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Resumo: A Organizagio Mundial da Satde decretou a pande-
mia de COVID-19 em marco de 2020. O primeiro caso regis-
trado da doenga no Brasil ocorreu em 26 de fevereiro; posterior-
mente, o Laboratério de Biolégica Molecular (LBM) do Instituto
de Pesquisas Biomédicas (IPB) do Hospital Naval Marcilio Dias
(HNMD) iniciou a realizagio de seus primeiros exames mole-
culares para detec¢io do novo virus. Este trabalho apresenta
um panorama dos resultados da implementa¢io do Nucleo de
Apoio 2 Detecgio e Pesquisa Clinica da COVID-19 (NADPC-
COVID-19) no IPB/HNMD, com propésito de munir a Marinha

Abstract: The World Health Organization declared coronavirus
disease 2019 (COVID-19) a pandemic in March 2020. The first
documented case of the disease in Brazil occurred on February
26; later, the Molecular Biological Laboratory (Laboratsrio de
Biologia Molecular — LBM) of the Biomedical Research Institute
(Instituto de Pesquisas Biomédicas — 1PB)/Hospital Naval Marcilio
Dias (HNMD) carried out its first molecular tests to detect the
new virus. This paper presents an overview of the implemen-
tation of the Support Center for COVID-19 Detection and
Clinical Research (Niicleo de Apoio & Detecgdo e Pesquisa Clinica da

1. Técnica em Biotecnologia do Laboratério de Biologia Molecular, Instituto de Pesquisas Biomédicas, Hospital Naval Marcilio Dias - Rio de Janeiro, RJ - Brasil.

E-mail: thaisgiangiarulo@gmail.com

2. Bioldga do Laboratdrio de Biologia Molecular, Instituto de Pesquisas Biomédicas, Hospital Naval Marcilio Dias - Rio de Janeiro, RJ - Brasil.

E-mail: jessica.oliveira.bio@gmail.com

3. Bidloga do Laboratério de Biologia Molecular, Instituto de Pesquisas Biomédicas, Hospital Naval Marcilio Dias - Rio de Janeiro, RJ - Brasil.

E-mail: raissam.bio@gmail.com

4. Biomédica do Laboratdrio de Biologia Molecular, Instituto de Pesquisas Biomédicas, Hospital Naval Marcilio Dias - Rio de Janeiro, RJ - Brasil.

E-mail: samilanatianeferreira@gmail.com

5. Bidloga do Laboratério de Biologia Molecular, Instituto de Pesquisas Biomédicas, Hospital Naval Marcilio Dias - Rio de Janeiro, RJ - Brasil. E-mail: jupazz@gmail.com

6. Engenheiro de Produgdo do Laboratério de Bioanalises, Instituto de Pesquisas Biomédicas, Hospital Naval Marcilio Dias - Rio de Janeiro, RJ - Brasil.

E-mail: eduardo.siqueira@marinha.mil.br

7. Farmacéutico e Bioquimico do Laboratério de Bioanalises, Instituto de Pesquisas Biomédicas, Hospital Naval Marcilio Dias - Rio de Janeiro, RJ - Brasil.

E-mail: marlon.tonin@marinha.mil.br

8. Bidloga do Departamento de Biotecnologia Marinha, Instituto de Estudos do Mar Almirante Paulo Moreira - Arraial do Cabo, RJ - Brasil.

E-mail: tailah.almeida@marinha.mil.br

9. Médico, Esp. Encarregado do Instituto de Pesquisas Biomédicas, Hospital Naval Marcilio Dias - Rio de Janeiro, RJ - Brasil. E-mail: leal.gregorio@marinha.mil.br

10. Bidloga, Encarregada do Laboratdrio de Biologia Molecular, Instituto de Pesquisas Biomédicas, Hospital Naval Marcilio Dias - Rio de Janeiro, RJ - Brasil.

