas na
deteccdo de anticorpos anti-SARS-CoV-2 IgG séo referentes aos meses de agosto,
setembro e dezembro de 2020.

Observamos que houve detecgédo de anti-SARS-CoV-2 IgG em uma amostra
referente ao més de janeiro de 2020. Neste periodo, ainda ndo havia notificacdo de
casos de COVID-19 no pais. Outros autores também relataram a deteccdo de
anticorpos anti-SARS-CoV-2 1gG no Brasil no mesmo periodo utilizando
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imunoensaios, mas permanecem incertos sobre a entrada do virus antes do inicio das
notificacdes, em fevereiro de 2020. Entre estes estudos, temos o estudo de Stringari
e colaboradores (2021) que analisou 210 amostras de soro coletadas entre dezembro
de 2019 e fevereiro de 2020 de individuos residentes no estado do Espirito Santo. Foi
observada a deteccéo de anticorpos anti-SARS-CoV-2 IgG em 7 amostras, sendo
realizado uma segunda analise para confirmacdo destes resultados e exclusdo da
possibilidade de reacdo cruzada com outros coronavirus. O estudo de Zucherato e
colaboradores (2022) também realizou um estudo no Hemocentro de Ribeirdo Preto,
assim como nosso estudo. Em 546 amostras de plasma de doadores de sangue
analisadas, no periodo entre outubro e dezembro de 2019, observaram detecgéo de
anti-SARS-CoV-2 IgG em seis amostras. No entanto, a confirmacdo das amostras
utilizando outro método de deteccdo (quimioluminescéncia) apresentou resultados
negativos em todas as amostras. Os imunoensaios utilizados para deteccdo de
anticorpos anti-SARS-CoV-2 IgG apresentam especificidade analitica para proteina
S1 na familia do coronavirus, porém, devido a estreita relacdo do SARS-CoV e do
SARS-CoV-2, as reacfes cruzadas entre esses dois virus sdo provaveis (Euroimmun,
2020).

Vale ressaltar que o nosso estudo apresenta dados de soroprevaléncia no
periodo anterior ao inicio da cobertura vacinal no Brasil. Com a rdpida disseminacgéo
do SARS-CoV-2, a doenca se espalhou para todos os continentes e, como medida
para tentar conter a disseminacao de COVID-19, houve a aceleracéo na producao de
vacinas para uso emergencial. O Brasil recebeu autorizacdo da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa) para uso emergencial de vacinas em janeiro de 2021. E
em fevereiro de 2021, as vacinas comecaram a ser aplicadas na populagéo brasileira
(CASTRO, 2021; MOURA et al., 2022).

A imunidade natural contra o SARS-CoV-2 ocorre com a producdo de
anticorpos especificos e com a atividade de células T citotoxicas. Esta resposta € a
responsavel pela protecdo do individuo durante a infeccdo (VILANOVA, 2020). Em
individuos imunocompetentes, o tempo de durabilidade dos anticorpos produzidos por
uma infecgdo natural de SARS-CoV-2 pode ser relativamente curto. Porém, em até
90% desses individuos os anticorpos IgG produzidos podem tornar-se persistentes,
permitindo sua deteccdo no sangue. Além da deteccdo, também é possivel a

identificacdo dos doadores de sangue que estiveram infectadas no passado,
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recuperadas de doencas e possivelmente imunes antes da doagdo de sangue
(VABRET et al., 2020; SHEN et al., 2020).

O doador de sangue em condi¢cdes assintomaticas ou subclinicas de uma
doenca pode apresentar-se como saudavel durante a selecado, entrevista e triagem
clinica e, portanto, ndo ser diagnosticado. O conhecimento sobre o0s casos
assintomaticos de COVID-19 é essencial para descrever e interpretar as respostas
epidémicas locais, assim como identificar a proporcéo de doadores que ja foi exposta
ao virus e desenvolveu anticorpos contra 0 SARS-CoV-2. E as amostras arquivadas
de doadores de sangue sao cada vez mais reconhecidas como de grande valor para
monitorar retrospectivamente doencas infecciosas, especialmente doencas
infecciosas emergentes (BUSCH et al.,, 2021; PIZZICHINI; PATINO; FERREIRA,
2020).

5.2 DETECCAO DE RNA-SARS-COV-2 EM PLASMA DE DOADORES DE SANGUE

O SARS-CoV-2 infecta principalmente células do sistema respiratorio, mas este
virus também pode passar pela fase sanguinea para disseminacdo pelo organismo
humano. Uma vez presente na corrente sanguinea, o RNA viral pode apresentar-se
detectavel em amostras de plasma (CHANG; YAN; WANG, 2020; GRANT; GARSON,;
TEDDER, 2003). A deteccdo de RNA de SARS-CoV-2 no sangue é denominada como
RNAemia e pode ser detectada em individuos com diferentes quadro clinicos,
incluindo assintomaticos (WANG et al., 2020; VEYER et al., 2020).

A avaliacdo do risco transfusional de um patdgeno emergente envolve também
a avaliacdo dos seguintes critérios: i) a capacidade do patégeno desenvolver a
infeccdo em humanos e se espalhar dentro das populacgdes, ii) o individuo infectado
ndo apresentar manifestagées clinicas em sua fase virémica, iii) a capacidade do virus
em se manter intacto durante o processamento e armazenamento do sangue, iv) ser
passivel de transmissao por via intravenosa e (v) estar relacionado a uma doenca que
apresente quadro clinico caracteristico de sua infeccdo em pacientes que receberam
o hemocomponente (KIELY et al., 2017).

O nosso estudo observou uma positividade inicial de detecgcao de RNA-SARS-
CoV-2 em 1,51% (11/724) amostras de plasma de doadores de sangue testadas.
Como estes resultados apresentaram valor de Ct proximo ao limite de deteccao do

protocolo utilizado, aplicamos um segundo teste, e a partir da concordancia entre os
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dois testes, a positividade confirmada foi de 0,7% (5/724). No entanto, a detec¢&o do
material genético nao significa necessariamente que o virus viavel esteja presente nas
amostras, pois se trata de amostra de plasma sanguineo e de uma infeccao
predominantemente respiratéria (SHARFSTEIN; BECKER; MELLO, 2020; SULE;
OLUWAYELU, 2020). Adicionalmente, ndo houve relato de informacédo pds-doacéo
de nenhuma natureza destes doadores de sangue, sugerindo que 0S mMesmos
permaneceram assintomaticos. De acordo com Zheng e colaboradores (2020), no
inicio da infeccéo por SARS-CoV-2, a partir da primeira semana, a carga de RNA viral
nas amostras de soro esta aumentada, e entra em declinio no inicio da terceira
semana da doenga. Este RNA viral quando detectado em amostras de sangue sdo de
cargas virais potencialmente baixas, perto do limite de detec¢cdo. Um estudo chinés,
ao analisar mais de 7.400 doadores de sangue, detectou quatro individuos infectados
com SARS-CoV-2, apresentando carga viral plasmatica extremamente baixa: dois
permaneceram assintomaticos e dois relataram sintomas de febre apds a doacéo
(CHANG, et al., 2020).

O diagndstico laboratorial padrdo em amostras respiratérias para confirmar a
infecgdo por SARS-CoV-2 séo os testes moleculares de RT-PCR. Esta metodologia
tem como alvo o genoma do patégeno, tornando-o um método especifico e confiavel
(ZHOU, et al., 2020). Em ambos os protocolos de RT-PCR utilizados neste estudo, o
limite de deteccgéo é o valor de Ct <40 nos genes alvo. O kit utilizado foi GeneFinder
COVID-19 Plus RealAmp kit (teste multiplex), que apresenta uma sensibilidade
analitica de concentracédo 0,5 copias do genoma/microlitro (cépias/uL) de SARS-CoV-
2, que pode ser detectada em amostras respiratérias do trato superior e escarro. O
protocolo CDC 2019-nCoV Real-Time RT-PCR Diagnostic (teste singleplex) apresenta
uma sensibilidade analitica de concentracdo de 10° °> RNA/uL. As diferencas nos
valores de Ct ao comparar os resultados obtidos nos dois protocolos mostraram que
houve uma variacédo de -8,09 a -5,26 ciclos para a andlise individual do gene-alvo do
nucleocapsidio. O método singleplex apresentou um valor de Ct menor, enquanto o
método multiplex apresentou maior numero de detecc¢do. Esta discrepancia do valor
Ct também foi observado entre as mesmas amostras analisadas, mostrando que
houve uma variacdo de -8,09 a +8,42 ciclos, sem distincdo de gene alvo. Nesta
analise, observamos que o meétodo multiplex apresentou um ndamero maior de
deteccbes no gene do RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) quando

comparado ao gene do nucleotideo.
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O ensaio singleplex apresenta uma maior sensibilidade devido a auséncia de
competitividade entre as sondas fluorescentes durante a amplificacdo do material
genético. Ja nos ensaios em formato multiplex, esta competi¢cdo entre as sondas de
diferentes alvos durante a reacéo € maior. Esse interferente ocorre devido a presenca
de um alvo expresso em niveis mais altos, resultando em baixo desempenho dos alvos
expresso em niveis mais baixos (HENEGARIU et al., 1997).

Para a deteccdo de RNA de SARS-CoV-2, analisamos amostras de plasma de
doadores de sangue coletadas em diferentes periodos da pandemia de COVID-19 no
Brasil. Dentre as amostras que apresentaram positividade, observamos que o periodo
de coleta era referente ao més de janeiro de 2022. Neste periodo ocorria a terceira
onda de COVID-19 no Brasil. Esta onda de transmissao foi considerada a mais curta
(de 26 de dezembro de 2021 a 21 de maio de 2022), quando comparada a 12 e 22
ondas de casos no pais (MOURA et al., 2022). O principal motivo pelo qual a
pandemia por SARS-CoV-2 teve longa duragéo foi a alta capacidade de transmissao
e adaptacdo deste virus, devido as mutacdes na proteina S. Embora os efeitos
decorrentes destas substituicGes de aminoacidos na entrada viral e nos mecanismos
de evasao da resposta imune ainda estejam em estudo, sabe-se que algumas destas
mutacdes podem afetar a dindmica de replicacdo viral na célula hospedeira e,
consequentemente, formar trocas de varias linhagens dominantes em curto periodo -
menos de 2 anos de pandemia, como foi observado (TELENTI et al., 2021; KISSLER
et al., 2021; WASHINGTON et al.; 2021; LEE et al., 2022).

Em geral, os virus que desencadeiam infec¢des respiratorias sao replicados e
disseminados pelo trato respiratério superior. Quando associados a invasdo e
replicacdo no trato respiratério inferior, tornam-se uma doen¢a com quadro clinico
grave. Quando ocorrem as mutacdes genéticas que otimizam o uso da ACE2 como
receptor do virus, como o0 SARS-CoV-2, favorecendo o aumento da replicacéo viral
nos tratos respiratorios superiores e inferiores, o resultado pode ser tanto 0 aumento
da transmissibilidade quanto o aumento da viruléncia, sendo este ultimo responsavel
por tornar a doencga clinicamente mais grave (TELENTI et al., 2021; HOFFMAN et al.,
2020; LETKO; MARZI; MUNSTER, 2020).