E-mail: shana.barroso@marinha.mil.br

|18 |

Revista Pesquisa Naval, Rio de Janeiro - RJ, n. 32, 2020, p. 18-24


mailto:thaisgiangiarulo@gmail.com
mailto:jessica.oliveira.bio@gmail.com
mailto:raissam.bio@gmail.com
mailto:samilanatianeferreira@gmail.com
mailto:jupazz@gmail.com
mailto:eduardo.siqueira@marinha.mil.br
mailto:marlon.tonin@marinha.mil.br
mailto:tailah.almeida@marinha.mil.br
mailto:leal.gregorio@marinha.mil.br
mailto:shana.barroso@marinha.mil.br

Thais Chrispim de Souza Carvalho Giangiarulo, Jéssica da Silva Oliveira, Raissa Mirella dos Santos Cunha da Costa, Sdmila Natiane Ferreira,
Juliana Aparecida Souza da Paz, Eduardo Siqueira, Marlon Daniel Lima Tonin, Tailah Bernardo de Almeida, Marcelo Leal Gregdrio, Shana Priscila Coutinho Barroso

do Brasil (MB) com capital humano e infraestrutura para apoio
ao diagnodstico e promogio de descobertas cientificas geradoras
de novos conhecimentos e tecnologias. Os desafios enfrentados
nesta pesquisa englobaram o remodelamento do espago existente,
a aquisi¢do de novos conhecimentos, insumos e equipamentos, a
incorporagio e o adestramento de militares e civis, de acordo com
as normas de biosseguran¢a. Durante esse periodo, foram proces-
sadas em torno de 6 mil amostras e os resultados foram libera-
dos em prazo méximo de 24 h. Além de terem sido desenvolvi-
das pesquisas em parceria com renomadas institui¢des cientificas.
A implementagio do NADPC representou a independéncia do
HNMD no padrio ouro de diagnéstico para COVID-19 em tem-
pos duros. A estrutura atual do LBM deixa um legado 4 MB, que
agora possui um robusto espago de saber em biologia molecular e
virologia. Alinhada 4 missdo da Forca, foi construida uma estrutura
dgil com capacidade de minimizar possiveis danos decorrentes de
ameagcas bioldgicas. Visto isso, este trabalho objetivou contribuir
com diagndéstico, pesquisa de alto nivel e defesa da Patria.

SARS-CoV-2. PCR. Novo

Palavras-chave: coronavirus.

Pandemia.

COVID-19— NADPC-COVID-19) in the IPB/HNMD, aimed
at supplying the Brazilian Navy (Marinha do Brasil — MB) with
human capital and infrastructure to support the diagnostic pro-
cess and promote scientific discoveries that can generate new kno-
wledge and technologies. The challenges faced in this research
included remodeling the existing space; acquiring new know-
ledge, materials, and equipment; and recruiting and training mili-
tary and civilian personnel, according to biosafety standards. Over
this period, approximately 6 thousand samples were processed, and
results were delivered within 24 h. In addition, studies have been
developed in partnership with renowned scientific institutions.
The implementation of the NADPC represented the HNMD
independence as to the gold standard for COVID-19 diagnosis in
difficult times. The current LBM structure leaves a legacy to MB,
which now has a robust knowledge space in molecular biology and
virology. In line with the mission of the Navy Force, an efficient
structure was built to minimize possible damage from biological
threats. Thus, this study aimed to contribute to the diagnostic pro-
cess, high-level research, and defense of our homeland.
Keywords: SARS-CoV-2. PCR. Novel coronavirus. Pandemic.

1. INTRODUCAO

“O Brasil espera que cada um cumpra o seu dever.”

(Almirante Barroso)

A atual pandemia foi inicialmente reportada na cidade
chinesa de Wuhan (provincia de Hubei) (WANG et al.,
2020), e sua rdpida disseminagio para 25 outros paises
(CDC,2020) resultou na declaragio de Emergéncia de Saide
Publica de Importincia Internacional, em 30 de janeiro de
2020, pela Organizagio Mundial da Saude (OMS) (WHO,
2020c). Isso ocorreu apenas um més apds o primeiro caso
relatado em 31 de dezembro de 2019. Em 11 de marco de
2020, a OMS declarou a COVID-19 como uma pandemia
(WHO, 2020b).

O agente causador da COVID-19 é 0 SARS-CoV-2 (severe
acute respitarory syndrome coronavirus 2),que pertence a familia
Coronaviridae, caracterizada por agrupar virus envelopados de
RNA fita simples. Outros virus da mesma familia ji haviam
revelado a capacidade de gerar alta mortalidade em razio de
mutagdes em seu material genético (CONTINI et al., 2020).

Os coronavirus apresentam ampla distribui¢io, podendo

ser encontrados em seres humanos, outros mamiferos e aves,

causando doencas respiratérias, digestivas, hepaticas e distir-
bios do sistema nervoso (SU et al., 2020). No inicio de feve-
reiro de 2020, o Laboratério de Biologia Molecular (LBM) do
Instituto de Pesquisas Biomédicas (IPB) do Hospital Naval
Marcilio Dias (HNMD), diante da iminéncia da chegada do
virus ao Brasil, adotou um conjunto de agdes para tornar-se
capaz de receber amostras de pacientes e atuar na drea de
diagnéstico pela primeira vez na histéria do IPB.

Logo apés o primeiro caso registrado de COVID-19
no Brasil, no dia 26 de fevereiro de 2020, o LBM come-
cou a realizar seus primeiros diagndsticos. Dessa forma, foi
executada uma rapida e efetiva transformagio de um jovem
laboratério de pesquisa em um laboratério de diagnéstico,
pesquisa translacional e divulgagio cientifica, possibilitando
a implementagdo do plano de agdo contra COVID-19 deli-
neado em fevereiro.

O RT-qPCR ¢ o recurso mais acurado para o diag-
néstico do novo coronavirus. Os outros testes disponiveis
no mercado sdo testes indicativos, nio sendo recomenda-
dos para a confirmagio da doenca (XAVIER et al., 2020;
WHO, 2020a).

Decerto a dedicagdo na resolugio de todas as dificulda-

des oriundas da pandemia colocou a Familia Naval em local
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privilegiado quanto a agilidade e a precisido nos diagnédsticos
da COVID-19.

Este trabalho apresenta um panorama da implementa-
¢do do Nucleo de Apoio a Detecgio e Pesquisa Clinica da
COVID-19 (NADPC-COVID-19) durante o maior desa-

fio da saude publica mundial no século XXI.

2. OBJETIVO

Implementar o NADPC-COVID-19 no HNMD
visando munir o LBM/IPB de uma estrutura 4gil, com capi-
tal humano e infraestrutura, para a detec¢io do novo coro-
navirus e a promogio de descobertas cientificas geradoras
de novos conhecimentos e tecnologias, com a finalidade
maior de minimizar os danos decorrentes da atual pande-

mia na Familia Naval.

3. METODOLOGIA

A adequagio do espago jd existente e a implementagio
do NADPC foram realizadas de forma gradativa e sistémica,
com a participagdo dos militares e das civis do LBM, além
do apoio do Laboratério de Biologia Celular (LBC), con-
feccionando os 4its para coleta para secre¢des respiratdrias, e
das pragas do IPB, auxiliando com as atividades administrati-
vas. Além disso, dois militares do Laboratério de Bioanilises
foram deslocados para o LBM e uma militar geneticista foi
destacada por quatro meses do Instituto de Estudos do Mar
Almirante Paulo Moreira (IEAPM).

As etapas foram desenvolvidas de acordo com o exposto
no Quadro 1.

3.1. APRESENTACAO, APROVACAO
E IMPLEMENTACAO DO PLANO
DO NUCLEO DE APOIO A

DETECCAO E PESQUISA CLIiNICA
Diante da emergéncia em relagio ao SARS-CoV-2, o
HNMD se deparou com a necessidade de se preparar para a
demanda de diagnésticos. A apresentagio do plano foi rea-
lizada em uma reunifo entre as autoridades competentes, em
que os itens necessdrios para a implementagio do NADPC

foram expostos e aprovados.

| 20|

Quadro 1. Etapas de implementag¢ao do Nucleo de
Apoio a Deteccdo e Pesquisa Clinica da COVID-19 no
Hospital Naval Marcilio Dias.