Com as mutacOes geneéticas, o0 genoma do virus SARS-CoV-2 passa por
mudancas constantemente, e com isso surgem as novas variantes. Conforme o virus
se espalha, estas variantes podem surgir e desaparecer, ou podem persistir. As

variantes do virus SARS-CoV-2 sao definidas, segundo a Organizacdo Mundial da
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Saude (OMS), como variantes de interesse (VOI) e variantes de preocupacéo (VOC)
conforme o seu potencial de transmissao e de viruléncia (World Health Organization,
2020). Durante pandemia da COVID-19, as VOCs despertaram grande preocupacao
por possuirem alto potencial de transmissao ou modificacdes prejudiciais no contexto
epidemiologico da COVID-19; alto potencial de viruléncia ou mudangas na
manifestacdo clinica da doenca; e/ou reducdo da efetividade das medidas sociais e
de saude publica ou dos diagnésticos, vacinas e terapias disponiveis (ZHANG et al.,
2022). A VOC predominante durante a terceira onda de pandemia no Brasil, no més
de janeiro de 2022, foi a Omicron. Esta variante foi a principal responsavel pela alta
taxa de morbidade por COVID-19 no Brasil, enquanto a Gama destaca-se pela alta
taxa de mortalidade (MOURA et al., 2022).

A triagem em doadores de sangue para a deteccdo do RNA de SARS-CoV-2
em sangue periférico foi ampliada para analise de buffy coat (camada de células
leucocitarias) obtidas do sangue periférico, diante de estudos como o de Moustafa,
Khalel e Aziz (2021), onde o RNA viral foi detectado em células mononucleares do
sangue periférico (PBMC, do inglés peripheral blood mononuclear cell). Assim como
o estudo de Feng e colaboradores (2020), que observou a presenca de antigeno de
SARS-CoV-2 em mondcitos ao analisar o baco e nos ganglios linfaticos post mortem,
com sinais patologicos de dano. Contudo, néo foi esclarecido se houve replicacao viral
ativa ou fagocitose, nem se os mondcitos foram infectados antes de atingir os tecidos
linféides secundéarios. Em nosso estudo, o teste molecular do buffy coat nao
apresentou evidéncias de RNA-SARS-CoV-2 em PBMC.

5.3 CASO DE POSITIVIDADE EM DOADOR ASSINTOMATICO

A presencga de RNA viral detectado na avaliagdo molecular por RT-PCR nem
sempre indica a presenca do virus infeccioso na amostra clinica. Isso é especialmente
relevante quando os resultados da RT-PCR apresentam sinais fracos, sugerindo
baixos niveis de RNA. Portanto, € fundamental interpretar os resultados com cautela,
uma vez que as reacdes de RT-PCR né&o confirmam diretamente a presencga do virus
infeccioso. Além disso, a possibilidade de resultados falso-positivos ou contaminacao
do ensaio ndo pode ser descartada (LONG et al., 2020; HAGMAN et al., 2021).

Embora a transmisséo predominante do SARS-CoV-2 seja através do contato

com secrecoes respiratorias de individuos infectados, é importante considerar que



47

esse virus pode também invadir 6rgdos além dos pulmdes, levando a detec¢cédo de
RNA viral no soro ou plasma de pacientes assintomaticos (LI et al., 2021). Embora
nao haja evidéncias de transmissao transfusional do SARS-CoV-2, ha relatos de
transfusdes de componentes sanguineos de doadores diagnosticados com COVID-
19. Por exemplo, Cho e colaboradores (2020) descreveram um paciente com anemia
aplastica grave e em uso de imunossupressores que recebeu plaguetas de um doador
assintomatico com COVID-19. No entanto, nesse caso, nao foi observada replicacao
viral que resultasse em infec¢cdo no paciente que recebeu a transfuséao.

Em resumo, os testes diagnosticos, incluindo a deteccdo do material genético
viral por meio de testes NAT e a identificacdo de anticorpos, séo ferramentas Uteis
para detectar a presenca do SARS-CoV-2 em componentes sanguineos. A avaliagao
de infeccbes assintomaticas por SARS-CoV-2 geralmente se concentra em individuos
com alto risco de infec¢do, muitos dos quais sao identificados devido ao contato com
pessoas sintomaticas. Isso pode levar a uma subestimacdo da verdadeira extenséo
das infec¢Bes assintomaticas. Portanto, para uma avaliacdo mais precisa, a triagem
em larga escala da populacdo é a abordagem mais adequada, considerando que a
proporcdo de infeccdes assintométicas pode ser ainda maior nesse contexto
(GUDBJARTSSON et al., 2020; LONG et al., 2020).

5.4 POTENCIAL DE REPLICACAO VIRAL DE SARS-COV-2 NO PLASMA

A deteccédo de SARS-CoV-2 no sangue levanta questionamentos sobre a sua
patogénese, assim como preocupag¢des com a seguranc¢a da transfusdo sanguinea.
No contexto da avaliagdo do risco de transmissdo do SARS-CoV-2, nosso estudo se
propds a avaliar a capacidade de replicacédo ativa do virus obtido do sangue periférico,
buscando responder a seguinte indagacao: Uma vez que a RNAemia é detectada, é
possivel isolar o virus ativo? O isolamento e a subsequente replicagdo viral in vitro
sao cruciais para monitorar e compreender a sua habilidade de causar infec¢cdo no
organismo humanao.

Foi empregada a metodologia similar ao estudo de Cappy e colaboradores
(2020), que investigou a presengca de RNA SARS-CoV-2 no plasma sanguineo de
doadores de sangue que apresentaram sintomas caracteristicos da COVID-19 apoés a
doacéo de sangue. Em nosso estudo, a capacidade de replicacao a partir de plasmas
positivos para 0 RNA de SARS-CoV-2 nio foi confirmada. E relevante ressaltar que
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as amostras de plasma utilizadas em nosso estudo foram provenientes de pacientes
com COVID-19 que exibiram sintomas graves. Embora o RNA de SARS-CoV-2 seja
detectado no sangue, até o presente estudo, 0 SARS-CoV-2 infeccioso nao foi isolado
com sucesso do sangue periférico de pacientes com COVID-19.

Diversos estudos sugerem que a presenca do SARS-CoV-2 na corrente
sanguinea € transitéria e com o propésito de disseminacdo para células-alvo
secundarias (XIONG et al., 2020; VERAS et al., 2020; PONTELLI et al., 2022). Assim
como nosso estudo, Andersson e colaboradores (2020) também nao obtiveram
sucesso em cultivar SARS-CoV-2 a partir de soros positivos para o RNA viral,
utilizando células Vero E6.

A presenca de RNA do SARS-CoV-2 detectavel no sangue néo
necessariamente indica a presenca de RNA viral livre, uma vez que o RNA viral no
plasma clinico é suscetivel a degradacdo. A acdo das ribonucleases no sangue do
hospedeiro pode levar a hidrélise do RNA viral livre, contribuindo para sua
deterioracdo. Portanto, a auséncia de deteccdo ndo implica necessariamente na
auséncia de infeccdo na amostra analisada (NELSON et al.,, 2004; POMAR,
NIELSEN-SAINES, BAUD, 2021).

Ademais, a falta de replicacdo do SARS-CoV-2 em amostras de plasma
positivas sugere que a escolha de métodos adequados para o cultivo viral € um fator
crucial. Considerando que alguns virions apresentam afinidade pelas plaquetas no
sangue, o uso de plasma rico em plaquetas poderia ser uma alternativa mais eficaz
para o cultivo do virus. Contudo, sdo necessérios estudos adicionais para confirmar
essa hipétese, visto que ainda ndo ha conclusao definitiva quanto a integridade e
infecciosidade do RNA viral detectado (Jacobs et al., 2022).

Em conclusdo, no presente estudo, o isolamento viral ndo foi possivel em

amostras de plasma com baixa carga viral estimada.

5.5 QUANTIFICACAO DA CARGA VIRAL EM AMOSTRAS DE PLASMA POSITIVO
PARA SARS-COV-2

A relacdo entre a carga viral e a patogenicidade de um patdégeno, bem como
sua influéncia na gravidade dos sintomas clinicos, € um aspecto fundamental a ser
considerado. Por isso, a quantificacdo absoluta da carga viral por RT-PCR é de

extrema importancia na deteccdo do RNA de SARS-CoV-2 em amostras de plasma
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de doadores de sangue. Esse parametro nos permite entender a dinamica viral nos
doadores que testaram positivo para o virus.

Os ensaios quantitativos de RT-PCR com auxilio de um padrao de referéncia,
fornece um valor de Ct, o qual € inversamente correlacionado a concentracdo do RNA
viral alvo na amostra clinica. No entanto, ao estabelecer um valor de Ct ou niumero de
copias de RNA como limite de deteccado, ndo se pode inferir que a carga viral de RNA
detectada indique necessariamente o inicio ou o término da infeccdo (PUHACH,;
MEYER; ECKERLE, 2023).

Ao comparar a carga viral entre os plasmas avaliados, observamos que o
ensaio em formato singleplex apresentou maior nimero de amostras quantificadas e
a menor carga viral em relagéo ao ensaio multiplex.

Uma das grandes limitacdes a serem consideradas sdo os valores de Ct. A
sensibilidade analitica e os limites de deteccdo em uma reagdo de RT-PCR
quantitativo podem variar entre os testes e laboratérios. Sendo assim, ao aplicar o uso
de padrées de RNA e o calculo do niumero de copias do genoma de RNA com base
em uma curva padrdo, obtém-se maior reprodutibilidade entre laboratérios e testes
(VAN KASTEREN et al., 2020). Outra limitagdo importante sédo as diferencas de
primers e sondas que apresentam diferentes eficiéncias de PCR e propriedades de
ligagdo, resultando em diferengas nos valores de Ct. Por ultimo, e provavelmente o
ponto mais importante, € o tipo de amostra analisada. O SARS-CoV-2 é um virus que
causa infeccBes predominantemente respiratorias, mas que apresenta uma fase
sanguinea para infectar multiplos 6rgdos extrapulmonares (LEE, 2021; Ll et al., 2021).
A fase sanguinea de RNAemia foi considerada breve em alguns estudos, com duracdo
de 11 a 21 dias, diminuindo ao longo de 10 dias e carga viral apresentando baixos
niveis (ZHENG et al., 2020; JACOBS et al. 2022).

No presente estudo, a carga viral média detectada foi de 9,3x10* copias/uL
(intervalo de 5.18x10%® a 4.19 x10°), com Ct minimo de 28,73. Esta viremia
representava cinco doadores de sangue e um paciente com quadro clinico grave. Em
estudos semelhantes, a carga viral foi semelhante no inicio da infecgdo em pacientes
assintomaticos e sintomaticos infectados com SARS-CoV-2; no entanto, a maioria dos
estudos demonstrou eliminacdo viral mais rapida em individuos assintomaticos
(CEVIK et al., 2021). Roedl e colaboradores (2021) relataram a presenca de viremia
em 76,19% dos pacientes sintoméaticos analisados, com média de 2,21x103 copias/mL

(intervalo de 0 a 1,30x10°). Este estudo analisou pacientes com histérico de
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transplante de células tronco hematopoiéticas ou terapia com receptor de antigeno
quimérico em células T. Ja Olea e colaboradores (2021), com o objetivo de
caracterizar a cinética da carga de RNA do SARS-CoV-2 no trato respiratério e no
plasma (RNAemia viral), analisou 340 amostras de plasma e observou uma carga viral
de 6,5 logl® coépias/mL (intervalo de 3,03 a 10,6 log® cépias/mL).

A utilizacdo da corrente sanguinea para invadir outros 6rgaos fora do sistema
respiratorio ndo é exclusiva do SARS-CoV-2, sendo mais comumente detectada em
populacdes gravemente doentes. Isso porque a enzima conversora de angiotensina 2
€ 0 receptor primério para SARS-CoV-2 e pode ser encontrada além das células do
sistema respiratério, como as células endoteliais arteriais e venosas e em outras
células perivasculares. Ha também diversos estudos que descrevem a viremia em
outros virus respiratorios como o SARS-CoV-1, virus influenza, virus sincicial
respiratério e adenovirus (GRANT; GARSON; TEDDER, 2003; CHOI et al., 2012;
WAGHMARE et al., 2013; TANIGUCHI et al., 2012; HAMMING et al., 2004; CHEN et
al., 2020).