Etapas Descri¢dao

Apresentacao e aprovacdo do plano de

1
implementacdo do NADPC

Adaptacéo da infraestrutura laboratorial
para recebimento de amostras

Capacitacdo da equipe inicial (duas
militares e uma civil)

Padronizacéo dos procedimentos
laboratoriais

Captacdo e treinamento da nova equipe
(dois militares e trés civis)

Formagao de uma rede colaborativa de
pesquisadores*

Criacdo de um ambiente multiusuario para
pesquisa clinica*

NADPC: Nucleo de Apoio a Deteccao e Pesquisa Clinica;
*em andamento.

3.2. ADAPTACAO DA
INFRAESTRUTURA LABORATORIAL
PARA RECEBIMENTO DE AMOSTRAS

Para o inicio da rotina em diagnéstico, o laboratério realizou
a aquisi¢do de alguns equipamentos adequados & manipulagio
de virus: uma cabine de seguranga biolégica, um novo termo-
ciclador e insumos necessérios para a realizacio das etapas do
teste. Para crescimento da produtividade, também se passou a
utilizar dois extratores automaticos de RNA viral. Ademais, a
estrutura fisica do laboratério foi alterada para se adequar as

novas regras de biosseguranca que foram impostas pela situagio.

3.3. CAPACITACAO DE EQUIPE

Toda a equipe do LBM foi adestrada durante a implemen-
tagdo da nova rotina de diagnésticos do setor. Os treinamen-
tos foram realizados em parceria com as empresas fabrican-
tes dos novos equipamentos, com o Laboratério de Virologia
Molecular da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFR]),
que tem como responsivel o Prof. Dr. Almicar Tanuri, e com
0 Dr. Thiago Moreno, da Fundagio Oswaldo Cruz (Fiocruz).
Durante os adestramentos, os tépicos de biologia molecu-

lar relacionados ao diagnéstico do SARS-CoV-2 foram
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abordados, desde conceitos, detalhes técnicos até a capacita-

¢do para interpretagdo dos resultados.

3.4. PADRONIZAGCAO
DOS PROCEDIMENTOS

O diagnéstico molecular (RT-gPCR) da COVID ¢ baseado
na detec¢io do dcido nucleico viral. Para tal, sio necessirias
etapas de coleta de secregdes respiratérias, extragio do mate-
rial genético, amplificagdo dos alvos virais via RT-gPCR, e
interpretagio e liberagdo dos resultados. Esse teste é conside-
rado o padrio ouro para diagnéstico do virus SARS-CoV-2
e o recomendado pela OMS (TAHAMTAN; ARDEBILI,
2020; WHO, 2020a).

Os procedimentos operacionais do laboratério foram
elaborados de acordo com o preconizado nacional e inter-
nacionalmente, adequando-se como roteiro de trabalho para
garantir que as tarefas fossem executadas a contento. Os pro-
tocolos técnicos foram padronizados de acordo com o Centro
de Controle e Prevengio de Doengas dos Estados Unidos da
América (CDC, 2020b).

Na Figura 1, é possivel observar o fluxo de trabalho esta-
belecido a fim de otimizar a rotina, desde a coleta até a libe-
ragdo dos resultados.

O material é coletado pela equipe de enfermagem do
HNMD. As amostras sio trazidas em lotes ao IPB, que faz o
cadastro do material. O material é direcionado a0 LBM codi-
ficado para que nio ocorra identificacdo direta do paciente.
A amostra é processada, tendo inicio a extragdo do RNA viral.
Durante a extragio automdtica, os reagentes para a realizagio
do RT-qPCR comegam a ser preparados a fim de otimizar

o processo. Ao término da extragiio, o RNAv ¢é adicionado a

um conjunto de reagentes e levado ao termociclador, onde
ocorre a rea¢do que identificard o material genético viral.

Os espectros gerados sio analisados e o resultado é liberado.

3.5. ESTRUTURACAO DA NOVA EQUIPE
Para suprir a grande demanda, trés civis com qualifica-
¢do técnica na drea de biologia molecular foram incorpora-
das a equipe. Além disso, dois militares do Laboratério de
Bioanilises/IPB e uma militar do IEAPM foram destacados.
A equipe original do LBM era composta de duas milita-
res (uma bidloga virologista e uma técnica em analises clini-

cas, também bi6loga) e uma civil técnica em biotecnologia.