Os conhecimentos atuais apontam que o SARS-CoV-2 utiliza a via sanguinea
para atingir tecidos extrapulmonares, mas ndo se replica nas células sanguineas
periféricas. Nesta fase virémica, ainda permanece incerto se o RNA viral detectado no
sangue trata-se de um virus intacto, de componentes virais como proteinas e acidos
nucleicos, ou de fragmentos de células infectadas. O estudo de Jacobs e
colaboradores (2022) detalhou importantes pontos relacionados a RNAemia em
amostras de plasma. O primeiro ponto € que o RNA viral detectado pode ser referente
a particulas virais de virus intactos. O segundo ponto importante de seu estudo é a
guantificacdo absoluta de RNA viral a partir do uso de um padrdo de RNA SARS-CoV-
2 como melhor abordagem para estimar a carga viral do que pela determinacédo pelo
valor Ct obtido de uma reacao de RT-PCR. Outro ponto relatado foi que a quantidade
de RNA viral detectado no pellet da amostra (ap6s centrifugacéo) foi maior do que o
RNA viral detectado no sobrenadante da amostra de plasma. Esta observacgao sugere
gue néo se trata de um RNA circulante livre, mas sim associado a uma particula viral
ou a células infectadas, uma vez que o RNA circulante livre pode ser rapidamente
degradado durante o processo de centrifugacdo. Contudo, ndo foi possivel concluir se
0 RNA viral detectado era de virus infeccioso.

Embora observemos uma baixa prevaléncia de doadores de sangue com carga

viral detectada, ndo houve relato de sintomas gripais pés-doagédo em nenhum destes
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individuos, sugerindo que permaneceram assintomaticos. E importante destacar que
a deteccdo de RNA no sangue nao é equivalente a infecciosidade, pois ndo podemos
confirmar a capacidade do SARS-CoV-2 identificado na amostra de desenvolver uma
infeccdo a partir do produto sanguineo transfundido. Devido a carga viral muito baixa
e ao limitado volume disponivel de RNA identificado, ndo tentamos sequenciar nossas
amostras para analisar a possivel cepa do virus.

Uma caracteristica importante em relacgdo ao RNA viral detectado € a
estabilidade que esse material genético pode apresentar. Diversos estudos
detectaram o RNA viral de SARS-CoV-2 em suas analises no sangue, mas néo foi
relatado a estabilidade deste virus em amostras sanguineas: um estudo de Chang,
Yan e Wang (2020), que analisou mais de 7.000 amostras de sangue de doadores de
sangue, detectou a presenca de RNA viral em apenas quatro amostras. Cappy e
colaboradores (2020) que relataram RNA SARS-CoV-2 positivo em trés doadores de
sangue. Yao com seus colaboradores (2021) observaram a fase virémica SARS-CoV-
2 em pacientes doentes e detectaram o material genético viral em células
imunoloégicas como mondcitos, macréfagos e endotélio vascular. Shen e
colaboradores (2021) sugeriram a infeccdo de SARS-CoV-2 em plaquetas e
megacariocitos independente da interacdo com o receptor ACE2, embora néo foi
totalmente esclarecida essa possibilidade.

O periodo e a forma de armazenamento (temperatura de congelamento) da
amostra de plasma € um requisito importante que pode interferir indiretamente nos
valores de Ct na reacdo de amplificacdo. Contudo, ha estudos que sugerem que a
carga viral de SARS-CoV-2 na andlise de viremia em hemocomponentes ndo mantem-
se intacto durante o processamento e armazenamento do sangue (Centers for
Disease Control and Prevention, 2021; PUNCHOO; BHOORA,; BANGALEE, 2022;
KIELY et al., 2022).

Para todas as andlises do nosso estudo, utilizamos amostras arquivadas em
um periodo de até um ano apdés coleta entre as analises. E sugerimos que as amostras
que ndo mantiveram suas reprodutibilidades nas analises de detec¢do de RNA de
SARS-CoV-2, pode ter perdido a estabilidade do material genético. O nosso estudo
nao tinha como objetivo avaliar a estabilidade do RNA.

Diante do desconhecimento sobre a disseminac¢ado do virus SARS-CoV-2 nos
bancos de sangue, os servicos de saude atenderam as normas e diretrizes

estabelecidas para prevenir o contagio pelo novo coronavirus. Estas medidas
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adotadas pelos bancos de sangue durante a pandemia, sem o afastamento do
candidato, incluiram uma série de interven¢gBes para garantirem o aumento da
esterilizacdo em todo o processamento do sangue para reduzir a transmissao do virus
(CAI; et al.,, 2020). Aléem dos processos de triagem do candidato a doacdo, a
implementacdo da selecdo e o questionamento de doadores sédo aplicados para
identificar e eliminar doadores com fatores de risco conhecidos. Outras medidas
adotadas pelos centros de coleta de sangue sdo os procedimentos para obter
informacbes ap6s a doacdo (PDI) e para recuperar produtos sanguineos nao
utilizados de doadores que manifestem sintomas clinicos, recebam diagnostico de
infecc@o ou relembrem informacgdes de risco pouco tempo apos a doacado (KWON et
al.; 2020).

No atual cenario, apés diversos estudos publicados sobre a hemovigilancia
sobre a COVID-19, a relacdo entre a carga viral de SARS-CoV-2 detectada em plasma
e a progressao da doenca (inflamacéo sistémica e aumento do risco de morte)
especialmente em individuos assintomaticos apresenta risco minimo de transmissao
transfusional (LEBALNC et al., 2020; KATZ, 2020; OWUSU et al., 2021; BAKKOUR et
al., 2021; JACOBS et al., 2022; LECAM et al., 2022).
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6 CONCLUSAO

Nossos achados indicam uma baixa prevaléncia de RNAemia de SARS-CoV-2
no plasma de doacdo de sangue e, quando detectado, o RNA viral esta em baixa
concentragdo nestas amostras. Mesmo em doadores de sangue que ndo apresentam
alta carga virémica de SARS-CoV-2, conhecer a carga viral, e ndo somente um
resultado detectado/ndo detectado em um teste qualitativo, pode fornecer orientagéo
sobre a transmissao transfusional. Embora sejam necessarios estudos adicionais
sobre a transmissibilidade, varios estudos ndo mostraram infecciosidade por baixa

carga viral SARS-CoV-2 em doadores de sangue.



54

7 REFERENCIAS

ABE, KT; et al. A simple protein-based surrogate neutralization assay for SARS-CoV-
2.JCl Insight. v. 5,n. 19, p.el142362, Oct. 2020

AMANAT, F.; et al. A serological assay to detect SARS-CoV-2 seroconversion in
humans. Nature Medicine. v. 26, n.7, p.1033-1036, Jul. 2020

AMIRTHALINGAM, G.; et al. Seroprevalence of SARS-CoV-2 among Blood Donors
and Changes after Introduction of Public Health and Social Measures, London, UK.
Emerging Infectious Diseases. v. 27, n. 7, p.1795-1801, Jul. 2021

ANDERSSON, M. |.; et al. SARS-CoV-2 RNA detected in blood products from patients
with COVID-19 is not associated with infectious virus. Wellcome Open Research. v.
5, p. 181, 2020

ARAUJO, D. B.; et al. SARS-CoV-2 isolation from the first reported patients in Brazil
and establishment of a coordinated task network. Memadrias do Instituto Oswaldo
Cruz, v. 115, Oct. 2020

ATEF, D. M.; ATEF, R. M. Usefulness of nucleic acid testing among negative HBsAg
blood donors in Egypt. Transfusion and Apheresis Science. v. 58,n. 4, p. 468-471,
Aug. 2019.

BACKER, J. A.; KLINKENBERG, D.; WALLINGA, J. Incubation period of 2019 novel
coronavirus (2019-nCoV) infections among travellers from Wuhan, China, 20-28
January 2020. Euro Surveillance. v. 25, n. 5, p. 2000062, Feb. 2020

BAKKOUR, S.; et al. Minipool testing for SARS-CoV-2 RNA in United States blood
donors. Transfusion. v. 61, n. 8, p. 2384-2391, Aug. 2021

BARBAN, G. B. Importancia do teste do acido nucléico-NAT—nos bancos de sangue
do Brasil. Ribeirdo Preto, SP, 2010.

BENTLEY, E.; et al. Collaborative study to establish a WHO international standard for
SARS-CoV-2 RNA (World Health Organization, 2020). Disponivel em:
https://cdn.who.int/media/docs/default-source/biologicals/ecbs/bs-2020-2402-sars-
cov-2-rna-17-nov-2020.pdf?sfvrsn=1f6e6d86 2&download=true @ .Acessado em:
30/04/2023.

BRASIL. [RECOMENDACAO N° 036, DE 11 DE MAIO DE 2020]. CNS- CONSELHO
NACIONAL DE SAUDE. Disponivel em:
http://conselho.saude.gov.br/recomendacoes-cns/1163-recomendac-a-0-n-036-de-
11-de-maio-de-2020. Acessado em: 31 de maio de 2023

BRASIL. Ministério da Saude. COVI-19 no Brasil. 2023. Disponivel em:
https://infoms.saude.gov.br/extensions/covid-19 _html/covid-19 html.html Acesso em
22 de agosto de 2023.



55

BOHN, M.K.; et al. Molecular, serological, and biochemical diagnosis and monitoring
of COVID-19: IFCC taskforce evaluation of the latest evidence. Clinical Chemistry
Laboratory Medicine. v. 58, n. 7, p. 1037-1052, Jun. 2020

BURKI, T. Outbreak of Coronavirus Disease 2019. The Lancet Infectious Disease.
v. 20, n. 3, p. 292-293. Mar. 2020

BUSCH, M. P. Infectious risks of blood transfusions: Recent advances in testing
technologies and new approaches to surveillance and decision-making. ISBT Science
Series. v. 9, n. 1, p. 276-28, Jul. 2014

BUSCH, M. P.; STONE, M. Serosurveillance for Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) Incidence Using Global Blood Donor Populations.
Clinical Infectious Diseases. v. 72, n. 2, p. 254-256, Jan. 2021

CAl, X.; et al. Blood transfusion during the Covid-19 outbreak. Blood Transfusion. v.
18, n. 2, p. 79-82, Mar. 2020

CASTRO, R. Vacinas contra a Covid-19: o fim da pandemia?. Physis: Revista de
Saude Coletiva. v. 31, n.1, p. €310100, Apr. 2021

CAPPY, P.; et al. No evidence of SARS-CoV-2 transfusion transmission despite RNA
detection in blood donors showing symptoms after donation. Blood, The Journal of
the American Society of Hematology. v. 136, n. 16, p. 1888-1891, Oct. 2020.