4. RESULTADOS

Uma pandemia viral oferece grandes questées em todos
os setores, com destaque para as dreas da saude, diagnéstico
e produgio de insumos hospitalares e laboratoriais. O desafio
do LBM englobou remodelar um laboratério, ocupar outras
dreas do instituto, adquirir novos insumos e equipamentos,
incorporar e adestrar mio de obra, treinar outros militares
para receber e cadastrar e amostrar, além de agir devidamente
de acordo com os manuais nacionais e internacionais de bios-
seguranca, em curtissimo periodo.

O teste molecular foi realizado inicialmente em pacientes
com suspeita de COVID-19 que foram internados ou aten-
didos na emergéncia do HNMD. Nos tltimos trés meses, a
realizagdo do teste foi ampliada para recém-natos, gestantes,
pacientes de pré-operatdrio e militares que irdo realizar mis-

sOes nacionais e internacionais.

Coleta do material

Registro do

material recebido

Extracdo do material
genético viral

RT-gPCR

Analise do resultado

Liberacdo do resultado
no ComplLab

Figura 1. Fluxo de trabalho para a detec¢do do SARS-CoV-2.
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Toda a equipe do IPB foi mobilizada para contribuir com
a nova atividade de diagnéstico. O LBM foi o responsével
pelo adestramento dos militares do instituto e do LBC, que
colabora com a confecg¢io dos 4ifs para coleta no HNMD
até o presente momento.

De margo até o més corrente, foram realizados aproxi-
madamente 6 mil exames para detecgdo do material genético
viral. Desses, 5.533 tiveram finalidade de diagndstico para
pacientes internados e ambulatoriais; 364 foram de amostras
exclusivamente destinadas a pesquisas; 251, de pacientes de
pré-operatério; 99, de militares com embarque previsto para
missées pela Marinha do Brasil (MB); e 92, de recém-nas-
cidos. A Figura 2 mostra o nimero de exames e resultados
obtidos em 29 semanas de trabalho.

A semana 1 no gréifico refere-se 4 segunda semana de
marco de 2020 (equivalente & 11* semana epidemioldgica
desse mesmo ano), e a semana 29, a segunda semana de
setembro (392 semana epidemioldgica).

O LBM atingiu uma média de 193 exames realizados
por semana, chegando ao nimero méximo de 318 amostras,
das quais 228 apresentaram resultado positivo. Os resultados
sdo liberados majoritariamente em um periodo minimo de

6 horas e méaximo de 24 horas, o que demonstra a presteza

alcangada na liberagio dos exames. Os laboratérios nacionais
de grande porte possuiam prazo médio de quatro dias uteis
(A+ MEDICINA DIAGNOSTICA, 2020). O curto tempo
no diagnéstico de pacientes com viroses respiratorias é essen-
cial para o controle da disseminagio da doenca.

Do total de 99 militares com previsio de embarque em
missdo, 4 apresentaram resultado positivo. Assim como os
militares em missdo, os pacientes de pré-operatério subme-
tidos ao exame de RT-qPCR nfo apresentavam nenhum
tipo de sintoma. No entanto, entre os 251 pacientes tes-
tados, 10 apresentaram resultado positivo. Essas detec¢des
possibilitaram a diminui¢do da transmissdo da doenca
dentro do HNMD, uma vez que as medidas de seguranca
e isolamento puderam ser adotadas para esses pacientes
assintomadticos.

No pico da pandemia no Rio de Janeiro, o laboratério
particular que apoia 0 HNMD em exames laboratoriais sus-
pendeu o recebimento de amostras para detecgdo do novo
virus, o que evidencia a importincia estratégica da indepen-
déncia do HNMD em técnicas que sido o “estado da arte”
para detecgdo de virus e outros patégenos.

Atualmente, o HNMD conta com capital humano,

conhecimento e infraestrutura— em franco desenvolvimento
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Figura 2. RT-qPCRs realizados e seus respectivos resultados.
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— para a detecgdo de agentes virais em diferentes amostras
biolégicas em algumas horas.

As expectativas quanto ao sucesso da misso foram supe-
radas. A equipe envolvida ndo s6 cooperou com a operagio
“Grande Muralha”, na missio de prover a mais moderna téc-
nica de diagnéstico molecular para o0 SARS-CoV-2, como
estd colaborando ativamente na geracio de novos conheci-
mentos e tecnologia no que tange 4 COVID-19.

Com coesdo e capacidade técnica, chegou-se 4 margem de
6 mil testes realizados no periodo de 6 meses e foram estabe-
lecidas parcerias ativas com setores do préprio hospital (cli-
nica de anestesia, clinica de pediatria/UTI Neonatal, divisio
de doengas infectoparasitérias) e com 8 laboratérios de cen-
tros de exceléncia em pesquisa, diagnéstico, divulgacio cien-
tifica e metrologia, localizados no Instituto de Metrologia,
Qualidade e Tecnologia INMETRO), na UFR], na Fiocruz, na
Universidade Federal Fluminense (UFF) e no Instituto Federal
de Educagio, Ciéncia e Tecnologia do Rio de Janeiro (IFR]).

Submetemos e tivemos aprovagio de cinco projetos ao
sistema CEP/CONEP (Comités de Etica em Pesquisa da
Comissio Nacional de Etica em Pesquisa). Recursos externos
foram captados para a realizagio de pesquisas (emenda par-
lamentar e FAPERY]) e, atualmente, a equipe envolvida par-
ticipa de 12 projetos relacionados a COVID, que envolvem
pesquisa bdsica, pesquisa clinica, epidemiologia e geragio de
novo produto para laboratérios de diagnéstico. Algumas des-
sas linhas de pesquisa estdo ligadas a dissertagdes e teses de
trés militares e trés civis do HNMD, que, por incentivo do
LBM, estdo fazendo sele¢io ou realizando mestrado e dou-
torado em institui¢des publicas renomadas do Rio de Janeiro.

O LBM também atuou na linha da prevengio da doenga
produzindo conteudo de divulgacio cientifica. Visando com-
partilhar informagdes seguras a respeito do SARS-CoV-2 e
esclarecer militares e civis sobre como se proteger do novo
virus, foram realizadas duas palestras, trés entrevistas para
sitios especializados em informagio em satde, e escritas duas
notas para o sitio do Satde Naval e um artigo para a Revista
do Clube Militar. Além disso, foi prestada consultoria a um
laboratério da UFR] que também precisou se adaptar e adqui-
rir insumos para diagndstico.

Como resultado das pesquisas e colaboragées, quatro arti-
gos foram publicados em revistas cientificas internacionais,
dois em revistas nacionais, quatro estdo em processo de sub-

missdo e seis em fase de manuscrito. Outrossim, depositamos

em bancos de genoma duas sequéncias virais isoladas em

Nnossos pacientes.

5. CONCLUSOES

O presente trabalho apresentou um panorama da imple-
mentagio do NADPC-COVID-19 no LBM/IPB/HNMD
diante do cenério da pandemia. A missdo da equipe integrou
a ampla mobilizagio do HNMD em resposta a pandemia do
novo coronavirus.

A implementac¢io do NADPC-COVID-19 no HNMD
representou a independéncia do hospital no padrio ouro de
diagnéstico para COVID-19 em tempos duros. Em menos de
um més, foram realizadas a adaptagio do espago laboratorial, a
compra de equipamentos, a captagio e o treinamento de pessoal,
para que as necessidades da Familia Naval fossem atendidas.

A soma de esforcos e saberes foi fundamental para que
este trabalho pudesse ser realizado com sucesso. A despeito
da tormenta que se apresentou na saide piblica mundial, o
grupo se manteve forte e coeso, sempre pronto para o cum-
primento das missdes.

A estrutura atual do LBM deixa um legado 2 MB, que
agora possui um robusto espaco de saber em biologia mole-
cular e virologia. Alinhado a missio da Forca, construiu-se
uma estrutura dgil com capacidade de minimizar possiveis
danos decorrentes de ameagas bioldgicas. Assim, todos os
envolvidos neste projeto estdo preparados para contribuir com

o diagndstico, a pesquisa de alto nivel e a defesa da Patria.
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