Centers for Disease Control and Prevention (CDC). Possible transfusion-associated
acquired immune deficiency syndrome (AIDS) - California. MMWR Morbidity and
Mortality Weekly Report. v. 31, n. 48, p. 652-654. Dec. 1982

Centers for Disease Control and Prevention (CDC). Transmission of HIV for
transfusion- Missouri and Colorado, 2008. MMWR Morbidity and Mortality Weekly
Report. v. 59, p. 1335-1339, 2010

Centers for Disease Control and Prevention (CDC). Frequently Asked Questions about
Coronavirus (COVID-19) for Laboratories: Interpreting Results of Diagnostic Tests
2021 . Disponivel em: https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/lab/fags.html.
Acesso em 17 de agosto de 2023

CEVIK, M.; et al. SARS-CoV-2, SARS-CoV, and MERS-CoV viral load dynamics,
duration of viral shedding, and infectiousness: a systematic review and meta-
analysis.The Lancet Microbe. v. 2, n. 1, p. e13-e22, Jan. 2021

CHANG, L.; YAN, Y.; WANG, L. Coronavirus Disease 2019: Coronaviruses and Blood
Safety.Transfusion Medicine Reviews. v. 34, n. 2, p. 75-80, Apr. 2020

CHANG, L.; et al. Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 RNA Detected
in Blood Donations. Emerging infectious diseases v. 26, n. 7, p. 1631-1633, Jul.
2020



56

CHANG, L.; YAN, Y.; WANG, L. Coronavirus Disease 2019: Coronaviruses and Blood
Safety. Transfusion Medicine Reviews. v. 34, n. 2, p. 75-80, Apr. 2020

CHAO, Y. X.; ROTZSCHKE, O.; TAN, E. K. The role of IgA in COVID-19. Brain,
Behavior and Immunity. v. 87, p. 182-183, Jul. 2020

CHEN, L.; et al. The ACE2 expression in human heart indicates new potential
mechanism of heart injury among patients infected with SARS-CoV-2. Cardiovascular
research. v. 116, n. 6, p. 1097-1100, May, 2020

CHEN, Y.; et al. [Epidemiological characteristics of infection in COVID-19 close
contacts in Ningbo city]. Zhonghua Liu Xing Bing Xue Za Zhi. v. 41, n. 5, p. 667-671,
Chinese, May. 2020

CHEN, W.; et al. Detectable 2019-nCoV viral RNA in blood is a strong indicator for the
further clinical severity. Emerging microbes & infections. v. 9, n. 1, p. 469-473, Feb.
2020

CHO, H. J.; et al. COVID-19 transmission and blood transfusion: A case report.
Journal of Infection and Public Health, v. 13, n. 11, p. 1678-1679, Nov. 2020

CHOI, S. M.; et al. Influenza Viral RNA Detection in Blood as a Marker to Predict
Disease Severity in Hematopoietic Cell Transplant Recipients. The Journal of
Infectious Diseases. v. 206, n. 12, p. 1872-1877, Dec. 2012

DEEKS, J. J.; et al. Antibody tests for identification of current and past infection with
SARS-CoV-2. Cochrane Database of Systematic Reviews. v. 6, n. 6, Jun., 2020

FAIJNZYLBER, J.; REGAN, J.; COXEN, K.; et al. SARS-CoV-2 viral load is associated
with increased disease severity and mortality. Nature Communications. v. 11, n. 1,
p. 5493, Oct. 2020

FAUCI, A. S.; MORENS, D. M. Zika virus in the Americas—yet another arbovirus threat.
New England Journal of Medicine. v. 374, n. 7, p. 601-604, Feb. 2016

FENG, Z.; et al. The Novel Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-
CoV-2) Directly Decimates Human Spleens and Lymph Nodes. MedRxiv .2020 doi:
https://doi.org/10.1101/2020.03.27.20045427

FISCHER, B.; KNABBE, C.; VOLLMER, T. SARS-CoV-2 IgG seroprevalence in blood
donors located in three different federal states, Germany, March to June 2020. Euro
Surveillance. v. 25, n. 28, p. 2001285, Jul. 2020

GALANTI, M.; et al. Rates of asymptomatic respiratory virus infection across age
groups. Epidemiology and Infection. v. 147, n. 1, p. 176, Jan. 2019

GRANT, P. R.; GARSON, J. A.; TEDDER, R. S. Detection of SARS Coronavirus in
Plasma by Real-Time RT-PCR. New England Journal of Medicine, v. 349, n. 25, p.
2468-2469, Dec. 2003



57

GLOWACKA, |.; et al. Evidence that TMPRSS2 activates the severe acute respiratory
syndrome coronavirus spike protein for membrane fusion and reduces viral control by
the humoral immune response. Journal of Virology. v. 85, n. 9, p.4122-4134, Mai.
2020

GOODNOUGH, L. T. Blood management: transfusion medicine comes of age. The
Lancet, v. 381, n. 9880, p. 1791-1792, May. 2013.

GUDBJARTSSON, D. F.; et al. Spread of SARS-CoV-2 in the Icelandic Population.
The New England Journal Medicine. v. 382, n. 24, p. 2302-2315, .Jun. 2020

HAGMAN, K.; et al. SARS-CoV-2 RNA in serum as predictor of severe outcome in
COVID-19: a retrospective cohort study. Clinical Infectious Diseases. v. 73, n. 9, p.
2995-3001, Nov. 2021

HAMMING, I.; et al. Tissue distribution of ACE2 protein, the functional receptor for
SARS coronavirus. A first step in understanding SARS pathogenesis. The Journal of
Pathology: A Journal of the Pathological Society of Great Britain and Ireland. v.
203, n. 2, p. 631-637, May. 2004.

HENEGARIU, O.; et al. Multiplex PCR: critical parameters and step-by-step protocol.
Biotechniques. v. 233, n. 3, p. 504-511,Sept.1997

HOFFMANN, M.; et al. SARS-CoV-2 Cell Entry Depends on ACE2 and TMPRSS2 and
Is Blocked by a Clinically Proven Protease Inhibitor. Cell. v. 181, n. 2, p.271-280, Apr.
2020

JACOBS, J. L.; et al. Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 Viremia Is
Associated With Coronavirus Disease 2019 Severity and Predicts Clinical Outcomes.
Clinical Infectious Diseases. v. 74, n. 9, p. 1525-1533, May. 2022

KASPERSEN, K. A.; et al. Estimation of SARS-CoV-2 Infection Fatality Rate by Age
and Comorbidity Status Using Antibody Screening of Blood Donors During the COVID-
19 Epidemic in Denmark. The Journal of Infectious Diseases. v.225, n. 2, p. 219-
228, Jan. 2022

KATZ, L. M. Is SARS-CoV-2 transfusion transmitted?. Transfusion. v. 60, n. 6, p.
1111-1114, Jun. 2020

KIELY, P.; et al. Emerging infectious diseases and blood safety: modeling the
transfusion-transmission risk. Transfusion Medicine Reviews. v. 31, n. 3, p. 154-64,
Jul. 2017

KIELY, P.; etal. Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 and Blood Safety:
An Updated Review. Transfusion Medicine and Hemotherapy. v. 49, n. 4, p. 218-
229, Aug. 2022

KISSLER, S. M.; et al. Densely Sampled Viral Trajectories Suggest Longer Duration
of Acute Infection with B.1.1.7 Variant Relative to Non-B.1.1.7 SARS-CoV-2. MedRXxiv.
2021 disponivel em: https://doi.org/10.1101/2021.02.16.21251535



58

KWON, S. Y.; et al. Post-donation COVID-19 identification in blood donors. Vox
Sanguinis. v. 115, n. 8, p. 601-602, Nov. 2020

KOSAN, E.; et al. Can the nucleic acid amplification test (NAT) be an alternative to the
serologic tests? A prospective study, the results of 18,200 blood donors from the
Turkish Red Crescent. Transfusion and Apheresis Science. v. 43, n. 3,p. 269-272,
Dec. 2010

LAI, C. C.; etal. Asymptomatic carrier state, acute respiratory disease, and pneumonia
due to severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2): Facts and
myths. Journal of Microbiology, Immunology Infection. v. 53, n. 3, p. 404-412, Jun.
2020

LECAM, S.; et al. Low rate of RNAemia in blood donations collected during the first
wave of COVID-19 in France. Transfusion. v. 62, n. 3,p. 633-640, Mar. 2022

LEE, J. Y.; et al. Absolute quantitation of individual SARS-CoV-2 RNA molecules
provides a new paradigm for infection dynamics and variant differences. eLife. v. 11,
p. e74153, Jan. 2022

LEE, M. J. Quantifying SARS-CoV-2 viral load: current status and future prospects.
Expert Review of Molecular Diagnostics. v. 2, n. 10, p. 1017-1023, Oct. 2021

LETKO, M.; MARZI, A.; MUNSTER, V. Functional assessment of cell entry and
receptor usage for SARS-CoV-2 and other lineage B betacoronaviruses. Nature
Microbiology. v. 5, n. 4, p. 562-569, Apr. 2020

LI, Y.; et al. SARS-CoV-2 viremia is associated with distinct proteomic pathways and
predicts COVID-19 outcomes. The Journal of Clinical Investigation. v. 131, n. 13,
p. 148635, Jul. 2021

LONG, Q. X.; et al. Clinical and immunological assessment of asymptomatic SARS-
CoV-2 infections. Nature Medicine, v. 26, n. 8, p. 1200-1204, Jun. 2020.

LU, R; et al. Genomic characterisation and epidemiology of 2019 novel coronavirus:
implications for virus origins and receptor binding. The Lancet. v. 395, n. 10224, p.
565-574, Feb. 2020

MARTINS, S. T.; NOBREGA, J. O. T. Seguranca transfusional no Brasil: dos
primordios ao NAT. RBAC. v. 50, n. 4, p. 315-320, Nov. 2018

Ministério da Saude (BR). Boletim Epidemiologico Especial. Doenca pelo Coronavirus
COVID-19. Brasilia: Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude; 2020
[citado 29 dezembro 2020] Disponivel em: https://www.gov.br/saude/pt-
br/assuntos/media/pdf/2020/dezembro/30/boletim_epidemiologico_covid_43 final co
e.pdf

MOURA, E. C.; et al. Covid-19: evolucédo temporal e imunizacdo nas trés ondas
epidemioldgicas, Brasil, 2020-2022. Revista de Saude Publica. v.56, p. 105. 2022



59

MOUSTAFA, A.; KHALEL, R. S.; AZIZ, R. K. Traces of SARS-CoV-2 RNA in peripheral
blood cells of patients with COVID-19. OMICS. v. 25, n. 8, p. 475-483, Aug. 2021

National Institutes of Health. COVID-19 Treatment Guidelines Panel. Coronavirus
Disease 2019 (COVID-19) Treatment Guidelines. Available at
https://www.covid19treatmentguidelines.nih.gov/. Accessed 23 March 2023.

NELSON, P. T.; et al. Microarray-based, high-throughput gene expression profiling of
microRNAs. Nature Methods. v. 1, n. 2, p. 155-61. Nov. 2004

NG, D. L.; et al. SARS-CoV-2 seroprevalence and neutralizing activity in donor and
patient blood. Nature Communicate. v. 11, n.1, p.4698, Sept. 2020

NISHIURA, H.; et al. The Rate of Underascertainment of Journal Pre-proof 6 Novel
Coronavirus (2019-nCoV) Infection: Estimation Using Japanese Passengers Data on
Evacuation Flights. Journal of Clinical Medicine. v. 9, n. 2, p. 419, Feb. 2020

OLEA, B.; et al. Lower respiratory tract and plasma SARS-CoV-2 RNA load in critically
il adult COVID-19 patients: relationship with biomarkers of disease severity. The
Journal of Infection. v. 83, n. 3, p. 381-412. Sep. 2021

OLIVEIRA, W. K.; et al. Como o Brasil pode deter a COVID-19. Epidemiologia e
Servicos de Saude. v. 29, n. 2, 2020

ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE. A atual situagdo da COVID-19. Brasil:OMS,
2021.

OWUSU, M.; et al. Low risk of SARS-CoV-2 in blood transfusion. PLoS One. v. 16, n.
4, p. e0249069, Apr. 2021

PERKINS, H. A.; BUSCH, M. P. Transfusion-associated infections: 50 years of
relentless challenges and remarkable progress. Transfusion. v. 50, n. 10, p. 2008—
2099, Oct. 2010.

PHAN, T. Novel coronavirus: From discovery to clinical diagnostics. Infection,
Genetics and Evolution. v. 79, p. 104211, Apr. 2020

PIZZICHINI, M. M. M.; PATINO, C. M.; FERREIRA, J. C. Medidas de frequéncia:
calculando prevaléncia e incidéncia na era do COVID-19. Jornal Brasileiro de
Pneumologia. v. 46, n. 3, 2020

POMAR, L.; NIELSEN-SAINES, K.; BAUD, D. Stability of severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2 RNA in placenta and fetal cells. American Journal of
Obstetrics and Gynecology. v. 224, n. 1, p. 126-127, Jan. 2021

PUNCHOO, R.; BHOORA, S.; BANGALEE, A. Laboratory considerations for reporting
cycle threshold value in COVID-19. EJIFCC, v. 33, n. 2, p. 80, Aug. 2022



60

PONTELLI, M. C.; et al. SARS-CoV-2 productively infects primary human immune
system cells in vitro and in COVID-19 patients. Journal of Molecular Cell Biology.
v.14, n. 4, Apr. 2022

PUHACH, O.; MEYER, B.; ECKERLE, I. SARS-CoV-2 viral load and shedding kinetics.
Nature Reviews Microbiology. v.21, n. 3, p. 147-161, Mar. 2023

ROEDI, K. et al. Viral Dynamics of SARS-CoV-2 in Critically Il Allogeneic
Hematopoietic Stem Cell Transplant Recipients and Immunocompetent Patients with
COVID-19. American Journal of Respiratory and Critical Care Medicine. v. 203, n.
2,. p. 242-245, Jan. 2021

Secretaria Municipal da Saude (BR). Boletim Epidemiolégico. Ribeirdo Preto:
Departamento de Vigilancia em Saude e Planejamento; 2020 Disponivel em:
https://www.ribeiraopreto.sp.gov.br/files/ssaude/boletim/20-10-2020.pdf

SHARFSTEIN, J. M.; BECKER, S. J.; MELLO, M. M. Diagnostic Testing for the Novel
Coronavirus. JAMA. v. 323, n. 15, p. 1437-1438, Apr. 2020

SHEN, C.; et al. Treatment of 5 Critically lll Patients With COVID-19 With Convalescent
Plasma. JAMA. v. 323, n. 16, p. 1582-1589, Apr. 2020

SHEN, S.; et al. SARS-CoV-2 interacts with platelets and megakaryocytes via ACE2-
independent mechanism. Journal of hematology & oncology, v. 14, n. 1, p. 1-5, Apr.
2021

SLOT, E.; etal. Low SARS-CoV-2 seroprevalence in blood donors in the early COVID-
19 epidemic in the Netherlands. Nature Communication. v. 11, n. 1, p. 5744, Nov.
2020

STRAMER, S. L.; et al. Emerging infectious disease agents and their potential threat
to transfusion safety. Transfusion. v. 49, n. 2, p. 1 - 29, Aug. 2009

STRAMER, S. L.; et al. Detection of HIV-1 and HCV Infections among Antibody-
Negative Blood Donors by Nucleic Acid—Amplification Testing. The New England
Journal of Medicine. v 351, n.8, p. 760-768, Aug. 2004

STRINGARI, L. L.; et al. Covert cases of Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus 2: An obscure but present danger in regions endemic for Dengue and
Chikungunya viruses. Plos One. v. 16, n. 1, p. e0244937, Jan. 2021

SULE, W. F.; OLUWAYELU, D. O. Real-time RT-PCR for COVID-19 diagnosis:
challenges and prospects. Pan Africa Medical Journal. v. 35, n. 2, p. 121, Jul. 2020

SUN, B.; et al. Kinetics of SARS-CoV-2 specific IgM and IgG responses in COVID-19
patients. Emerging Microbes Infection. v. 9, n. 1, p. 940-948, May. 2020

TANIGUCHI, K.; et al. Incidence and treatment strategy for disseminated adenovirus
disease after haploidentical stem cell transplantation. Annals of Hematology. v. 91,
p. 1305-1312, Apr. 2012



61

TELENTI, A.; et al. After the pandemic: perspectives on the future trajectory of COVID-
19. Nature. v. 596, n. 7873, p.495-504, Aug. 2021.

UDUGAMA, B.; et al. Diagnosing COVID-19: The Disease and Tools for Detection.
ACS Nano. v. 14, n. 4, p. 3822-3835, Mar. 2020

VABRET, N.; et al. Immunology of COVID-19: Current State of the Science. Immunity.
v. 52, n. 6, p. 910-941, Jun.2020

VALENTI, L.; et al. Trends and risk factors of SARS-CoV-2 infection in asymptomatic
blood donors. Transfusion. v. 61, n. 12, p. 3381-3389, Dec. 2021

VALENTI, L.; et al. SARS-CoV-2 seroprevalence trends in healthy blood donors during
the COVID-19 outbreak in Milan. Blood Transfusion. v. 19, n. 3, p. 181-189, May.
2021

VALONES, M. A. A,; et al. Principles and applications of polymerase chain reaction in
medical diagnostic fields: A review. Brazilian Journal of Microbioly. v. 40, n. 1, p. 1-
11, Jan.-Mar. 2009

VAN KASTEREN, P. B.; et al. Comparison of seven commercial RT-PCR diagnostic
kits for COVID-19. Journal of Clinical Virology. v. 128, p. 104412, Jul. 2020

VERAS, F. P.; et al. SARS-CoV-2-triggered neutrophil extracellular traps mediate
COVID-19 pathology. Journal of Experimental Medicine, v. 217, n. 12, p.
20201129, Dec. 2020.

VEYER, D.; et al. Highly sensitive quantification of plasma SARS-CoV-2 RNA shelds
light on its potential clinical value. Clinical Infectious Diseases. v. 73, n. 9, p. 2890—
2897, Nov. 2020

VILANOVA, M. Vacinas e imunidade. Revista de Ciéncia Elementar. v. 8, n. 2, p.
021, Jun. 2020

XIONG, Y.; et al.Transcriptomic characteristics of bronchoalveolar lavage fluid and
peripheral blood mononuclear cells in COVID-19 patients. Emerging Microbes and
Infections. v. 9, n. 1, p. 761-770, De. 2020

ZHANG, Y.; et al. SARS-CoV-2 variants and countermeasures. Frontiers of
Medicine. v. 16, n. 2, p. 196-207, Apr. 2022

ZHAO, J.; et al. Antibody responses to SARS-CoV-2 in patients of novel coronavirus
disease 2019. Clinical Infections Diseases. v. 71, n. 16, p. 2027-2034, Nov. 2020

ZHENG, S.; et al. Viral load dynamics and disease severity in patients infected with
SARS-CoV-2 in Zhejiang province, China, January-March 2020: retrospective cohort
study. BMJ. v.369, p. 1443, Apr. 2020



62

ZHOU, P.; et al. A Pneumonia Outbreak Associated with a New Coronavirus of
Probable Bat Origin. Nature. v. 579, n. 7798, p. 270-273, Mar. 2020

ZHU, N.; et al. A Novel Coronavirus from Patients with Pneumonia in China, 2019. The
New England Journal of Medicine. v. 382, n.8, p. 727-733, Feb. 2020

ZUCHERATO, V. S.; et al. SARS-CoV-2 serological cross-reactivity testing in Brazilian
blood donors, October-December, 2019. Journal of Infection. v. 84, n. 2, p. el-e2,
Feb. 2022

WAGHMARE, A.; et al. Respiratory Syncytial Virus Lower Respiratory Disease in
Hematopoietic Cell Transplant Recipients: Viral RNA Detection in Blood, Antiviral
Treatment, and Clinical Outcomes. Clinical Infectious Diseases. v. 57, n. 12, p.
1731-1741, Dec. 2013

WANG, Q.; et al. Structural and Functional Basis of SARS-CoV-2 Entry by Using
Human ACEZ2. Cell. v. 181, n. 4, p.894-904, May. 2020

WANG, W.; et al. Detection of SARS-CoV-2 in different types of clinical specimens.
JAMA. v. 323, n. 18, p. 1843-1844, 2020

WASHINGTON, N. L.; et al. Emergence and rapid transmission of SARS-CoV-2
B.1.1.7 in the United States. Cell. v.184, n. 10, p. 2587-2594, May. 2021

World Health  Organization. Tracking SARS-CoV-2 variants. 2020.
https://www.who.int/en/activities/tracking-SARS-CoV-2-variants/ (accessed
28/03/2023)

Anti-SARS-CoV-2 IgG (ELISA). Instruction for use. 2020 disponivel em:
https://testecovid19.org/wp-content/uploads/2018/10/Anti-SARS-CoV-2-ELISA-
1gG.pdf?x45112

YAO, X. H.; et al. A cohort autopsy study defines COVID-19 systemic pathogenesis.
Cell Research, v. 31, n. 8, p. 836-846, Jun. 2021.

Bula GeneFinder COVID-19 Plus RealAmp Kit - Instructions for Use. 24-June 2021
(rev.3) IFMR-45. Disponivel em: https://www.fda.gov/media/137116/download

Bula CDC 2019-Novel Coronavirus (2019-nCoV) Real-Time RT-PCR Diagnostic
Panel.

Instructions for Use. CDC-006-00019, Revision: 08 Effective: 03/07/2023 Disponivel
em: https://www.fda.gov/media/134922/download



ao projeto SARS-CoV-2 e o impacto na transmisséo transfusional.

i) USP - HOSPITAL DAS
CLINICAS DA FACULDADE DE W
CE=P MEDICINA DE RIBEIRAO
HERP FuEP. S PRETO DA USP -

DADOE DO PROJETO DE PESOLISA

Titwlo da Posquisac S&RS-Col-2 & 0 impacio na ramsmissao transfusional
Pesquisador: Smone Kashima Maddad

fArea Temdtica: Genétca Humana:
{Trata-s= de pesguisa envolvendo Genélica Humana que ndo necessila de andlis=
élica por parie da COMEFR; |

Wersdo: 2

CAAE: 3561412050000 8440

Instituicdo Proponomte: Fundagao Hemocenim de Riberdo Prelo
Patrocinador Principal: Finarciamenio Propria

DADDSE DO PARECER
Namero do Parscer: 4 2859 587

Apresantacso do Projeto:

Trata-se de projeto de pesquisa a ser realizado no Hemooeniro de Ribeirdo Preio & no Hospital das
Clinicasde Ribeiro Preto < USP, tendo como investigadara principal, Simone Kashima
Haddad . Epiderniclogia da S8ARS-Co\s2 A sindrome respinttna aguda grae do comonavins 2 (SARS-Covs
2|, responsdvel por causar a doenga COVID- 149 surpiu no firal de derembro de 2019 em Wuban {China) =
seespalhou rapidamente causando um surto epidémico mundial. Em janeire de 2020, aOrganizagao
Murdialda Sadde [OMS) considerou a COVID:-15 como Emergéncia de Saide Publica de Interesss
internacional, devido acs sérosriscos econdmicos = sociais iormando imprescindivel uma resposta
iniemmacionalooonrdenada & esinsturada (LI, =t al., 2020). & sindrome causadapesio SARS-CoV:2 &
caracterizada pelainfeccao do trato respiratdno inferior, preumonia severa que pode levar 3 uma lesao
pulmonar agudafalaliLPA] = também a sindrome do desconforio respiatdnia ageda (SDRA) Defnido
pela aRatrarsmissibilidade, o SARS-Co-2 represenia uma grandeameaga a satde pablica mundial, pois
exibe alla morbidade & moralidade populacional (YE et al., 302{). & infeccio pelo nowo coonawirus SAR S
CoV-2comumenie axibe como mandestactes clinicas como febre & tosse, sequida do desemohimenta de
paipicgias no tralo respirabdno inferor. De acordo com a Organizacdo Mundial da Sadde (05}, o surto
proveniente de SARS-CoV, em 2002-2003, relatou 8096 casos confirmados/TFdmantes &m 29
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palses, possuindo uma taxade letalidade eguivalente a 9.6%; @ o suro de MERS-CoV, inidado em
2012, foi responsdvel por2.d494casos confimadosB58 mortes em 37 paises, possuinda uma taxa de
letalidade igual a 34.4%. Moentanio, no final de fevereiro de 2020, a Chinaregistrou 72.528 casos
canfirmadosi1 870 mortes, {radusdosem uma laca de l=talidade bruta de 2 8% & andliss comparabiva esine
estes dados,demansira que SARS-Cov-2 leva 4 mais maorles tolais devido ac elevado mimero de
casos confimades. Contudo, &imprescindies| levar emconsideracdo gue o nimero de casos mundiais
devem ser maiores gue osregisirados, uma vez que bd difiocuidade na identificacdo de casos leves
eassintomaticos, além da falla defesies para diagndsticos, o gue leva 4 ndo contagem no dencminador para
a ardlise da taxa de letalidade. Comizza, para um estuda com maicr precisda das taxas de (etalidade de
SARS-Co¥.2, & necessdrio umaimierpreiacdo com mais cautela dos dados juntamente com o
desenvolsimenta de mais pesquisas, levandoem consideragio os falores importanies, como os casas
subralificades devida afalta de testes suficentespara diagndstco, & também a presenca de irdmenos casos
leves & assimiomdticos (WU, = al, 2020) Osequenciamentodo genoma do agenie causador dos casos de
Wuhan identificou uma cepa wiral com Bi%de semelhanga com as sequéncias de duas
sindromesrespiraidrias agudas grave derivadas de morcegos(SARS), denominadas bat=SL-CovZE45 & bat-
SL-CoVvZNC21, & com 60% de semelhanca com assquénciade MERS-CoV. Conssqueniemenis, o nowva
agenie palogénicoe foi blulade como um novo coronavinus, periencente a0 gupo -Co¥, e denominada
oficialmenie como SARS-Col:2 Muitas lsomas para o eniendimenio da biclogia da infecchio pelo SR S:
Co'=2 ainda estio em aberio como: a compresnsao da evolugdo da doenca & fisopatopéness da COVIDw
19, tratamenta & estudo de vaciras. & principal via de tranzmiss&c entrehumanaos oocarne par meic de
goliculas respiratirias & asmossdis de uma pessoa infectada. Essas goticulas respiraldnas = aerossdis
podem chegaraa pulmaao humano por inalagdo pedo nariz ou pelaboca (HUANG e al., 2020). Estudos &
demonstraram a presenga do material penédlice do vinusem amostrasde sangue, wina & feres, deixanda
incertezas sobre o real mecanismo de fransmissda. Um estudo relatoupresenga de RRA destevirus sm
plasma de 15% dos padenies analisadas [PENG et al, 2030). O kempopara gue a vinus infecte o individuo =
comece a desencadear ossintomas & de aproximadamente 14 dias(CHANG =t al., 2020). Entretanio, a
auséncia de sintomas clinicos & gue ioma preccupanis a cadeiadeiransmissio, uma vez que imviabiliza o
dizgndstico & o isclamenta (L&l et al., 2020). O tempa entre aexposicado do pacienis a0 virus e o tempa
paraa inicio da infecgho pode mer menor que o tempo deincubazio obserado em sew esbudo o que reflete
nas implicagtes para a ransmissdo (LALERet al., 2020).5ARS=Col=2 & a hemoierapia. Para bemolerapia
ainda ndo & daro
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o impacio da trarsmissio ransfusional do SARSCoV-2. O camosassintomatioos nainfeccdo por SARS-
Cov=2 implicam diretamenie na e=legibilidade do doador de sangue. Ainda ndoc foievidendada a
transmissdolransfusional. Recentemeni=, um relaio de ransfusio com bolsa deplaguetaféness de wm
doador diagnosticade com COYI0=19 ndo demonsirouransmissho do agenie, umawez Que o receplor ndo
apreseniou sinlomas relacionados & infecgio = os iestes de RAT-PCRrealiradosssbsequentemenie
foram negativos (CHO et al., 2020). Poranio, snda & desconhecido opatencial de fmnsmissio por
transfusio. Para o célcule orisco transfusional & importanie estimar aincidéncia da infeccdo ma
populagho de doadores de sangue, enirelanio, @nda se desconbece se bd equal aduragio média da fase
viremia na infecgio pele SARS-CoV-2.Um oulro fator es=zencial & a dindmica siral dainfeccda pelo SARE-
Co-2 guetambém ndo esid esclarecida. A dindmica da carga viral em amosbras desscano & oofarings de
pacienie=s demonsira gue © pict ooome entre os dizs 5 e § apds o aparecimenio dossintomas {104 a
107 copias'mL ). ho plasma, ainda ndo s& conhece a canga = a persisiéncia do 3ARS-CoVs-22 mesmo que
i@ tenha sido demansirada a baixainfectvidade em portadores do SARE-CoV-Zassintomatcos (GAD el
al., 2020}, dews-me considerar o potencial de transmissbo rarsfusional desieagents Mo entanio, esiudos
mais defalhados sobre a carga viral & o periodo de viremia em individuosassiniomaticos s&o
essendas. Al ém dosaspectos mencionados acima, a sficicia da iansmissdo de SARS-CovsZ via iransfusdo
de sangue mbém deve s=r guesbonada, uma ver quetrata-ss de um vins cujoinopismo s= di peio iecido =
cilulas do rato respiratdno humanc (MU et al., 2020). Até agora, a efichda datransmissio daSARS-Calf-2
por rarsfusico de sangue & desconhecida. A recomendacio da Organizacicundial de Sadide (WHO, 20058,
j existe um Msco t=dricode transmisso do vines da SARS através da transfusio de produlcs sanguineas
labess, uma ver que foi debsciada baiva viremia aié aproximadamente 10dias apds o inioo dos sinlomas de
pacienies proviveis da SARS. O nmoo de frarsmissdo de ransfusio sanguinea fednoo para SARS foi
confimada (SHAMNG =t al., 2007). Para MERS, ainda nio hd relaio de caso ransmifide por transfusio de
mangue. Aburizaira ecolaboradones (2114} estudarem amosires de sangue porensaio de imunofiuorescéncia
& ndo relataram achados positivos o que implica em baixoow nenbum risco deliransmissdo de MERS por
transfusdo de sangue (ABLIRIZALIZA =t al, 2014). Assim como S3ARS, a chancede detectar o vinusna
amosira de sangue fambém & muito baixa. Portanio, pode-se concluir gue ha uma baica chance de
transmissdo do vinus pelo sangue doado (AL-ABCALLAT =1 al, 2014). Por outro |ado, ndo se pode garantr
qgue 0 sangue n&o contaminade s=@ provenienie de casos ndo infectados. Lm outre ponio #a inativagdo de
paidgenos que podena confribuir para a ssguranca dos hemocomponenies uma ver que jd foi demonsirada
a redugio
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dainfectividade por SARS-Cov:2 no plamma inoculado & no sangue tolal [RUAGAN =t al., 2030). Portanio,
aredugdo de paitgencs emhemoomomponenies pode ser uma esiratégia eficaz pam nativar o SARS=Col2
egaraniir a seguranga transfusional duranle a pandemia de COVID:19. Entretanto, no Brasid, a maioria
dosservigos de hemoterapia ndo usam esbe procedimenio no processamenio dos hemocomponentes.
Emboraainfecciosdade do sangue de pacienies com COWID:1% & sua transmissibildade por ransfus&o nda
sefamcomprovadas, a presenga de R viral nosangue & preocupants, == considerarmos a rdpida
expansic dovinus na comunidade. Ademais, o longa perioda latenie assintomatica gue limita aidentficagda
do SARS-CoV-? associado 4 capacdade dos hemocenbros de realizar o diagndstico. O diagndston
moleoular deSARS-Cov-2 duranbea triagemn para doagio de sangue meia wm ponio importante para
estudos deprevalénda do RMA-SARS-Co\V-2 no plasma de doadares, bem comoavaliar o palencial de
infectividade deamosiras de plasma de doadores posiivas. A& proposia engloba a triagem maolecular =
sorocitgica dedoadoresde sangue wma vez gque ainda ndoc existe fal evidéncia gue comprove a
transmissibilidadetransfusional dos coronavinus. Diagndstico de SARS.CoV-20 desenvolvimenio de
ircnologias tem sdoimprescindivel para o diagndstico laboratonal da COWID=14, tanto soroldgicos coma
maleculares Yanosmétodos 1&m sido registrados no Brasi em cardber emergencial, mas a validagio =
sequimenio d inicos doscasos loma-se primordial para asalidacio dos dversos métodos. Denine sles, esibo:
i} os iesbes zonoldgeoos, como os ensaios munoenzimdticos (ELESA) & tesies ripidos, do Gpopoint-ofscane
Testing {FOCT) paradetecgio de ightlig; ii) os tesies de defecgio de dcido nucleico [RT-gPCR), m)
sequenciamenio emallorendimenio do RRA gendmico, & ) o culivo vkl (L, o4 al, 35200 Uma abordagem
2 respeiln demétodos rapidos devido 4 semelhanga com SARS-Colf ¢ MERS-Co\' & a compreensdo da
resposia eteciar até T5% = 94,7 % das infecpies na primeira & segundasemana, respectivamente. Ma
ierceirasemana apds o inicio dos sinlomas, as awas soropositivas para igh atingimam 100%. Por ouwtro bado,
astaxassoropasitivas para Ighl permaneceram as mesmas, pois alguns pacentes comegaram a dechnar
comoresultado da broca de iscbpe (gl para IgG, oque pode ajudar a gerar anticorpos mais eficazes que
podeminibir a infeccdo pelo wins (BAGCHNG =t al., 2020). O diagndstico padric-ouro & oensaio de reacdo
emcadeia da polimerase em ftempo real com transcrigdo reversa (RT-PCR), a partir de amasbras de
swabcombirado de naso sorofannge, para a deteccao de dodo nucleico viral. Rotinesramenie, tem sido o
mé&iodoutiizada para confirmar o dizgndstico de SARS-CoV-2. Osensaios sdo bassados em sua maicria
nosproiocolos oficiais preconizados pela Organizagido Mundial de Sadde (OMS) que ulilizam
miiitiplasregifesvirais além de controle endogeno em reapies separadas ou multiples {WHO, 2030). A
definicao
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dosparimetros. de sensibilidade (imite dedelecgio) & especificidade anda s30 escaszos nos
lestesmoleculares, bem coma a quantificacda da carga viral em plasma de pacientes comCOWVID-19. 34
foidemonsirado que o proloolo utilizado pelo aborattno, o tipo & mimero de amosias ooletadas, o periodo
decolela podem levar anesullados discordanies. Resullados falsc-negatives por RT-PCR ja foram relalados
eaphs a realizagio de outros exames auxiliares, como alomografia computadorizada do bras para
adelecgio de lesbes pulmonares em pacientes enfermos, & a repeligio do ensaio de RT-PLCR,
setornarampositvas (LI, et al., 3020). Desza forma, ha a necessidade de padronizacio = validacio dos
profocolos para gue haja incremento na sensibilidade da RT-PCR para SARS-Co¥-2 na deteccdo das
regides pénicas virais.

‘Objetive da Pesguisac

Esta proposta e por objefvo avaliar a presenca de RRNA-SARS-CoV-2 & anticorpos (g5 & Ighl] no plasma
de doadornes de sangue = avaliar o risco ransfusional, juntameni= com a ampliagio do ceniro de pesguisa
para a realizacio de lesies diagndslicos para SARS-Col-2 (molecularese sorologicas).

4. iwalar a dndmica de anticorpos em doadores de sangue. Mesla etapa, serio validados os lesies
sanaldgicos deservakvidas com teonologia nacional em panceria com a ICE-LEPSR;

8. dvraliar o risoo rarsfusional da infecgia por Z1E0.

. Avaliar = caracieristicas malkeculares do ZIKY isclado de doadores de sangue: 2 origem, disseminagio,
gendbpos = filogenia das cepas.

T. Awaliar a carga wiral em plasma de SARE-Ca¥-2 em pacenies com COWID-19 & associar com o desfecha
dinico da doenca.

Avaliacio dos Riscos ¢ Benoficios:

Rizcos:

05 riscos ou desconforios da pesquisa s3o relacionados. &s oolelas de seoregies espiraidnas & sangue, por
exemple um desconforio passageiro devido a introducio do swab na regido nasaliorofannge ou a picada da
agulba. Para minimizar os riscos as coletas serdo realizadas por profissionais experenies da dmea de
enfermagem com matérias descafdveis e esléreis.

Ben=ficios:

Os beneficios esperados da pesquisa sbo de auxiliarnos a melhorar o diagndslico clinico em individuas
infectados pelo coronavirus. Para tanio, ndo existem beneficos direics a0
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parlidpantes do esiuda.

Comentarios ¢ Consideragtes sobre a Pesguisa:

A pesquisa juslifica-se porque wma imporianie |zcuna esid relaciorada a0 impacic da fransmissdo
transfusional de 24RS-CoV-2. Ainda se desconhece o periodo de viremia & mesmao assim, se a wia
transfusional sena passivel de transmissdo wral, além do desdobramento da infecglo no receplor.

Serio coletadas amostras biclogicas dos parficpantes do estudo prowenientes do Hemooceniro de Ribeirda
Preio e do Hospital das Clinicas de Ribeiric Preio da Faculdade de Medicina de Ribeirao
Preto/ISP divididos da segunie maneira: 5. fAwaliar o risco transfusional da infeccio por 210G
Avaliar as caracteristicas moleculares do ZIKY isolado de doadares di. Avaliar o risco transfusional da
infeccio porZIKV.E. fwealir as caracieristicas moleculares. do ZIKY isolado de doadores de sangue: a
origem, disseminacio, gendstpos = flogenia das cepas. & coleta das amastras ficard sob a responsabilidade
de profissiorais da &ea de enfermagem de cada instituicio paricpante da pesguisa. Serio estabelecdos
iré=z grupos: aj amasiras de sangue iotal de doadares de sangue(n=3.000}; b)] amoshras bicldgicas de swab
cambinada (nasofarnge = arafaringe, n=2.000]; c) amasiras de plasma de pacientes com COVI0-19{rn=200].
Para a andlise do RAA-S5ARS-Co'2 no plasma, serdo utilizados, o RA exiraido (elusio) dos minipools
gerados na ratira de riagem doMAT para HIY, HCY & HEY que serio cedidos pelo Labaratdria MAT da
Hemocentra de Ribeirdo Prefo. Caso a sensibilidade do lesie diagndsboos esieja comprometida, serd
processada a extracdo de RRA individual.

Metodologia Proposta:

1. Exiragio de RMNA, SARE-CoV-2-RT-PCR muiSplex. & exiracio do RNA serarealizada a partic do Glkamp
Wiral RiA Mini Kt [Oagen) conformeespedficacio do fabricante. & delecgiodo RRA viml do SARS-Co'2
serd realizada por uma PCRE em fempo real multiplex & PCR digital utilizandoaleonologia Taghlan™ para
amplificar as regides gendmicas M, E, & do SARS-CoV-2 e o contrale RNaseP. 2 Sensibilidade,
espedificidade sacuricia do ensaio de SARSCol=2-RT-PCR multiplex. & sensiildadeanalitica ou imite de
defeccio (LoD serd caloulado pelo méioda de Probit(SP58) a partir do mimemn decipias vimis. & parfr da
padrda do InsStuio Naconal de Padrbes & Contrale Bicldgicos [MIESC), serdestabeledda wma curva padraa
com diluictes seriadas {1010-1 copiasireacio). Para delerminar o LoD ailcréplicas de cada diluico serda
avalizdas =m irés
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ensaios independentes. Os pardmeiras de robusiez eprecisio, coma repebbilidade ereprodutibilidade
também s=rdc avaliados. Para venficar a espedificidade esensibiidade diagndstica, amosiras previamentes
diagnosticadas comopositivas & negafivas para COVID:19serio avaliadas. 3. Ouantificacio da carga viral de
SARS-Cov-2. & parir do estabelecimenio da curvapadricdescrita no item 4, s=ra avaliada a canga wiral de
SARS-CoV-2 em dilerenies amosiras bioldgicas. 4 Sorologia para SARS-Co'V-2. & soroprevaléncado ant-
SARS.Cov.2 lgh seard avaliada uilizanda o métododesemeohido pelo ICB-LEEPISP & o kit ELISA Anb-SARS
<oV IgG [Eurcimmun) seguindoas orientapdes dofabncante.f. Sequencdamenta de d%ma geraglio e
andlise filogeopgrafica do SARS-LaoV-2. Osequenciamento sera realizado emssguenciadar [llumina
MexiZeq 800 wlizando o kit NexiZeq 5000550 HighOutput Kit v2.5 (300 Cycles) (llumina). Os dados do
sequenciamentopassardc por uma pipeline pré-esiabelecda para identificagao viral compasta pelas
seguinies programas Fast3E «.0.11.9, Trimmomatic v.0.39 Kraken? v. v2.08, SPAdes v 3140 e
Dismond v. 0.8.31. f&s variantes de SARS-CoV.2 serdoanalisadas utiizando outra pipeline composta
porsspuintes software BWA . 0.7 17, GATE v. 4.1.6.0, SnpEffe. 4.3. A flogenia e filogeografia serda
reconslituidas ublizando os softwares MAFFT v. 7450, 1O.-TREE v.1.8.12, TREE-PUZZLE . S5.Xrcif,
TempEst v. 1.8.3 e BEAST wv. 1.10.4. As andlizes de imuno-bminformatica e predigla
serdorealizadas ulilizanda linguagens de programagdo B ou Pythan.

Desde a inicic dos primeiros casas da COVID=19 no Brasil, duas frentes de trabalha foram rapidamente
estabelecidas no Hemocenbo de Ribeirdo Preto: o diagndstco molecular & o tratamenio com o uso de
plasma corvalescenie. O diagndstica da COWID-19 & o elemento fundamenial, pois permile a delecgio &
iniermupcdo da disseminacdo do virus, somado a0 mansjo precoce das individucs infectados. Ahaimente, o
Brasil coupa o 2° lugar no ranking mundial de total de cascs da COVID-19, = ainda & um dos palses que
mencs realiza  festes por mihdo de habftantes (ESSesiesimilhdo de habitanies) quandocomparada
acs paizes que mais realizam lestes como a Suica (26 293 testesimihdo de habitantes) MoBrasios testes
moleculares &6m sido ublizados, enbrefanto, a demanda &= o desabastecimenio mundial deinsumas, além
falia de infrasstulura paramanussio de amosiras de vinus respiraitnos & para realizagio dostestes
moleculares prejudicam o rdpido acesso ac diagndstcn. Os ensaics 30 baseados em sua maiona nas
proiocolos oficiais preconizados pela Organizago Mundial de Sadde (OMS] gue ulilizam miSplas regies
wirais além de controle enddgenc. Mo Hemocentro de Ribeirao Preio, o diagndstco molecular (SARS-Col2
RT-FCR) foi rapidamenie introduzido no inido dosprimeiros
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casos na Brasil para atender a demanda regional & receteu a cerlificagio pelo Laboratdno de Rederéncia do
Estado. Desde marga de 220, os tesies moleculares s3o oferecidos somente para pacienies em estada
grave na rede pdblica de salde. Al% o momenta, em lomo de L00MHestes foram realizadas, com 10-
2% de positvos identificados. Uma importanies bouna se refers 30 impacio da fansmissio iransfusional
de SARS-CoV-2. Anda == desconhecs o pericdo de siremia & mesmo assim, == 3 via ransfusonal seria
passivel de ransmissio wiral, além do desdobmamenio da infecio no recepior. Meste sentido, o nosso grupa
de pesguisa propSe avalar a pres=nca de RMNA-SARZ.CoV-2 & anbicorpos {lgGe IgM) no plasma de
doadores de sangus & avaliar o f=co transfusional.

A ooleta das amostras serd baseada em dados do prontudric médico (dade, diagnéstico, exames
subsididrios]. O nos=o imuito & inlegrar o disgndstlico clinico acs dados moleculares oblidos neste
estude.Para issa, também serdc calelzdas informagfes demogrificas (dade, péneroragaletnia, estada chal
e indicadores socioecondmicos), histérico médico (exisif#ncia de manifestagies neurologicas,
hematoldgicas, oftalmoldgicas, dermaioldgicas & reumaticas) & |aboratorial {marcadores soroldgicos =
moleculares de co-infecgies & hemograma).

Consideragtos scbre os Termos de apresentagdo obrigatdria:

A Folha de Rosio foi apreseniada estimando-se a participagda de 5200 individuos, distribuidos da seguints
maneira:

a) amasiras de sangue folal de doadores de sangue (n=3.000)

b] amasiras bioldgicas de swab combinado |nemofaringes orofarings, n=2.000);

©} amostras de plasma de pacientes com COVID-19 {r=200).

Solicta-se a criagio de biorreposiidnio vinoulado @0 eshado.

0 documentc conta com a anwéncia do Prof Dr Rodrigo Calado como responsdyved pela instibuigho. Ooomme
que o refendo professor também faz parie da equipe da pesquisa. Desie modo, configuras=se confliln de
inieresse. A anuéncia da instiuicio proponenie deve s=r dada por pessoa que ndo faca parie da equips da
pesguisa. PEMDENCLA ATEMDIDA.

Faram apres=ntados o oreamenta, o cronograma & a declaragio de garantia de infaesirutura por parte da
nsliiucéo para a realiracho do estudo. Esta declaragio lambem foi assinada pelo
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Pralessor Rodrige Caladoe deve ser modificada, conforme & explicado. PENDEMCLA ATEMDIDA

0 projeto de pesguisa & relevante e estd bem justficade. Enretanio algumas quesbies precsam ser
complementadas ou esdarecidas pela pesquisadora principail:

1] Diz=se na capa do projeio de pesguisa que se irata de projelo de mesirado, porém ndo foi indicado o
nome do aluncia) de mesrado. PENDERCIA ATEMDIDA.

3 O texio do projeio de pesquisa, assim coma o texto do documento informagbes basicas do projelo de
pEsquisa precisa ser revisho do ponto de vista gramatical. Por exemplo, de forma recorents aparece “risca
de transfusional™ que fica s=m s=nfido no texio. PENDEMCLA ATEMDIDWN,

3] Dentre o= objefvos, os ilens 5 & § mencionam infecpdo pelo Zika vinus mas que parecem fora do conltexdo
do press=nts projeba de pesguisa. PENDENCLA ATENDIDW.

4) Quanio a casuistica, ha necessidade de se informar de gue modo serdo s=lecionados os participanies da
estudo? Ouais sia os aitérios de inclusdo & exdusda? Haverd a participagdo de menomes de idade?
PENDENCIAS ATEMDIDAS.

) Indaga-s= de gue moda s=rio selecicnados os participantes? Como serd definido o prupo em que ==
coletard tanto o swab de orofarinie quanio a amostra de sangue? PENDENCIAS ATENDIDAS.

Em relagdo @0 lermo de consentimento livve & esclarecide, ha necessidade de algumas modificagies:
a) & pesguisadora deve apresentar dois termos de consenbimenio, um dirigido ac grupo de doadones de
sangue voluntarics & cubo dirigide ao grupo de pacient=s com infecgio pele COVID 1. PERDENCLA

ATEWNDIDA.

) Para aquedes parlidpantes cujos pronfudnios médicos serio consullados, es=a informagic precisa constar
do fermo de conssntimenta vre & esclaneddo. PENDERCEA ATENDIDA

c} Ha necessidade de se explicar em Inguagem acessivel o gue & swab de crofannge & de que
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modo & feita a coleta dee matenal por esse mélodo, explicando=se os polenciais riscos e desconforios da
coleta. PENDENCIAS ATENDIDAS.

d) Em relagio 3 colela de sangue deve-se explicar gue, além do desconforto da picada de agulha, podera
oooaTer mancha roea no iocal da picada da aguiha de coleda do maierial. PERNDENC & ATEMDIDA.

&) Deve ser anexada pequena frase explicanda o gue # o comilé de &6ca em pesguisa, assim como informar
0 lozal & o hordrio de funconamenio (sugere-se que a pesquisadora enbre em contato com a secretaria do
Comité de ESca para obier as informagbes necessanas. PEHDENCLA ATENDIDWA.

Ric comesn red g Gos -

N se aplica.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:

Diante do exposto & 4 luz da Resolugio CHS 46802012, o projeio de pesquisa versdo 02 data 22000020,
assim como o Termo de Consentimenta Livre = Esclarscde para Guarda de Matenal Bicldgioo versao 02
data 2204020, podem ser snguadrados ma calegoria APROWVADD.

Consideragtes Finals a critério do CEP:

Prajeio Aprovado: Tenda em vista a legislacio vigenite, devem ser encaminhados aa CEP, relabdrios pand ais
anuais referentes ao andamento da pesquisa & relatdeio final @0 Emine do trabalbo. Cualguer modificagia
do projeio original deve s=r apresentada a este CEP em nova wersdao, de forma objefva & com justfcativas,
P NOVE SPTECINCID.

Este parecer fol elaboradio baseado mos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documenta Arguivo Prostagem Autar Siuagan
Informagtes Basicas| PE_INFORMACOES BASICAS DO P | 23082020 Aceiln
e — T T T (e v T T

0O COVID1g. 164819
Propio Detaliada | | Propio_ 2 pdl TR 2020 |Elmine Vesra Santos | Aceiio
Brochura 16:47-58
invesioador : i
TCLE [ Termos de | TCLE swab COVID1S9 pdf 23092020 |Eline Viera Santos | Aceilo
Asserfmenta | 16:47-42

hutificati
Endamsta: CAMPUS UMIVERSITARKD
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Ausénoa TCLE swab COWID1S pdf 23092020 |Elaine Viera Santos | Aceilo
16:47:42
TCLE § Termos de | TCLE doadores_COAVIDAS po FOS2030 | Elaine Visma Santos | Aceiln
Aszenimenta | 164658
Justificativa de
e Cartalel racacoeBicreposiong_Lovid | 1GULL0S | ERine viera Santos | ACeis
Manuseio Matenal | 19pdf 17:44:45
Biologico |
Bior=posittnio /
Biobanoo
Cronograma CHORC R AMA_Cowd 19 pdi TLORZ02] | Emine visra Santos | Aoeis
1747580
Propein Detalnada § Hﬂph_ﬂmmm Elaine Visra Santas | Aceis
Brochura 1TAT-25
nvesioader —
Fala d= Rosio folhalDeRosta Covid 19 pdf 060872020 |Elaine Visra Santos | Aceilo
PR
Dedaracho de Dedaracsodenimestnuiura_Cownd 19 pdf]| D&M Elaine Visra Santos | Acefio
Instihscda & 11:54:465
 Infraessnatura _ : - — i
Oingamenio Encaminhamento_PROJETOLRPC Cow | 160972030 | Elaine Viera Santos | Aceiio
b s
Ungam emio Dmmpdl 16401 Elaine Viara Santas | Aceiis
10:68-35
Siuacéo do Parecer:
Aprovado
Mocossita Aprociacéo da CONEP-
Mao
RIBEIRAD PRETO, 25 de Setembro de 2020
Assinado por:
MARCLA GUIMARAES VILLANOWA
{ Coordenad o )
Erdarecn: CARMPLUE UMIVERSITARKD

Bairra: MONTE ALEGRE
Meniciple: ABERAD PFRETO
| 1E S0

UF: gp
Tabalorm:

CEM 4 (4B

Fae: (WEEEAE-1184 E-madl:  capiiterp s b
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Anexo Il — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para coleta e guarda de
material biolégico.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO E PARA GUARDA DE
MATERIAL BIOLOGICO

Titulo da pesquisa: SARS-CoV-2 E O IMPACTO NA TRANSMISSAO
TRANSFUSIONAL.

Pesquisadores responsaveis: Profa. Dra. Simone Kashima Haddad, Dra. Elaine
Vieira Santos e Mariane Evaristo.

Telefone para contato: (16) 2101-9300 ramal 9606, 9680 ou 9532.

O(a) senhor(a) esta sendo convidado(a) a patrticipar, como voluntario, em uma
pesquisa. Apoés ser esclarecido(a) sobre as informacdes a seguir, no caso de aceitar
fazer parte deste estudo, assine ao final deste documento em duas vias. Caso 0(a)
senhor(a) ndo aceite participar da pesquisa, nao sera penalizado(a) de forma alguma
e seu atendimento ndo sera prejudicado na Instituicdo.

O objetivo da pesquisa € estudar a infeccao causada pelo Coronavirus (COVID-
19) e melhorar os diagndsticos clinicos de individuos acometidos por esta doenca.
Caso concorde em patrticipar, o (a) senhor(a) devera permitir a coleta de uma amostra
de sangue total. Nao havera nenhuma despesa, nenhum ganho financeiro e nenhum
prejuizo aos individuos que participarem deste estudo.

Os riscos ou desconfortos da pesquisa sao relacionados a coleta de sangue,
por exemplo, um desconforto passageiro devido a picada da agulha. Para minimizar
0S riscos as coletas serdo realizadas por profissionais experientes da area de
enfermagem com materiais descartaveis e estéreis.

Os beneficios esperados da pesquisa sdo de auxiliar-nos a melhorar o
diagnodstico clinico em individuos infectados pelo coronavirus. No entanto, ndo
existem beneficios diretos aos participantes do estudo.

Sua participacdo nesta pesquisa € voluntaria e o(a) senhor(a) tem liberdade
para deixar de participar a qualquer momento, é s avisar algum dos pesquisadores.
Caso nao aceite participar do seu tratamento no Hospital sera o mesmo.

Sera mantido sigilo absoluto dos dados obtidos individualmente neste estudo,
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para assegurar a privacidade dos participantes. Caso o(a) senhor(a) se sinta
prejudicado(a) em participar desta pesquisa, o(a)senhor(a) poderd buscar
indenizacdo de acordo com as normas vigentes no pais.

Os pesquisadores estardo disponiveis para qualquer ddvida a qualquer
momento durante o estudo e o sr.(a) tem a garantia de acesso aos resultados da
pesquisa. Caso tenha duvidas sobre aspectos éticos desta pesquisa o(a) senhor(a)
também podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-USP. Um Comité de Etica
em Pesquisa (CEP) é composto por um grupo de pessoas que Sao responsaveis por
supervisionar pesquisas em seres humanos que séo realizadas na instituicdo e tem
a funcéo de proteger e garantir os direitos, a seguranca e o bem-estar de todos os
participantes de pesquisa que se voluntariaram a participar da mesma. O CEP do
Hospital das Clinicas e da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto € localizado no
subsolo do hospital e funciona de segunda a sexta-feira, das 8:00 as 17:00hs,
telefone de contato (016) 3602-2228. Esta pesquisa esta vinculada ao biorrepositorio
COVID-19 criado no Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto ou na Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto-USP com o0 objetivo de guardar amostras de células
sanguineas, DNA, RNA e plasma para complementacdo diagnéstica e utilizagédo
futura em pesquisas. Gostariamos de convida-lo (a) a autorizar a coleta, o depdésito,
0 armazenamento e a utilizacdo do material biolégico humano composto por células
sanguineas, DNA, RNA e plasma para fins de pesquisa e analise cientifica.

Este material sera coletado durante o atendimento no Hemocentro de Ribeirdo
Preto e na Unidade Especial para o Tratamento de Doencas Infecciosas do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (UEDTI-HCFMRP). ApGs
coletado sera guardado em biorrepositério localizado no Laboratorio de COVID-19 do
Hemocentro de Ribeirdo Preto, Rua Tenente Catdo Roxo, 2501, Ribeirdo Preto, Sao
Paulo, Telefone (16) 2101-9300 ramal 9606, 9680 ou 9532, onde as amostras serao
armazenadas por tempo indeterminado. Os pesquisadores responsaveis pela equipe
se comprometem a identificar as amostras e os dados coletados de modo que garanta
o seu sigilo e a sua confidencialidade, para isso a sua amostra de células sanguineas,
DNA, RNA e plasma sera identificada por meio das iniciais COV e numeros
sequenciais.

Quanto ao material, sera coletado 5 mL (1 colher de cha) de sangue. Em
decorréncia da coleta pode ocorrer um desconforto passageiro devido a picada da
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agulha ou o aparecimento de mancha roxa no local da picada da agulha de coleta
do material. Para amenizar os riscos e desconfortos sera realizada a compresséo
local e se necessario o uso de compressas frias para atenuar a dor local.

Sua participacdo € voluntaria, tendo liberdade de aceitar ou ndo que sua
amostra seja guardada, sem risco de qualquer penalizacdo ou prejuizo no
atendimento que |he for prestado. O (A) Sr. (a) também tem o direito de retirar seu
consentimento de guarda e utilizacdo do material biolégico armazenado a qualquer
momento.

Solicitamos também os dados de contato do(a) senhor(a), para que seja
possivel encontra-lo(a) posteriormente. Através dos contatos, garantimos fornecer as
informacdes de seu interesse, além de receber eventuais beneficios provenientes do
estudo com seu material biol6gico. Sua autorizacdo serd solicitada, se necessario,
para o descarte do material armazenado em caso de amostras coaguladas ou com
hemdlise.

Declaramos para os devidos fins que a cada a nova pesquisa o Sr.(a) sera
contatado para a utilizacdo do seu material biolégico armazenado neste
biorrepositdrio, e também a nova pesquisa serd submetida a aprovacdo do Comité
de Etica em Pesquisa (CEP) institucional e, quando for o caso, da Comiss&o Nacional
de Etica em Pesquisa (CONEP).

Solicitamos seus dados de contato e sua assinatura, tendo recebido as
informacdes acima, para confirmacdo de aceitacdo de participacdo. Também
afirmamos que uma via deste documento, devidamente assinada e rubricada, sera

entregue ao senhor (a).

Dados do participante:

Nome: ,RG: ,
Endereco: ,
ne , Bairro , cidade , telefone

Abaixo também seguem os dados de contato do pesquisador responsavel,

caso o(a) senhor(a) tenha alguma duvida posteriormente.
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Nome do participante:

Assinatura: data:

Nome do participante:

Assinatura: data:

Dados do responsavel legal ou testemunha (caso aplicavel):

Nome legivel:

Assinatura: data:




