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RESUMO

Em dezembro de 2019 foram relatados os primeiros casos da COVID-19 em Wuhan,
China, essa doenca se alastrou rapidamente pelo mundo e matou 7 milhdes de pessoas
entre 2020 e 2024. Sé no Brasil foram 700.000 dbitos nesse periodo, representando uma
ameaca global a salde publica e economia. Neste estudo, aplicamos a espectroscopia
Raman para o diagnostico da COVID-19e a comparamos com duas técnicas analiticas
convencionais. Foram analisadas amostras de soro sanguineo de 50 individuos positivos
e 64 individuos negativos para COVID-19, sendo 94 analisadas por imunocromatografia
e 20 por transcricdo reversa seguida de reagcdo em cadeia da polimerase (RT-PCR). Os
espectros Raman foram obtidos em um espectrometro Raman dispersivo (830 nm, 350
mW) em triplicata, sendo submetidos a analise exploratdria com anéalise do componente
principal (PCA) para identificagdo das diferencas espectrais e analise discriminante por
PCA (PCA-DA) e por minimos quadrados parciais (PLS-DA) para classificacdo dos
espectros de soro sanguineo em amostras negativas (Controle) e positivas para COVID-
19. Os espectros de ambos 0s grupos mostraram picos referentes a constituicdo basal do
soro (principalmente albumina). Os espectros de diferenca mostraram diminuicdo nos
picos referentes a proteinas e aminoacidos para o0 grupo positivo. As variaveis da PCA
apresentaram diferencas espectrais mais detalhadas relacionadas as alteragcdes
bioguimicas decorrentes da COVID-19, como aumento de lipidios incluindo
fosfolipidios, compostos nitrogenados aminas/amidas e acidos nucleicos, e diminuicdo
de proteinas e aminoacidos no grupo COVID-19. Ademais, alguns elementos foram
detectados em amostras provenientes da técnica de imunocromatografia como o0s
carotenoides, enquanto os compostos sulfurados apenas nas amostras do RT-PCR. A
andlise discriminante com validacdo cruzada leave-one-out (deixe um de fora) aplicada
aos componentes principais classificou os espectros com sensibilidade de 87% e
especificidade de 100% para o grupo RT-PCR, enquanto para o0 grupo de
imunocromatografia foi observada sensibilidade de 84% e especificidade de 95%. No
modelo de classificacdo o conjunto de espectros obteve sensibilidade de 84%,
especificidade de 93,8% demonstrando resultados eficazes e viabilizando novos estudos
como identificador para amostras desconhecidas. A espectroscopia Raman tem se

mostrado eficaz para o diagndstico de infeccdo por COVID-19.

Palavras-chave: espectroscopia Raman; RT-PCR; COVID-19; imunocromatografia;

minimos quadrados parciais; analise de componente principal.



ABSTRACT:

COVID-19 DIAGNOSIS BY RAMAN SPECTROSCOPY: VALIDATION STUDY
WITH RT-PCR AND IMMUNOCHROMATOGRAPHY

In December 2019, the first cases of COVID-19 were reported in Wuhan, China. This
disease spread rapidly around the world and killed 7 million people between 2020 and
2024. In Brazil alone, there were 700,000 deaths during this period, representing a
global threat to public health and the economy. In this study, we used Raman
spectroscopy to diagnose COVID-19 and compared it with two conventional analytical
techniques. Blood serum samples from 50 COVID-19 positive and 64 COVID-19
negative individuals were analyzed, 94 by immunochromatography and 20 by reverse
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR). Raman spectra were obtained on a
dispersive Raman spectrometer (830 nm, 350 mW) in triplicate, and subjected to
exploratory analysis with principal component analysis (PCA) to identify spectral
differences and discriminant analysis by PCA (PCA-DA) and partial least squares (PLS-
DA) to classify blood serum spectra into COVID-19 negative (Control) and positive
samples. The spectra of both groups showed peaks referring to the basal constitution of
the serum (mainly albumin). The difference spectra showed a decrease in the peaks
referring to proteins and amino acids for the positive group. The PCA variables showed
more detailed spectral differences related to the biochemical changes resulting from
COVID-19, such as an increase in lipids including phospholipids, amine/amide nitrogen
compounds and nucleic acids, and a decrease in proteins and amino acids in the COVID-
19 group. In addition, some elements were detected in samples from the
immunochromatography technique, such as carotenoids, while sulphur compounds were
only detected in RT-PCR samples. The discriminant analysis with leave-one-out cross-
validation applied to the principal components classified the spectra with a sensitivity of
87% and specificity of 100% for the RT-PCR group, while for the
immunochromatography group, a sensitivity of 84% and specificity of 95% were
observed. In the classification model, the set of spectra had a sensitivity of 84% and
specificity of 93.8%, demonstrating effective results and enabling further studies as an
identifier for unknown samples. Raman spectroscopy has proven effective for
diagnosing COVID-19 infection.

Keywords: Raman spectroscopy; RT-PCR; COVID-19; Immunochromatography;

partial least squares; principal component analysis.
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1 INTRODUCAO

A palavra virus tem origem no Latim e significa veneno ou toxina. N&o existe
um CONsenso em como surgiram 0S primeiros virus, porém o convivio entre 0s seres
humanos e esses agentes patolégicos € muito antigo. No Egito foram observados
hierdglifos nos quais aparecem individuos com caracteristicas semelhantes a
poliomielite, algumas mumias egipcias apresentavam erupcfes atribuidas a variola,
porém, apenas em 1932 foi identificado o primeiro virus. Os virus ndo possuem aparatos
enzimaticos para replicacdo e dependem do material genético de uma célula hospedeira
para sua perpetuacdo, além disso possuem baixa capacidade estrutural composta de:
material genético, capsideo e alguns contam com envelope, porém sdo altamente capazes
ao utilizar a maquinaria da célula hospedeira para redirecionar o metabolismo celular em
prol das suas necessidades (Fiocruz, 2009). Esses agentes patologicos fazem parte da
evolucdo e selecdo natural e sempre estiveram presentes entre outros organismos,
atacando e sendo atacado pelo sistema imunologico, fazendo recombinacGes entre 0s
agentes virais, bem como virais e hospedeiros e nesse caso, podem expressar 0s genes do

hospedeiro propagando-se no organismo infectado (Sinkovics; Horvath; Horak, 1998).

Conforme a populacdo foi crescendo e surgindo novas demandas, 0s seres
humanos foram modificando seu ambiente natural e, a0 mesmo tempo, houve uma
necessidade de interacdo e domesticacdo de animais para ajuda nos trabalhos. Dessa
unido iniciou-se a propagacao das doencas relacionadas as infecgdesvirais (Silva et al.,
2023).

No inicio da década de 80, nos Estados Unidos, foram observados casos de
pneumonia causadas pela bactéria Pneumocystis carinii em cinco homossexuais jovens
do sexo masculino. Trés pacientes apresentavam resposta celular proliferativa in vitro
profundamente deprimidas, enquanto os outros dois, ndo foram testados. Em nota
realizada em 1981, o médico considerou a possibilidade de uma disfuncédo celular-imune
relacionada a uma exposicdo comum, que predispunha os individuos a infeccdes
oportunistas como pneumocistose, candidiase e mononucleose sugerindo que a P. carinii
deveria ser considerada como diagndstico diferencial em pacientes homossexuais com
dispneia e pneumonia. Esses foram os primeiros relatos associados a portadores do virus
da imunodeficiéncia humana (HIV) (Gottlieb, 2006).
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As regides da Africa central e oriental apresentaram a maior frequéncia de

casos e por isso, atribuiu-se a essa regido o surgimento da infec¢do (Forattini, 1993).

Muitas pessoas morreram na década de 80 até a descoberta de medicamentos
antirretrovirais que controlam o avanco da viremia. A partir de 1991, o Brasil comecou a
distribuir gratuitamente estes medicamentos para os portadores do virus, porém ainda
ndo foi encontrada a cura para a essa doenca e no periodo entre 2019 e 2023 a Aids foi a
causa de 157.308 dbitos no pais (Fiocruz,1999; Ministério da satde, 2023).

Em dezembro de 2019, uma outra doenca viral se transformou em uma
pandemia rapidamente, levando a alta mortalidade e grande impacto econdmico. Assim
como no HIV, foram observados casos de pneumonia, porém causadas por uma nova
cepa de coronavirus que se propagava pela cidade de Wuhan, na China. Em janeiro de
2020, a doenca espalhou-se para outros paises e foi considerada como Emergéncia de
Salde Publica de Importancia Internacional (ESPII) e em margo de 2020 foi classificada

como pandemia pela Organizacdo Mundial da Satde (OMS, 2020).

A doenca por coronavirus 2019 (COVID-19) é causada pelo virus denominado
coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave 2 (SARS-CoV-2) e sua transmisséo se
da por meio de contato direto entre individuos contaminados e por superficies contendo
0 virus, portanto as orientaces da OMS e governos para contengdo da doenca foi
solicitar o distanciamento social que levou a uma diminuicdo da forca de trabalho,
impactando grandemente a economia global (Shresthaet al., 2020; Nicola et al.2020). A
evolucdo da doenca depende do sistema imunoloégico do individuo, havendo casos
assintomaticos até pneumonia de graus varidveis de gravidade (Khristoforova,;
Bratchenko, 2023).

A deteccdo das doencas virais é de suma importancia para o controle da
propagacdo do agente etioldgico. Em meio a pandemia que ja assolava diversos paises,
os testes laboratoriais para a COVID-19 foram desenvolvidos e implementados. Em abril
de 2020 o Brasil recebeu o primeiro lote do teste padrdo ouro RT-PCR (transcricdo
reversa — reacdo em cadeia da polimerase), que detecta 0 RNA viral. No entanto, houve
um impacto importante no sistema de salde, pois para essa técnica era necessario
equipamentos adequados e pessoal treinado para a extragdo e manipulagéo do material
genético, além disso o tempo para a liberacdo dos resultados tornou-se inviével

especialmente no Brasil onde o0s testes ficaram centralizados nos laboratérios do
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governo(Vasconcelos, 2020). Outros métodos surgiram como: ELISA e
Imunocromatografia, detectando a presenca de anticorpos IgA, IgM e IgG separando a
fase aguda (IgA e IGM) da fase convalescente (IgG), porém esses testes possuem menor
sensibilidade e especificidade que o teste RT-PCR (Auwaerter 2020; Duong, Wright,
Justman, 2020; Xavier et al., 2020).

A espectroscopia Raman (ER) é uma técnica dptica que permite a medicdo da
energia vibracional a partir da interacéo entre a luz e a matéria. Essa interacdo induz a
distorcdo da nuvem eletrénica com consequente alteracdo nos estados virtuais. No
espalhamento inelastico chamado de Raman, uma parte da luz espalhada apresenta
comprimento de onda diferente da luz incidente, resultando em fotons de maior ou
menor energia, enquanto no espalhamento Rayleigh o comprimento da onda da luz
espalhada € o mesmo que o da luz incidente (Smith, Dent, 2004;Hanlonet
al.,2000;0rlando et al.,2021).

Por proporcionar informacgdes a nivel molecular, essa técnica tem sido utilizada
e aprimorada para uma grande variedade de estudos patoldgicos, desde infeccBes virais,
bacterianas até canceres (Melitto et al., 2022; Goulartet al., 2022;Luet al.,2023).
Estadistingdo entre diversas doencas se da pela capacidade da ER caracterizar
biomoléculas como as proteinas, DNA, lipidios e carboidratos, que séo constituintes dos
sistemas bioldgicos de alta complexidade como tecidos e sangue com seus constituintes:

células, soro e plasma (Butler et al., 2016; Kuharet al., 2018).

Pesquisas tém sido realizadas com sucesso, na deteccdo de doencas virais
utilizando diferentes materiais bioldgicos. O virus da hepatite B e C foram detectados no
soro utilizando as técnicas de ER com elevada sensibilidade e especificidade (Orlando et
al.,2021).

Durante a pandemia de COVID-19, muitos estudos foram realizados acerca do
virus SARS-CoV-2, entre eles a ER apresentou resultados relevantes com sensibilidade
de 87% e especificidade de 100% além de apresentar um diagndstico rapido da
patologia. Outro estudo concluiu que a ER pode ser uma ferramenta eficaz e conveniente
para a triagem da COVID-19 (Goulart et al., 2022; Yin et al., 2021).

Em comparagdo as técnicas convencionais que apresentam varias etapas nas
metodologias, uso de reagentes e demora na liberagdo dos resultados, a espectroscopia

Raman surge como alternativa na identificacdo das doengas virais. Esse estudo visa



22

aplicar essa metodologia comparando-a com diferentes métodos laboratoriais como
Reacdo de transcriptase combinada com reagdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) e
Imunocromatografia e por fim, analisar o conjunto de todas as amostras, com a
finalidade de criar um modelo de validagdo cruzada “deixe uma de fora” (leave-one-out
cross-validation). As amostras selecionadas foram Negativas e Positivas para COVID-
19 e a espectroscopia Raman foi utilizada no intuito de reconhecer diferencas
estatisticamente robustas e utilizar os componentes principais na classificacdo e

diferenciacdo entre normal e patolégico.

1.1 Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi avaliar a técnica de espectroscopia Raman na
definicdo de um padrdo espectral de amostras de soro de individuos negativos e
positivos para COVID-19, visando o diagnostico, e a elaboracdo deum modelo

estatistico para classificacdo da presenca ou auséncia da doenca.

1.2 Objetivos especificos
Os objetivos especificos sao:

e Aplicar a espectroscopia Raman em amostras de soro visando obter
diferencas espectrais entre saudaveis (negativos para COVID-19) e doentes
(positivos para COVID-19) comparando os resultados com metodologias

do tipo RT-PCR e Imunocromatografia;

e Aplicar o teste t de Student na média dos espectros Raman obtidos a partir
de amostras de soro de individuos saudaveis e doentes a fim de identificar
picos com diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (p<
0,05);

e Identificar os principais picos espectrais obtidos das amostras médias de
cada um dos grupos, associando a composicdo quimica do soro de cada um

deles.
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e Classificar os espectros das amostras provenientes de sujeitos saudaveis e
doentes por analise discriminante através dos minimos quadrados parciais
(PLS-DA) e anélise de componente principal (PCA-DA).

e Elaborar um modelo baseado em estatistica (leave-One-Out-Cross-
validation) para valida¢do dos dados classificando-o quanto a sensibilidade,
especificidade e acuracia.

1.3 Hipotese

Considerando que a espectroscopia Raman tem demonstrado alta sensibilidade e
especificidade na deteccdo de acido nucleico e diferentes metabolitos provenientes do ataque
viral, ela é uma ferramenta capaz de detectar material genético do virus e metabdlitos em

resposta ao ataque do virus SARS-CoV-2.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Doenga por coronavirus 19 (COVID-19)

Os coronavirus pertencem a familia Coronaviridae e possuem esse nome em
decorréncia de espiculas presentes em sua superficie, formando uma estrutura
semelhante a coroa quando observados em microscopia eletronica (Ministério da Saude,
2020).

Esses virus surgiram ha mais de 70 anos e sdo conhecidos por contaminar
diferentes tipos de animais, ou seja, sdo zoondticos e encontrados comumente em gados,
morcegos e camelos. A primeira detec¢do do coronavirus (CoV) em uma doenca
respiratoria, remonta a 1937 onde afetou aves de maneira devastadora. Em 1965 foi
comprovado que 0S coronavirus eram responsaveis por aproximadamente 30% dos
quadros de secregdes (catarros) entre humanos. Em 2002, uma classe de coronavirus
denominado SARS-CoV (coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave), infectou
8422 pessoas, causando 916 mortes no mundo. No ano de 2012, o MERS-CoV
(coronavirus da sindrome respiratoria do oriente médio), atingiu 1401 pessoas das quais
543 morreram. Em dezembro de 2019, foi detectado na China, o primeiro caso de
pneumonia causado por um novo coronavirus, inicialmente designado de 2019-nCoV
(novo coronavirus), que em fevereiro de 2020 foi nomeado de SARS-CoV-2
(coronavirus 2 da sindrome respiratoria aguda grave) causador da COVID-19. Entre os
coronavirus, apenas 0 SARS-CoV-2 causou uma pandemia tdo longa, com infeccbes
generalizadas e tantos Obitos, sugerindo que a estrutura molecular desse virus seja
diferente dos outros que acometeram o0s seres humanos e, portanto, tem sido
exaustivamente estudada pela comunidade cientifica (Liet al.,2020; Zapatero; Barba,
2023; Le et al., 2023).

Apos aproximadamente cinco anos do surgimento da doenca, ainda ndo ha
resposta definitiva para a origem do virus e embora um hospedeiro intermediario nao
tenha sido identificado, a hipdtese mais aceita é que o virus seja proveniente de
morcegos que transmitiram o virus a animais selvagens, e esses, posteriormente, a

humanos por meio da comercializagdo de animais vivos, vendidos no mercado de
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Wuhan, local onde foram identificados os primeiros casos da doenca. Outra hipétese
sustenta o escape do virus de uma instalacdo de pesquisa cientifica do mesmo pais
(Alwine et al., 2023).

2.1.1 Agente etiologico

O SARS-CoV-2 pertence ao género Betacoronavirus, e seu genoma varia de 26
a 32 quilobase sendo composto por uma fita simples de RNA (acido ribonucleico) e
capsideo, contendo nucleoproteinas (Luet al., 2020). O SARS-CoV-2 é composto por
varios tipos de proteinas, essas podem ser encontradas na membrana como a Spike e a
glicoproteina transmembrana, no envelope e no nucleocapsideo (estrutura que envolve o
material genético do virus). A proteina S possui forte afinidade com o receptor da
enzima de conversdo da angiotensina 2 (ACE2) que se apresenta de maneira abundante
no epitélio pulmonar. Alguns coronavirus possuem também a proteina hemaglutinina-
esterase (HE) que formam picos menores no envelope facilitando a entrada do virus no
hospedeiro, além de colaborar na replicacdo viral (Lu et al.,, 2020;Mousavizadeh;

Ghasemi, 2020;Guoet al., 2020). A figura 1 representa a estrutura do coronavirus.

Proteinas do Capsideo Glicoproteinas
_ de membrana

Proteinas
Spike

Proteinas
do Envelope

D RNA

Figura 1: Estrutura do coronavirus
Fonte: adaptada de Peiris, 2004

2.1.2 Mecanismo de acdo do virus e patogénese
A entrada do SARS-CoV-2 na célula é realizada pela ligacdo da proteina S
(Spike) com o receptor de ACE2 (enzima conversora de angiotensina), que é uma

proteina de membrana encontrada em 6rgdos como pulméo, coragdo, rins e intestino
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(Mousavizadeh; Ghasemi, 2020; Lu et al., 2020; Lima; Sousa, 2020). Apoés essa ligacdo,
a proteina Spike é clivada em duas subunidades denominadas S1 e S2. A subunidade S1
tem a finalidade de se acoplar ao receptor da célula enquanto a subunidade S2 é
responsavel pela entrada do virus por meio de seu peptideo de fusdo (FP) que expbe 0s
dominios HR1 (heptad repeatl) o qual interage com o dominio HR2 (heptadrepeat 2)
formando feixes denominados 6HB aproximando o virus e promovendo sua entrada na
célula (Lima; Sousa, 2020; Le, 2023). Apos a liberacdo do genoma viral no interior da
célula ocorre a traducdo para duas proteinas (ppl e pplab) e posteriormente a transcri¢ao
do RNA mensageiro em segmentos de polaridade negativa e positiva com codificagdo de
proteinas estruturais. A partir desses processos ocorre a replicagdo do RNA gendmico e
composicdo de novos virions com liberagdo de particulas virais por exocitose
(Rayeganet al., 2023; Lu et al., 2020; Lima; Sousa, 2020, Xavier et al., 2020).

O RNA viral aciona o sistema imune do hospedeiro que passa a produzir
citocinas, interleucinas, quimiocinas, interferons, sendo que a produgdo excessiva pode
gerar danos induzidos pelas citocinas como faléncia de oOrgdos, trombose e morte.
Ademais, a ativacdo do sistema imune produz uma resposta positiva com liberacéo ainda
maior de citocinas, interferons e quimiocinas causando danos ainda maiores ao
organismo. Devido a caracteristica da proteina Spike em provocar robusta resposta do
sistema imunoldgico, a mesma foi alvo de estudos para desenvolvimento de vacinas (Li.
G et al.,2023; Le, 2023). A figura 2 ilustra a entrada do virus SARS-CoV-2 na célula.
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Figura 2: Mecanismo de entrada do SARS-Cov2 na célula
Fonte adaptada:Lima; Sousa, 2020.

2.1.3 Transmissao e manifestac@es clinicas

A transmissdo do SARS-CoV-2 ocorre por inalacdo e contato com particulas
contendo virus, absorvidas por mucosas da boca e nariz através das maos contaminadas
ou pelo ar. A OMS classificou como particulas maiores, goticulas (>5 pm) e menores,
nucleos de aerossdis (<5 um) (Rayeganet al., 2023). Apo6s se instalarna célula
hospedeira, ocorre a multiplicacdo viral e nesse periodo (especialmente na primeira
semana) o individuo apresenta alto poder de infectar outras pessoas, mesmo que seja
assintomatico. Se o sistema imune ndo conseguir interromper a progressao viral, 0s virus
alcancam os alvéolos pulmonares que s@o ricos em ACE2, onde ocorre migracdo de
leucocitos com citocinas, resultando na diminui¢do ou interrupcdo de trocas gasosas e
pneumonia. Alguns pacientes pioram muito e necessitam de ventilagdo artificial
podendo desenvolver insuficiéncia respiratdria aguda e sindrome respiratéria aguda
grave (SRAG). Ademais, outros orgaos podem ser comprometidos causando indmeros
sintomas, como: figado, rins (insuficiéncia renal), intestinos (vomitos, diarreia e dor
abdominal), sistema nervoso central (acidente vascular cerebral devido a micro trombos)
e coracao (eventos cardiovasculares como infarto) (Vieira; Emery; Andriolo, 2020).
Alguns achados pdés morte incluiram danos alveolares, lesdo tubular renal, edema
cerebral, micro trombose e a presenca de SARS-CoV nos pulmdes, rins, cérebro e
orgaos hematologicos (Lai et al.,2020;Kellam; Barclay, 2020;Hanleyet al.,2020;
Auwaerter, 2020).A figura 3 é a representacdo esquematicada patogénese do virus
SARS-CoV-2.
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Figura 3: Representacdo esquemaética da patogénese pelo SARS-CoV-2.
Fonte adaptada: Chatterjee 2020

Desde que a OMS declarou a pandemia em 2020, tornou-se fundamental
distinguir a COVID-19 de outras doencas sazonais. Para isso, a organizacdo caracterizou
alguns sintomas diferenciais para a COVID-19: presenca de processo inflamatorio na
garganta que evolui para tosse seca, espirros, coriza, fraqueza e mal-estar, presenca de
anosmia (diminuicdo ou auséncia de olfato) e ageusia (diminuicdo ou auséncia do
paladar)(OMS, 2020; Ministério da saude, 2024). Ademais, individuos idosos e que
apresentam comorbidades como doencas cardiovasculares, diabetes, cancer e afeccdes
respiratorias cronicas devem ser monitorados por apresentar maior probabilidade de
desenvolver quadros graves da COVID-19, embora a doenca possa sucumbir individuos
de qualquer idade (OMS 2020; Ministério da Saude, 2024).

O diagndstico precoce da COVID-19 contribui para reduzir as chances de
transmissdo, porém muitos paises como no Brasil, o teste é feito apenas em pacientes
sintomaticos, deixando de fora uma legido de individuos assintomaticos sem
diagndstico, porém, portadores do virus (Boschieroet al., 2021). A figura 4 representa o
namero de mortes por ano desde o inicio da pandemia, enquanto a figura 5 demonstra o

namero de mortes no Brasil e a tabela 1 separa 6bitos por regido.
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Figura 4: Representacéo grafica de mortes por COVID-19 no mundo
Fonte: Organizagdo Mundial da Saude acesso em 03/03/2025

Desde 2020, a COVID-19 ja matou mais de 7 milhGes de pessoas em todo o
mundo. No Brasil foram mais de 700 mil dbitos com taxa de mortalidade de 330,0 para
100 mil habitantes.

450,000

424,107

400,000
350,000
300,000

2 250,000
=

=

0 200000
150,000

194.949

100.000

50,000
3.914

2020 2021 2022 2023 2024
Ano

Figura 5: Obitos por COVID-19 no Brasil entre 2020 e 2024



Fonte: Ministério da satde consulta em 15-07-2024

Tabela 1- Casos e Obitos por COVID-19 no Brasil por regio

30

Regido Casos Obitos Obitos/100 mil habitantes
Sudeste 15.673.714 345.249 340,4
Sul 8.300.176 113.476 378,6
Nordeste 7.623.645 137.140 240,3
Centro oeste 4.603.468 67.203 412,4
Norte 3.003.048 52.193 283,2

Fonte: Ministério da Salide Consulta em 03/03/2025
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2.1.4 Diagndstico

A técnica padrdo-ouro para deteccdo da COVID-19 é baseada na identificacdo
do material genético do virus (&cido ribonucleico — RNA) pela técnica de RT-PCR
(transcricdo reversa — reacdo em cadeia da polimerase) obtidas por amostras de
nasofaringe e orofaringe coletadas com swab, também podem ser usados materiais do
trato respiratério inferior como escarro, aspirado traqueal ou lavado brénquico, alguns
estudos indicam a presenca do virus também na saliva, fezes e sangue (Long et al., 2020;
Duong; Wright; Justman, 2020; Auwaerter, 2020; Wang,2020).

A RT-PCR tem como principio a deteccdo e quantificacdo de fluorescéncia
emitida em cada ciclo da reacdo, sendo altamente sensivel na detec¢cdo de poucas copias
do material genético. Para que esse processo ocorra € necessario fazer a transcricdo do
RNA para DNA complementar, por meio de um processo denominado transcri¢éo
reversa ou RT. Apds esse processo, a amostra € colocada em placas contendo pocos
junto com os reagentes especificos que se intercalam nas fitas do DNA. Um software é
usado para construir um grafico relacionando os ciclos com a intensidade da
fluorescéncia, revelando o resultado apds término da reacdo (Vieira; Emery;Andriolo,

2020). A figura 6 representa o principio da técnica de RT-PCR.
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Figura 6: Principio da técnica RT-PCR para COVID-19
Fonte: Igenomix modificado. https://www.igenomix.com.br/genomics-precision-diagnostic/

Durante a pandemia, o Brasil enfrentou diversas fases com aumento dos casos
de COVID-19 (ondas) e com elas inumeras dificuldades para o diagndstico. Embora a

RT-PCR seja o teste de escolha e padrdo ouro, possuem algumas limitagdes como a
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necessidade de espaco fisico especifico e pessoal treinado para extracdo do material
genético sendo que, no inicio da pandemia, apenas alguns laboratérios escolhidos pela
OMS poderiam realizar o teste (Fiocruz no Rio de Janeiro, Instituto Adolfo Lutz em S&o
Paulo e Instituto Evandro Chagas no Para). Ademais, havia a possibilidade de resultados
falsos, especialmente devido ao pré-analitico como coletas inadequadas e degradagédo do
material genético, posteriormente os testes passaram a ser realizados também em rede
privada, porém com precos elevados (Instituto Adolfo Lutz — protocolo, 2021). Outros
fatores de impacto quanto a RT-PCR é o tempo de liberagdo que sdo maiores quando
comparado a outros testes laboratoriais, gerando morosidade na liberacdo dos resultados
(Bastos; Tavaziva; Abidi, 2020; Xavier et al., 2020; Pavéoet al., 2020; Auwaerter, 2020;
Barberiaet al., 2023).

Com o avanco da pandemia e as orientacbes da OMS sobre testagem em massa
das populacdes, as empresas voltadas aos diagnosticos laboratoriais desenvolveram
testes para pesquisa de antigeno e anticorpos relacionados ao SARS-CoV-2, entre eles 0
teste de ELISA (ensaiode imunoabsorcdo enzimatica) utilizando a metodologia de
quimioluminescéncia. Esses ensaios sdo usados na deteccdo de anticorpos de diferentes
classes como: IgA, IgM que séo indicadores da fase aguda da doenca e o 1gG da
infeccdo pregressa, embora mais ageis e com menor custo que o RT-PCR, possuem
como limitacdo, menor sensibilidade e especificidade, além da possibilidade em ocorrer
reacdes cruzadas com outros coronavirus. Ademais, a producdo de anticorpos demanda
um periodo entre 7 a 10 dias ap6s inicio da sintomatologia, periodo onde o individuo
transmite o virus. Esses testes usam como material bioldgico o sangue total, soro ou
plasma (Pavéoet al., 2020; Auwaerter, 2020; Vieira; Emery; Andriolo, 2020).

Durante este periodo, foram desenvolvidos testes rapidos ou testes laboratoriais
remotos (TLR) que utilizam a metodologia de imunocromatografia para a detec¢do de
anticorpos 1gG e IgM em amostras de sangue e que podem ser utilizados como
ferramenta de triagem tanto para pacientes sintomaticos quanto assintomaticos com
sensibilidade de 88,7% e especificidade de 90,6% (Li et al., 2020). Posteriormente, outro
teste foi disponibilizado, com possibilidade de detectar os antigenos virais utilizando
como amostras a secrecdo de orofaringe e nasofaringe (Vieira; Emery; Andriolo, 2020).
Em 2022 a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), liberou a
comercializacdo de autotestes que possuem 0 mesmo principio do teste rdpido na

deteccdo de antigenos, esse dispositivo pode ser encontrado em farmacias.
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2.1.5 Prevencdo e tratamento

Até dezembro de 2020, os tratamentos para a COVID-19 eram direcionados
para 0 aumento da imunidade, aliviodos sintomas e terapias de suporte como oxigeno
terapia, porém a comunidade cientifica estava envolvida no desenvolvimento de uma

vacina a fim de conter a propagacao da doenca (Attiaet al., 2021).

A vacinacdo é o método mais eficaz para prevenir doencas infecciosas ou
minimizar seus sintomas e muitas abordagens séo descritas para o seu desenvolvimento,
desde atenuacdo e inativacdo, bem como manipulacdo de DNA, RNA, proteinas e
polissacarideos (Plotkin, 2005). No dia 08 de dezembro de 2020, o Reino Unido foi o
primeiro pais ocidental a utilizar uma vacina aprovada para uso emergencial contra a
COVID-19 e pouco tempo depois outros paises como Canada, Estados Unidos e Uniéo
Europeia aprovaram o uso do imunizante. No Brasil a primeira vacina contra a COVID-
19 foi aplicada em 17 de janeiro de 2021, sendo autorizadas pela ANVISA as marcas
AstraZeneca, CoronaVac, Janssen e Pfizer. A partir de abril de 2021 com o esquema
vacinal consolidado, o Brasil baixou em 67% a média movel de obitos por COVID-19
até o més de agosto de 2021 e em julho de 2024, ja foram aplicadas 520.223.342 doses
da vacina no pais (Ministério da Saude, 2024; Associacdo Médica Brasileira, 2021;
Attiaet al., 2021). Em 05 de maio de 2023 a OMS declarou o fim da Emergéncia de
Salde Publica de Importancia Internacional.
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Figura 7: Relagdo entre esquema vacinal e queda da média mdvel de dbitos no Brasil entre abril e agosto
de 2021
Fonte: Ministério da Salde
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2.2 Espectroscopia Raman

A teoria de que a luz e a cor do céu sdo resultados do espalhamento pelas
moléculas da atmosfera foi bem estabelecida por Raylegh e Cabannes. Em 1928 o
indiano ChandrasekharaVenkata Raman fez uma nova descoberta, demonstrando que a
luz é dispersa pelas moléculas em liquido e gases sem poeira, € 0 retorno do feixe
incidente é acompanhado por uma radiacdo dispersa de frequéncia degradada que ele
denominou de “novo tipo de radia¢do secundaria”. Essa descoberta lhe rendeu o prémio

Nobel de Fisica em 1930 (Raman; Krishnan, 1928).

A espectroscopia Raman (ER) é uma técnica que investiga mudangas nos niveis
vibracionais moleculares, quando ocorre interacdo entre o féton e a mateéria, induzindo
alteracOes energeéticas. A interacdo entre foton e matéria causa transigdes nos estados
energéticos que podem ser: a) eletronicas geralmente na regido ultravioleta ou visivel, b)
rotacionais abrangendo a faixa do micro-ondas, c) translacionais e vibracionais que se
situam na faixa visivel do infravermelho ou infravermelho proximo (Sala, 2011; Santos
et al., 2019).

No espalhamento inelastico denominado Raman, um féton excita a molécula de
um estado vibracional eletronico fundamental para um estado virtual (intermediario),
seguido pelo retorno ao nivel fundamental, sendo o tempo decorrente desse processo em
torno de 10° segundos (Santos et al., 2019). Ao retornar ao estado fundamental o

espalhamento pode ocorrer de trés formas:

° Espalhamento elastico Rayleigh: a energia do foton se mantém
inalterada, mesmo ap0s a interacdo com a matéria, ou seja, ndo ha alteracdo do

comprimento de onda da radiacdo espalhada

° Espalhamento inelastico Stokes: moléculas no estado fundamental
absorvem parte da energia do féton incidente e sdo excitadas para um estado vibracional
ou eletrbnico mais alto. 1sso faz com que a radiacdo espalhada apresente menor energia

ou (maior comprimento de onda) do que a radiacdo incidente;

° Espalhamento inelastico anti-Stokes: moléculas excitadas em um estado

vibracional ou eletrbnico mais alto transferem parte de sua energia para o foton
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incidente. Isso faz com que a radiacdo espalhada apresente maior energia ou (menor

comprimento de onda) do que a radiacdo incidente.
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Figura 8:Esquema da transicdo entre os niveis de energia molecular e suas bandas Raman correspondente.
(a) Espalhamento ineléstico Raman Stokes, (b) espalhamento eléstico Rayleigh, (c) espalhamento
inelastico Raman Anti-Stokes.
Fonte: Cho et.al. 2020

As diversas formas de espalhamento, representadas na Figura 8 formam um
numero de picos conhecidos por espectros Raman, onde linhas espectrais sdo obtidas em
funcéo das frequéncias vibracionais denominadas deslocamentos Raman (Raman shifts)
que sdo expressas em cm * enquanto a intensidade é expressa em unidades de contagens
arbitrarias. Os espectros Raman refletem a impressdo digital Unica de cada molécula.

(Faria; Santos; Gongalves, 1997).

A sobreposicdo de picos Raman forma bandas espectrais, fornecendo
informacBes sobre os modos vibracionais, deslocamento Raman e possiveis alteracdes

estruturais das moléculas (Pezzotti, 2021).

A analise por espectroscopia Raman requer pré-processamento geralmente
realizado em trés etapas: remoc¢do dos raios cosmicos, suavizagdo do sinal e subtracéo da
linha de base. Os polinbmios e algoritmos sdo 0s mais utilizados na extracdo da
fluorescéncia enguanto os raios cosmicos podem ser extraidos manualmente, atualmente
algoritmos usando filtragem morfoldégica matemaética tém sido implementados com
sucesso na corre¢do de linha de base, reconhecimento de picos e remocdo de raios
cdsmicos, outros estudos usando aprendizado de maquina tém sido aplicados de forma

eficiente para a ciéncia analitica (Pavelka; Hemzal; Hrbac, 2023).
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A espectroscopia Raman tem sido usada com sucesso na identificacdo de
substancias desconhecidas em ciéncias de materiais, no campo da medicina
caracterizando fluidos bioldgicos, na medicina forense e criminalistica com analise de
tracos de disparos e reconhecimento de drogas ilicitas. Ademais, na area de diagnostico,
a técnica possui elevada sensibilidade e especificidade quando comparada aos padrfes
ouro de diagnostico, com a vantagem de ndo usar reagentes e ndao destruir o material a
ser analisado (Qi et al.,2023).

2.2.1 A espectroscopia Raman na anélise de materiais bioldgicos

Os métodos de analise por espectroscopia Raman tém sido amplamente
estudados por oferecer diversas vantagens em relacdo aos métodos convencionais, entre
eles: rapidez na obtencdo de informacgdes precisas a nivel molecular, a utilizacdo de
quantidade minima de amostras e por ndo usar reagentes. Em uma revisdo bibliografica
foram descritos avancos significativos com aumento no nimero de pesquisas utilizando
a espectroscopia Raman em diversos tipos de canceres e doencas infecciosas, revelando
alta sensibilidade e especificidade do método (Paraskevaidiet al., 2021; Krafft, 2015;
Delrue, 2022). A nefropatia diabética € uma das complicacfes em pacientes diabéticos e
seu diagnostico convencional baseia-se em exames laboratoriais e bidpsia renal que € um
método invasivo. A ER demonstrou grande potencial em seu diagndstico com precisdo
de 93,3%, sensibilidade de 87,5% e especificidade de 100%. Ademais, outro estudo
distinguiu individuos saudaveis de individuos diabéticos com hipertensdo arterial
(Carlomagno et al., 2021; Everton et al., 2022). Um estudo de revisdo demonstrou que a
ER é capaz de detectar e identificar bactérias rapidamente, especialmente quando
combinadas as técnicas de concentragdo do microrganismo, além disso possibilita
resultados mais rapidos que nos métodos convencionais, auxiliando o clinico em um

tratamento efetivo (Rodriguez; Zhang; Wang, 2023).

Diversos sdo os materiais biolégicos que podem ser usados na ER, entre eles o
sangue, urina, saliva, tecidos e outros fluidos biol6gicos resultando em espectros
caracteristicos das biomoléculas (proteinas, lipideos, acidos nucleicos e carboidratos)
que compBem o material analisado. Ademais, 0 uso combinado da ER e analises
multivariadas produz melhor resultado no reconhecimento de padrdes fornecendo maior

precisdo e diferenciacdo na classificacdo de amostras biolégicas (Sirajet al., 2021).
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2.2.2 AplicacOes da espectroscopia Raman as doencas virais

A mpox é transmitida pelo virus monkeypox, por meio de contato com sangue,
fluidos corporais, lesdes na pele ou mucosa de animais e principalmente por goticulas
respiratérias. A OMS alertou em junho de 2024 para uma variante mais perigosa devido
a mutacdo viral e os dados indicam uma taxa de 10% de letalidade entre criangas na
Africa Central. Até abril de 2024 foram registrados 97.208 casos da doenca no mundo,
com 186 6bitos confirmados. O Brasil é um dos dez paises com mais casos (11.212),
atrés apenas dos EUA que contabilizam 32.820 casos (OMS, 2024). Sabendo da
necessidade de métodos réapidos para deteccdo da doenca, foram desenvolvidos estudos
utilizando espectroscopia Raman de superficie aprimorada (SERS), que apresentaram
resultados promissores com deteccdo minima de 100 cépias/mL, sendo util para
construir uma curva espectral relacionando a intensidade do pico com concentracdo de

proteina e acido nucleico (Zhang et al., 2023; Lukose, 2023).

A hepatite B é uma das principais causas de carcinoma e cirrose hepatica. Os
métodos convencionais de analise, demandam varios marcadores soroldgicos para um
resultado completo. Em um estudo utilizando amostras de soro e a metodologia de
espectroscopia Raman de superficie aprimorada (SERS), foi observada sensibilidade
maior que o requisito clinico, além de uma especificidade de 100% na deteccdo do
antigeno de superficie da hepatite B (HBsAgQ) (Xuet al., 2024; Ramojiet al.,2022).

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) foi alvo de um trabalho utilizando
SERS onde foram identificadas distingdes em bandas espectrais para o virus. Enquanto
0s picos 562 cm™ 800 cm™ e 1094 cm™ estavam presentes nas amostras negativas e
positivas, 0s picos 421 cm™, 1069 cm* e 1254 cm™* foram observados apenas nas
amostras de HIV, afirmando que a técnica pode ser usada para identificar estruturas
moleculares e biomacromoléculas que podem ser exploradas como biomarcadores na

triagem do HIV (Anwar et al., 2023; Demoliou, Papaneophytou, Nicolaidou 2022).

A COVID-19 foi alvo de inimeras pesquisas devido a sua relevancia em escala
global. Em estudos realizados em 2021, utilizando espectroscopia Raman e laser
infravermelho, foi possivel caracterizar a localizacdo do virus e produtos associados a
resposta do hospedeiro contra a infeccdo, demonstrando que a ER é um método que
fornece informacgGes Uteis sobre as moléculas do virus e deve ser aprimorado em estudos
futuros (Rumalinget al., 2022, Goulart et al., 2022).
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2.3 Ferramentas estatisticas para andlises espectrais

Os dados amostrais possuem informacOes relevantes acerca dos materiais
analisados e deverdo ser extraidos por meio dos métodos matematicos e estatisticos. O
pré-tratamento de dados tem a finalidade de corrigir artefatos que interferem no
experimento, mas que ndo sao dependentes da amostra, como 0s raios cosmicos. O pré-
processamento é usado para o aprimoramento da linha de base como: suavizagdo,
correcdo, normalizacdo e dimensionalidade. Apds esses processos deve-se construir o

modelo analitico onde os dados serdo analisados (Ryabchykov, 2019).

2.3.1 Analise de componente principal (PCA)

A analise de componente principal (PCA) é um metodo estatistico que possui a
finalidade de reduzir a dimensionalidade de um conjunto de dados. Essa ferramenta
permite a identificacdo de padrdes ao transformar as variaveis originais em um conjunto
menor de variaveis denominadas componentes principais (PCs). Os PCs séo
subdivididos e a maior variacdo espectral € armazenada no PC1, a extracdo das variagcdes
seguem sucessivamente até o componente de menor variancia. Os dados originais
escalonados em uma menor dimensdo representam uma combinacgéo linear das variaveis
originais, enquanto os escores indicam o0s valores das amostras nesses novos eixos. Os
escores ajudam a visualizar a distribuicdo e separacdo das amostras graficamente
enquanto os loading mostram a contribuicdo de cada varidvel para o componente
principal, ou seja, quanto cada variavel original carrega no componente principal. A
combinacdo entre PCs, escore e loading permite identificar de maneira aprofundada os
componentes relevantes das amostras (Varmuza; Filzmoser, 2016; Hall, Muller, Wang,
2006).

2.3.2 Analise discriminante pelos minimos quadrados parciais (PLS -

partialleastsquares) e PCA

A ferramenta estatistica PLS é utilizada para encontrar um modelo de regressao
linear, gerando novas varidveis que serdo usadas na classificacdo e discriminacdo da
amostra. A PLS permite separar as amostras em regides bem definidas graficamente,

baseada no numero de vezes que se repetem e que estdo contidas nos componentes



39

principais, ou seja, além de reduzir os dados também maximiza a separagdo de diferentes
classes como saudaveis e doentes.

Com a aplicagdo da regressdo dos minimos quadrados parciais obtém-se novos
componentes denominados latentes, que sdo combinacdes lineares das variaveis
originais. Estes componentes possuem maior poder de diferenciagdo entre classes,
auxiliando na criagdo de modelos para classificar novas amostras com base nos dados
espectroscopicos(IBM SPSS Statistics 30.0.0”, 2024).

A PLS necessita de duas etapas: calibracéo e validacdo. A calibracdo tem como
finalidade distinguir as classes com base nas caracteristicas dos dados. Nessa etapa um
conjunto de dados conhecidos é usado para construcdo do modelo que relaciona as
variaveis preditoras (espectros Raman) com as classes em estudo. A validagdo tem por
finalidade assegurar que o modelo seja robusto e confiavel na classificagdo das amostras.
Nessa etapa 0 modelo é testado usando um conjunto de dados que ndo foi usado na
calibragdo, permitindo avaliar se 0 modelo funciona de maneira adequada para novos
dados, capturando padrdes reais que podem ser aplicados a novas amostras. Uma das
ferramentas que pode ser utilizada na validacédo € a leave-one-out, onde cada amostra do
conjunto de dados é usada somente uma vez, enquanto o restante das amostras séo
usadas para formar um novo modelo, entdo, a amostra inicialmente extraida € inserida
novamente ao conjunto de dados para definir sua correlacdo com os demais dados, e
assim calcular o erro de previsdo. Para uma validacdo completa, todas as amostras
devem ser excluidas, uma a uma, e posteriormente reinseridas para formacdo dos
modelos de classificacdo. Para discriminar os componentes que possuem diferencas
significativas entre os grupos, pode-se aplicar um intervalo de confianca (valor de p).
Essa ferramenta auxilia na distincdo do diagndstico e classificacdo (Paraskevaidiet al.,
2021; Nunes et al., 2012).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos éticos

Esse trabalho de pesquisa foi elaborado com atencdo aos preceitos éticos e foi
submetido & apreciacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Anhembi
Morumbi - UAM, que emitiu parecer consubstanciado aprovando o projeto com o
certificado de apresentacéo de apreciagdo ética 26691419.6.0000.5492. (APENDICE A)

O desenho do estudo é apresentado em um fluxograma na Figura 9, onde pode-
se obter todas as fases do processo, tendo o0 seu curso iniciado pelas amostras sanguineas
submetidas as técnicas laboratoriais convencionais, depois a espectroscopia Raman, até
0 resultado da analise estatistica, permitindo a identificacdo das diferencas na
composicao bioquimica das amostras estudadas e a discrimina¢do dos grupos.

Figura 9: Desenho do estudo
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3.2 Amostras de soro

As amostras de nasofaringe (usadas apenas nos testes convencionais) e sangue
(usadas no teste convencionais e espectroscopia Raman) foram obtidas no laboratorio de
analises clinicas CIPAX Medicina Diagnostica localizado na cidade de S&o José dos
Campos, SP.

3.2.1 Amostras de soro usando a técnica RT-PCR

Foram selecionados 20 individuos, entre eles 10 apresentaram resultado
positivo em: teste RT-PCR (orofaringe) + ELISA (soro) para COVID-19 enquanto 10

amostras apresentaram-se negativas para esses testes.

Para as amostras de RT-PCR, a secre¢do de nasofaringe e sangue foram
coletadas entre o terceiro e o décimo dia ap6s o inicio dos sintomas como dor de
garganta, febre, tosse, anosmia, coriza, cefaleia, falta de apetite, dor abdominal, dor no
corpo e pneumonia. As amostras de nasofaringe e orofaringe foram coletadas por meio
de dois swabs de poliéster e imediatamente colocadas em tubo com tampa de rosca
contendo 3 mL de solucdo de salina estéril (swab e tubo Kolplast, Sdo Paulo, SP). Os
tubos foram transportados em posicdo vertical a temperatura entre 2° a 8°C até o
processamento das amostras (Instituto Adolfo Lutz, 2020; Abbott, 2020; SBPC, 2020).

3.2.2 Amostras de soro usando Imunocromatografia

Foram selecionados 94 individuos, entre eles 40 apresentaram resultado
positivo no teste imunocromatografico separados em IgM (06), IgM+IgG (13) e IgG

(21), enquanto 54 amostras apresentaram-se negativas para esse teste.

Todas as amostras foram provenientes de pacientes assintomaticos que

realizavam outros exames laboratoriais.

3.2.3 Coleta e preparo das amostras de soro

O sangue total foi coletado por puncdo venosa em sistema fechado utilizando
tubos contendo gel separador (Vacutainer®, BD Diagnostics, Franklin Lakes, NJ, EUA),

que foram submetidos a centrifugacdo por 10 minutos a 3.000 rotagBes por minuto
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(RPM) para separagdo do soro, utilizando a centrifuga modelo Elektra, Laborline, Séo
Paulo, SP, Brasil. As amostras de soro foram usadas para os testes moleculares usando o
kit (Abbott Real-Time SARS-CoV-2 da marca Abbott Laboratories, S&o Paulo, Brasil)
com sensibilidade de 95% e especificidade de 100%, testes imunoldgicos usando a
metodologia ELISA (kit EuroimmunAnti SARS-CoV-2 ELISA e equipamento
EuroimmunAnalyzer I, Euroimmun Brasil, Sdo Caetano do Sul, SP, Brasil), e
imunocromatograficos utilizando o kit teste rapido OnSite™ COVID-19 IgM/1gG (CTK
Biotech Inc., Poway, CA, EUA) com sensibilidade de 78,0% e especificidade de 99,4%
para IgM, sensibilidade de 96,8% e especificidade de 100% para 1gG (Ejazi S.A, 2021).

Estas amostras foram congeladas e acondicionadas em caixas térmicas e
transportadas ao Laboratdrio de Espectroscopia Raman do Centro de Inovacgéo,
Tecnologia e Educacéo (CITE) para a realizagdo dos ensaios.

No laboratorio de Espectroscopia Raman, as amostras foram descongeladas e
entdo separadas em grupos nomeados de Grupo Controle e Grupo COVID-19, com suas

quantidades apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 — NUmero de amostras de soro para a espectroscopia Raman

Grupo Quantidade de amostras obtidas
Controle 64
COVID-19 50

3.3 Aquisicéo dos espectros Raman e pré-processamento

Os espectros Raman foram obtidos das amostras de soro, que foram
homogeneizadas e pipetadas em um porta-amostras de aluminio contendo furos. Para a
pipetagem foi utilizada uma micropipeta monocanal de volume variavel (model P200,
Bio-Rad Inc., Hercules, CA, EUA) e aspirado 80 pL da amostra.

Os espectros foram obtidos em um espectrdmetro Raman dispersivo no
infravermelho préximo (modelo Dimension P1, Lambda Solutions Inc., MA, EUA),
conforme diagrama esquematico e foto do equipamento apresentados na Figura 10. O
espectrometro utiliza laser de diodo em 830 nm como fonte de excitacdo, acoplado a

uma sonda Raman por um cabo de fibras dpticas, obtendo-se 350 mW de poténcia laser
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na saida de excitacdo da sonda Raman. O espalhamento da amostra foi coletado pela
sonda Raman e acoplado ao espectrometro para dispersdo. O espectrometro possui grade
de difracdo de 1.200 linhas/mm que promove a dispersdo da luz espalhada na faixa
espectral entre 400 e 1800 cm %, e a direciona ao detector backthinned, deep-depletion
CCD (charge coupled device) de 1340x100 pixels, refrigerada por Peltier a -75 °C,
fornecendo resolucéo espectral de aproximadamente 4 cm™. O tempo de exposicdo para
a obtencdo dos espectros foi de 30 segundos (3 segundos de varredura e 10
acumulacdes) e cada amostra foi analisada em triplicata visando aumentar o nimero de
espectros no modelo de diagnéstico. Foram adquiridos um total de 189 espectros
normais (controles) e 149 espectros COVID-19.

Os dados armazenados no computador foram submetidos a pré-processamento
para subtrair a linha de base devido ao fundo de fluorescéncia e espalhamento e, para
isso, um polindmio de 72 ordem foi ajustado a todo o intervalo do espectro e subtraido.
Os raios cosmicos foram removidos manualmente e os espectros normalizados pela area
sob a curva (normalizacdo de 1 norma). O pré-processamento faz-se necessario para
reduzir possiveis interferentes coletados durante a aquisicdo dos espectros e com isso
maximiza os sinais importantes que sdo obtidos para analise posterior. A Figura 10
mostra a fotografia e 0 modelo esquematico do espectrometro, enquanto a Figura 11
mostra um exemplo de um espectro de soro com a remocéo do sinal de fluorescéncia de

fundo por subtragdo de um polinbmio de ordem 7.

Espectrometro Raman

CCD

Espectrografo

Sonda Raman |
USB

i

Computador
Figura 10: esquerda: diagrama esquematico do espectrémetro Raman dispersivo (modelo Dimension P-1).
A direita; foto do aparelho Raman dispersivo.
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Figura 11: Exemplo de um espectro Raman de soro sanguineo ap6s remogdo de fluorescéncia de fundo por
polindmio de ordem 7 ajustado em toda a faixa.

3.4 Analise de componente principal (PCA) e minimos quadrados parciais (PLS)

para extracdo de caracteristicas (analise exploratoria) e discriminacgédo

Os espectros Raman foram submetidos a analise de PCA a fim de revelar as
diferencas espectrais entre 0s grupos. Essas diferencas sdo sugestivas das mudancas na
constituicdo bioquimica devido a doenca COVID-19 (anélise exploratoria). As variaveis
da PCA, cargas dos componentes principais (PCs) foram usados na analise discriminante
(DA) e esse modelo foi implementado por meio de regressdo dos minimos quadrados
parciais PLS usando todas as informacdes espectrais e ndo apenas os PCs selecionados.
Modelos multivariados como PCA e PLS foram usados para classificacdo de espectros
Raman de soros em normais e anemias e para quantificacdo de analitos sanguineos em

soro humano para diagnostico (Giansanteet al.,2022).

A extracdo das caracteristicas dos componentes principais foram realizadas no
Matlab® 7.4.0 (R2007a) (Mathworks Inc., Natick, MA, EUA). As variaveis PCA
escores e Loadings (PCs) foram extraidas usando o conjunto de dados, considerando
cada espectro uma amostra; 0s escores se assemelham aos espectros Raman e
representam o eixo da variancia espectral (em ordem de aparecimento), e os PCs
representam as intensidades de cada escore no espectro original. Os modelos de analise
discriminante usando PCA e PLS (PCA-DA e PLS-DA) foram realizados usando a
rotina Chemoface (www.ufla.br/chemoface/) usando a validagdo cruzada leave-one-out
(Nunes et al., 2012). A discriminacéo foi testada sem tratamento e com filtro de derivada

de primeira ordem.
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3.4.1 Espectroscopia Raman comparadas ao RT-PCR — ferramentas estatisticas
Foram aplicados varios testes estatisticos como:

° Normalidade de Kolmogorov-Smirnov: utilizado para determinar se a
amostra estudada possui distribuicdo normal no grafico (distribuicdo gaussiana),
avaliando a distancia entre a distribuicdo normal previamente conhecida em relacdo a da
amostra estudada. Esse estudo pode gerar uma hipdtese nula, onde (p>0,05) e a amostra
segue a distribuicdo normal, enquanto a outra hipdtese, denominada alternativa, o

(p<0,05) indicando gque a amostra ndo segue a distribuicdo normal.

° Teste t de Student: usado para comparar médias entre dois grupos e
verificar se as diferencas entre eles € estatisticamente significativa, enquanto o teste t de
Student com correcdo de Welch é uma versdo modificada do teste t para amostras
independentes, sendo usado quando as variancias dos dois grupos ndao podem ser

consideradas iguais ou quando os tamanhos das amostras sdo muito diferentes;

° Teste U de Mann-Whitney: é um teste ndo paramétrico usado para
comparar duas amostras independentes, verificando se as distribuicdes entre as amostras

diferem significativamente.

3.4.2 Espectroscopia Raman comparada ao teste de Imunocromatografia —

ferramentas estatisticas
Foram aplicados varios testes estatisticos como:

° Normalidade de Kolmogorov-Smirnov: esse teste é utilizado para
determinar se a amostra estudada possui distribuicdo normal no gréafico (distribuicdo
gaussiana), avaliando a distancia entre a distribuicdo normal previamente conhecida em
relacdo a da amostra estudada. Esse estudo pode gerar uma hipotese nula, onde (p>0,05)
e a amostra segue a distribuicdo normal, enquanto a outra hipdtese, denominada

alternativa, o (p<0,05) indicando gue a amostra ndo segue a distribuicdo normal;

° Teste t de Student: usado para comparar a média entre dois grupos e
verificar se adiferenca entre elas é estatisticamente significativa, enquanto o teste t de

Student com corre¢do de Welch é uma versdo modificada do teste t para amostras
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independentes, sendo usado quando as variancias dos dois grupos ndo podem ser

consideradas iguais ou quando os tamanhos das amostras s&o muito diferentes;

° Teste U de Mann-Whitney: também chamado de teste de Wilcoxon para
amostras independentes, e se trata de um teste ndo paramétrico usado para comparar

duas amostras independentes e determinar se suas distribuicdes sdo significativas;

° ANOVA ou Kruskal-Wallis: o teste ANOVA é um método estatistico
paramétrico, usado para comparar a média dos resultados entre diferentes grupos, além
de gerar um teste de hipoOtese que estabelece se ha diferenca entre elas. Ademais, o teste
de Kruskal-Wallis (ANOVA ndo paramétrica) é utilizado como alternativa ao teste
ANOVA quando a distribuicdo € ndogaussiana. O valor considerado significativo entre

0S grupos p< 0,05.

3.4.3 Associagdo dos dados para elaboracédo de um modelo de validacéo utilizando

todas as amostras (RT-PCR e Imunocromatografia)

A média de todos os espectros obtidos nos experimentos, separados entre
Negativo para COVID-19 e Positivo para COVID-19 foram compiladas. Os modelos de
analise discriminante usando PCA-DA e PLS-DA foram realizados usando a rotina

Chemoface e aplicando validacédo cruzada leave-one-out.
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4 RESULTADOS

Foram coletadas 114 amostras de sangue e posteriormente processadas por
meio de centrifugacdo, para a extragdo do soro. Destas amostras, 20 foram submetidas a
técnica de RT-PCR, resultando em 10 resultados positivos para COVID-19 e 10
resultados negativos para COVID-19. Em outro momento foram coletadas 94 amostras e
submetidas a técnica de imunocromatografia resultando em 40 resultados positivos para
COVID-19 e 54 resultados negativos para COVID-19. As amostras foram analisadas por
espectroscopia Raman onde foram obtidos um total de 60 espectros para amostras
provenientes do teste RT-PCR separadas em 30 positivas para COVID-19 e 30 negativas
para COVID-19, enquanto para as amostras provenientes do teste imunocromatografia
foram obtidos 278 espectros, sendo 119 positivos para COVID-19 e 159 negativos para
COVID-19.

A figura 12 apresenta os espectros Raman médios das amostras nos grupos
controle e COVID-19 para o experimento utilizando a metodologia Imunocromatografia

enquanto a figura 13 revela os resultados obtidos para as amostras testadas por RT-PCR.
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Figura 12: Médias dos espectros Raman obtidas a partir de amostras de soro negativos (grupo controle) e

positivos (COVID-19), diagnosticados por imunocromatografia. A direita separados por imunoglobulina.
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Figura 13: Médias dos espectros Raman obtidas a partir de amostras do soro negativos e positivos para
COVID-19 diagnosticados por RT-PCR, bem como os espectros de diferenca (COVID-19 e controle).

Ambos os espectros mostram caracteristicas Raman atribuidas aos constituintes
do soro, especialmente albumina. Foram observadas pequenas diferencas entre 0s
grupos; portanto, uma analise exploratéria mais detalhada por PCA foi realizada para
identificar alteracfes espectrais particulares associadas a diferencas na constituicao

molecular dos soros de individuos com COVID-19.
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A tabela 3 apresenta os picos observados no estudo com suas atribuicGes

bioquimicas referidas na literatura (Chen, 2021; Rumaling, 2022;Naz et al., 2024).

Tabela 3 -Agrupamento bioquimico: posi¢des dos picos das bandas dos espectros
Raman, atribuicdo segundo a literatura para estudos COVID-19

Posicdo do pico (cm™)

Atribuicdo em estudos de COVID-19

Referéncia*

810
842
1001
509
577
656
716
748
782
846
951
983
1000
1060
1207
1249
1317
1384
1453
1554
1048
1126
534
591
723
744
835
882
927
1481
1541

Amidas, Proteinas, RNA
Aminoacidos, Prolina
Proteinas
Glicoproteinas, Lipidios
Triptofano, Cisteina
Triptofano
Acido nucleico
Triptofano
Acido nucleico
Glicoproteina
Triptofano
Triptofano, Valina
Fenilalanina
Fosfolipidios
Triptofano
Amida 111
Aminoéacidos
Metila
Glicoproteinas, Lipidios
Triptofano
Triptofano, Fenilalanina
Triptofano, Fenilalanina
Ester de colesterol
Amida IV

Proteina de alongamento C-C
Modo de respiracdo anel timina DNA/RNA

Aminoécido tirosina

Residuo de triptofano e tirosina
Alongamento C-COO" fenilalanina

Amida Il
Grupo carbonila amida

>

O0O0O0O000000 MWW W W wWwWmWwWwWWWwWwW™WM®WMWmW®mD> D>

Fontes: (A) Chen, 2021; (B)Rumaling, 2022, (C) Naz et al., 2024
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4.1 Analise exploratoria por PCA com anélise discriminante e classificacdo

A andlise exploratdria por meio das caracteristicas PCA, mostrou diferencas na
composicao bioguimica do grupo controle e COVID-19, evidenciado por picos Raman
atribuidos a proteinas, aminoécidos, acido nucleico e lipidios em ambos 0s experimentos

(amostras submetidas a RT-PCR e Imunocromatografia).

A Figura 14 revela os seis primeiros escores loadings (PCs) utilizando soros
provenientes do experimento Imunocromatografia. Eles representam 98,9% da variagéo
espectral, sendo que o score 1 representa sozinho 98,3% da variacdo. A diferenca de
0,6%, embora em pequena concentracdo no soro, revela as diferencas entre os individuos
negativos e positivos para COVID-19 sugerindo a natureza complexa da resposta do

organismo apos a infecgéo viral.
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Figura 14: Gréfico dos seis componentes principais escores e Loadings (PCs) para o experimento
provenientes das amostras de imunocromatografia.
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A Figura 15 representa os seis primeiros escores e loadings (PCs) das amostras

de soro provenientes do experimento RT-PCR. Eles perfazem 99,4% da variacdo

espectral. A significancia estatistica de cada PC no grupo COVID-19 versus Controle

pode ser visualizada na Figura.
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Figura 15: Gréfico dos primeiros seis componentes principais e escores e suas
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4.2 Andlise discriminante e classificacdo RT-PCR e Imunocromatografia

A partir dos espectros Raman dos soros e dos seis primeiros PCs de ambos 0s
grupos (analisados separadamente) foi desenvolvido um modelo de classificacdo usando
a analise discriminante por meio do software Chemoface. Os modelos empregaram
analise discriminante (PCA-DA) e andlise discriminante PLS (PLS-DA) aplicadas ao
espectro. A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos em sensibilidade, especificidade e

acurcia para os estudos de RT-PCR e Imunocromatografia.

Tabela 4 - Métricas de desempenho da espectroscopia Raman

Teste de COVID-19 Sensibilidade Especificidade Acurécia
% % %

RT-PCR 80 100 90,0

Imunocromatografia 84 95 90,3

4.2.1 Andlise discriminante e classificacdo de todos os conjuntos de dados

Para esse estudo, foram usados todos o0s espectros separados em grupos
negativos e positivos com a finalidade de estabelecer um modelo de validagdo do grupo
COVID-PCR e COVID imunocromatografia utilizando a técnica de validacdo cruzada
leave-one-out. Nessa técnica um conjunto de dados é usado uma vez como teste,

enquanto o restante dos dados € usado para treinamento do modelo.
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Essa ferramenta permite o aproveitamento méaximo dos dados, facilitando a
analise em conjunto de dados pequenos e resultando em estimativas de desempenho
mais precisas. A Figura 16 representa a média desses espectros enquanto a Figura 17
evidencia 0s espectros e os componentes principais. Na Figura 18 é possivel comparar 0s
componentes principais de todos 0s experimentos separadamente.
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0.007 4 | —— Media todos controles

0.006 4 | ——Média todos COVID-19
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0.004 1
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-0.002 : . . v . . w
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Intensidade (Unid. arbitraria)
852
941

Figura 16: Espectros obtidos pela média de todos os individuos negativos e positivos para COVID-19
obtidos dos experimentos RT-PCR e Imunocromatografia.
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Na Figura 17 indica o experimento utilizando o conjunto de amostras controle e

COVID-19, nela é

componente principal separadas por sequéncia de aparicao.
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Figura 17: Espectros médios e PCs provenientes da unido de todos os espectros obtidos nos experimentos
RT-PCR e Imunocromatografia
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Figura 18: Comparativo entre os Componentes principais do experimento RT-PCR, Imunocromatografia e
do conjunto de dados RT-PCR e Imunocromatografia

A partir da média dos espectros Raman dos soros e dos seis primeiros PCs de

ambos os grupos, foi desenvolvido um modelo de classificacdo analise discriminante no

software Chemoface. Os modelos empregaram andlise discriminante (PCA-DA) e

andlise discriminante PLS (PLS-DA) aplicadas ao espectro. A Tabela 5 apresenta o

nimero de amostras e erros obtidos por espectroscopia Raman, engquanto a tabela 6

apresenta a matriz de contingéncia para a obtencdo de sensibilidade e especificidade e

finalmente a tabela 7 apresenta os resultados obtidos em sensibilidade, especificidade e

acuracia para ambos os estudos usando a média do grupo controle (negativo para
COVID-19) e positivo para COVID-19.
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Tabela 5: Matriz de contingéncia de erros para os modelos de classificagdo Raman
utilizando os espectros dos grupos

Erros de diagnostico

Grupo Pacientes Raman (por paciente)
Controle (RT-PCR) 10 1
Controle (Imunocromatografia) 54 3
COVID-19 (RT-PCR) 10 4
COVID-19 (Imunocromatografia) 40 4

Tabela 6: Matriz de contingéncia para célculo de sensibilidade, especificidade e acuracia

Diagndstico Raman/ PLS —-DA

Amostras

COVID-19 Controle Negativo
Soro Controle (n = 64) 4 60
Soro COVID-19 (n = 50) 42 8

Tabela 7: Sensibilidade, Especificidade e Acuracia do conjunto de dados Controle e
COVID-19 utilizando os experimentos RT-PCR e Imunocromatografia

Grupo Sensibilidade  Especificidade Acuracia
% % %

RT-PCR e Imunocromatografia 84 93,8 89,5
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5 DISCUSSAO

O soro humano € composto por aproximadamente 91% de &gua, 8% de
proteinas e 3% de eletrolitos, carboidratos, lipidios, produtos de excrecdo e outros
metabdlitos. As imunoglobulinas, que sdo proteinas envolvidas na resposta imune a
infeccdes, sdo divididas em 1gG que compde cerca de 70 a 80% do total das
imunoglobulinas, IgA abrange aproximadamente 10 a 15% e IgM corresponde a cerca
de 5 a 10% sendo essa a primeira classe de anticorpos a ser produzida em resposta a um
antigeno (Anderson, 2002).

A deteccdo dos anticorpos para a COVID-19 é especialmente indicada como
complemento da RT-PCR, quando h& sintomatologia e o exame indica negatividade,
alem disso é importante na pesquisa de infeccdo assintomatica onde ocorreu contato com
individuos positivos. Um estudo realizado em 164 individuos com contato proximo a
portadores de COVID-19 e assintomaticos, demonstrou que 16 apresentavam o teste RT-
PCR positivo e foram detectadas as imunoglobulinas IgG e IgM. Ademais, 7 individuos
apresentaram 1gG e/ou IgM positivos e RT-PCR negativos (Long Q et al.,2020;
Fleischmann, 2023).

Para ambos os experimentos (metodologia RT-PCR e imunocromatografia) o
Escore 1 apresentou caracteristicas espectrais relacionadas ao soro, porém no grupo
experimental por imunocromatografia houve significancia estatistica p<0,01 e uma
diferenca na concentracdo da proteina no grupo COVID-19 em relacdo ao controle,
sugerindo diminuicdo de albumina. Quando separado por imunoglobulina essa queda
estava relacionada ao subgrupo IgM e IgG. A diminuicdo de albumina pode estar
relacionada ao aumento da permeabilidade capilar onde a proteina migraria para o
espaco extracelular ou efeitos de citocinas pro-inflamatoérias (Rodriguez et al., 2020,
Thomset al., 2020).

O Escore 2 de ambos os grupos (RT-PCR e Imunocromatografia) apresentaram
significancia estatistica, p< 0,0001 e caracteristicas espectrais positivas que podem ser
atribuidas aos acidos nucleicos e proteinas. Foram observados picos nas posicdes 794,
1142, 1366 e 1630 cm™* para as amostras provenientes do experimento RT-PCR
indicando a presenga de aminas/amidas e &acido nucleico, enquanto nas amostras
provenientes do experimento imunocromatografia foram identificados picos nas

posicBes 736, 1144, 137 e 1633 cm! indicando a presenca de &cido nucleico. A
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identificacdo de acido nucleico sugere a presenca do virus. Os picos de proteina de
menor intensidade no grupo COVID, foram observados para o grupo RT-PCR nas
posicdes 939, 1003, 1454 e 1672 cm ! e para 0 grupo imunocromatografia nas posices
502, 895, 950, 1004, 1313 e 1451 cm™. Essas menores intensidades nos picos de
proteinassugerem a fase exsudativa e diminui¢do geral da producdo proteica que pode
ser explicada pela presenca da proteina Ndpl codificada na presenga do SARS-CoV-2,
que se liga a subunidade ribossémica 40 s, impedindo sua ligagdo com o RNA
mensageiro e afetando a producdo normal de proteinas (Thomset al., 2020, Zhang et al.,
2021). Ademais, no grupo RT-PCR observou-se concentragdo menor de carotenoide em
relagdo ao controle identificados por meio dos picos 1159 e 1529 cm™, portanto, as
diferencas encontradas entre os dois experimentos no Escore 2 foi a presenca de
aminas/amidas (maiores quando comparadas ao controle) e carotenoide (menores
quando comparados ao controle) no grupo RT-PCR. A COVID-19 aumenta 0s
mediadores quimicos da inflamacdo, como aminas vasoativas (histamina), derivadas de
granulos que estdo dentro das células, como macréfagos teciduais, células endoteliais e
leucocitos (Ettah; Ashton, 2018; Houet al., 2020). Esses mediadores quimicos incluem
aminas vasoativas (histamina), serotonina.O aumento de aminas observado nos espectros
Raman também pode ser explicado pelo aumento das transaminases (TGO e TGP), que
sd0 enzimas responsaveis por transferir um grupo amina de um amino&cido para um
hidrocarboneto para formar um aminoacido diferente e pelo aumento da ureia (principal
composto funcional das amidas) e da amina nitrogenada creatina sintetizada no figado,
rins e pancreas a partir dos aminoacidos glicina e arginina, tendo também a metionina
como doador de metil (Khan et al., 2016;Wang et al.,2020; Mahmoodet al., 2018).
Portanto, essas aminas poderiam ser responsaveis pelas caracteristicas Raman referidas
as aminas/amidas que estavam presentes nos soros do grupo positivo para COVID-19
pela técnica RT-PCR. A auséncia desses picos no grupo de imunocromatografia pode ser
explicada pelas caracteristicas da populacdo que apresentava-se assintomatica (menor

gravidade) nesses grupos.

O Escore 3 ndo apresentou diferenca estatistica tanto para o experimento
usando amostras testadas por RT-PCR quanto para 0 experimento usando
Imunocromatografia, apesar de apresentar picos negativos sugestivos de caroteno para as
amostras provenientes do experimento RT-PCR, em 1004, 1157, e 1525 cm™. Para o

experimento de imunocromatografia foram observados picos positivos sugestivos de
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acido nucleico e triptofano (759, 1012, 1360, 1676, 879, 1238 e 1557 cm!) e picos
negativos sugestivo de proteina e aminoécidos (glicina e tirosina) nas faixas de 906,
1003, 1159 e 1343 cml, além disso foram observados picos sugestivos de
imunoglobulina nas posicdes 508, 943, 1518 e 1656 cm™*. A presenca de acido nucleico
sugere que o material genético do virus estd presente na fase aguda da infeccdo para
COVID-19 e podem ser detectaveis. Ademais, os aminoécidos glicina e tirosina podem
estar em menor intensidade no grupo IgM do que nos outros grupos. A glicina pode estar
reduzida em processos inflamatorios, e a imunoglobulina contém residuos de triptofano,
um aminoacido essencial capaz de produzir compostos bioativos proporcionando uma
resposta anti-inflamatdria, onde promove a atracdo de macréfagos além de promover
respostas neuroldgicas e imunes entre outros mecanismos, podendo regredir a doenca
(Hartoget al., 2013; Cervenkaet al., 2017). Além disso, pode ocorrer uma desregulacéo
no metabolismo do nitrogénio devido a infeccdo viral, com consequente alteracdo na
producdo de aminoacidos (Cervenkaet al., 2017, Thomas et al., 2020). A presenca da
proteina imunoglobulina é corroborado com os achados em pacientes portadores do
virus da dengue, onde foram observados picos Raman associados a imunoglobulinas,
difosfato de adenosina e hemoglobina (Khan et al., 2016; Mahmoodet al., 2018).

O Escore 4 apresentou significancia estatisticas para os dois grupos de
experimento, sendo que no RT-PCR p< 0,01 e para imunocromatografiap< 0,001. Foram
observadas caracteristicas espectrais negativas associadas a lipidios, incluindo
fosfolipidios para ambos os grupos, identificados pelos picos 1089, 1262, 1302, 1440,
1657 cm ! para as amostras do experimento RT-PCR e 700, 879, 1443 e 1671 cm™* no
grupo Imunocromatografia. Os mecanismos associados as caracteristicas lipidicas
podem ser o0 aumento do &cido araquiddnico, fator de ativacdo plaquetaria, proteina C
reativa associados a resposta inflamatéria para os grupos com COVID-19,
particularmente quando a infec¢do esta em estagio de transicao (IgM+/1gG+) (Thomas et
al., 2020). A presenca dos picos de carotenoides observados com mais intensidade no
estdgio intermediario da infeccdo por COVID-19, nos espectros das amostras
diagnosticadas por imunocromatografia, ndo foi encontrada no grupo RT-PCR,
sugerindo que a presenca de carotenoides pode ser uma importante caracteristica de
discriminacdo da COVID-19. O estudo de Khan et al. mostrou que pacientes com virus
da dengue apresentaram uma diminui¢cdo nos picos referidos aos carotenoides em

comparagdo aos ndo infectados (Khan et al., 2016).
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O Escore 5 ndo apresentou diferencas estatisticas significativas entre 0s grupos,
em ambos os experimentos (RT-PCR e Imunocromatografia). No estudo RT-PCR houve
pico relacionado a ureia e possivel artefato de raio cosmico enquanto no estudo
envolvendo as imunoglobulinas apareceram picos positivos referentes ao metileno/metil
em 1439 cm* e 4cido nucléicos 1377 e 1659 cm™® e picos negativos relacionados a
triptofano observados nas posicdes 645, 758, 1004, 1160 e 1343 cm ™. As caracteristicas
metileno/metil (n&o significativamente maiores para o IgG+) podem estar associadas aos
modos CH dos carboidratos nas imunoglobulinas classe 1gG. Embora néo significativo
ocorre a presenca de acido nucleico refletido apenas no grupo IgG, sugerindo a
ocorréncia de alta carga viral mesmo no estagio tardio da infeccdo em pacientes

assintomaticos (Houet al., 2020).

O Escore 6 apresentou significancia estatistica para RT-PCR e
Imunocromatografia com p< 0,05 em ambos os grupos. No experimento de RT-PCR
foram reveladas caracteristicas espectrais negativas que sugerem proteinas e
aminoacidos constatadas pelos picos 904, 942, 1003 cm™* maiores para o grupo controle
(ou seja menores no grupo COVID-19. No grupo RT-PCR foram observadas
caracteristicas espectrais positivas que podem ser atribuidas a compostos de enxofre 703
cm %, aminas/acido nucleico 1256 e 1435 cm™* e carotenoides 1007, 1159 e 1522 cm ™!,
todos sugestivos de serem remanescentes e maiores para o grupo COVID-19, portanto o
controle apresentou maiores quantidades de aminoacidos e proteinas, enquanto o grupo
COVID-19 maiores quantidades de lipidios, enxofre e carotenoides (Cervenkaet al.,
2017; Fanet al., 2010; Thomset al., 2020; Hartoget al., 2013). Esses achados podem ser
relacionados ao processo viral, onde ocorre aumento de lipidios circulantes no sangue
(metabdlitos lipidicos associados ao processo inflamatorio) e queda de aminoacidos,

especialmente a tirosina, devido a acao viral.

Esta analise exploratdria evidenciou que a COVID-19 alterou o perfil espectral
Raman do soro e as alteragdes bioquimicas dependem do estado da infec¢do. O SARS-
CoV-2 ao infectar o organismo ativa a resposta humoral gerando anticorpos sugerindo
que a composicao bioguimica se modifica e podem ser detectados mesmo em pacientes
assintomaticos os quais representam aproximadamente 20% de todos os casos de
COVID-19 (Yinet al., 2021).
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Em ambos os experimentos (RT-PCR e Imunocromatografia) foram observados
aumento de lipidios (incluindo fosfolipidios) e presenca de &cido nucleico, diminuicdo
de proteinas e aminoacidos. A diminuicdo do aminoacido tirosina foi observada em um
experimento utilizando saliva com a metodologia Surface-enhanced Raman
spectroscopy (SERS) e foi relacionado com alguma interacdo especifica entre residuos
desse aminoacido com as proteinas virais e outras moléculas como o receptor de
acetilcolina e imunoglobulinas como IgA, IgG e IgM (Beruset al., 2023; Smith, Dent,
2004).

No experimento usando RT-PCR foram observados dados espectrais sugestivos
de amina/amida, ureia e compostos sulfurosos, esses elementos ndo foram observados no
experimento usando imunocromatografia. As amidas sdo estruturas que compdem o
organismo para a construcao de peptideos, proteinas e acido nucleico, esses marcadores
foramobservados em um estudo comparando diferentes periodos da infec¢do da COVID-
19 e apos a cura. Nesse mesmo estudo foi observada a alteracdo de albumina ao longo
do tempo (Gulekenet al., 2022). Ademais, outros elementos foram observados nas
amostras envolvendo a imunocromatografia, como a presenca de picos relacionados ao
metileno/metil, sendo que, os mesmos foram encontrado em um estudo relacionado a
saliva com a metodologia SERS, esse achado pode ser relacionado a presenca de
proteinas virais que funciona como um doador de metil no processo da replicacéo viral,
ademais durante a infeccdo as células T e os macrofagos séo ativados resultando em
aumento de citocinas, sendo que as células T tem necessidade aumentada de metionina
(Beruset al., 2023).

Uma diferenca que ocorreu entre os dois experimentos foi a presenca de
carotenoide, identificado apenas no grupo COVID-19 imunocromatografia (escore 4)
enquanto para o grupo RT-PCR, esse elemento foi encontrado apenas no escore 6 de
maneira remanescente para COVID-19. Os carotenoides sdo compostos lipossoluveis
encontrados nas células linféides citotoxicas, exterminadoras naturais e complexo de
Golgi que sdo estruturas capazes de aumentar a populacdo de linfocitos, ademais
possuem papel antioxidantes devido a sua propriedade de eliminar espécies reativas de
oxigénio (ROS).A diminuigdo desse elemento causa um desbalanco no sistema de reacado
de oxido reducdo (REDOX) e aumento no estresse oxidativo, portanto a presenca desse

elemento indica um marcador de beneficio para o individuo (Thomset al., 2020;
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Hartoget al., 2013; Cervenkaet al.; 2017; Zhang et al., 2020; Thomas et al.,2020; Houet
al., 2020; Khristoforova; Bratchenko, 2023).

Assim, é evidente que as caracteristicas espectrais Raman observadas pela PCA
mostraram alteracdes na bioquimica do soro em decorréncia do material genético e
anticorpos em individuos infectados pelo SARS-CoV-2, sendo as pequenas diferengas
nos espectros suficientes para distinguir o diagnostico (Yinet al., 2021; Zhouet al.,
2023).
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6 CONCLUSAO

A espectroscopia Raman foi aplicada as amostras de soro de individuos
saudaveis e portadores de COVID-19 para obtencdo dos seus espectros, 0s quais tiveram
seus principais picos correlacionados aos componentes bioquimicos (proteinas,

aminoécidos, carboidratos e lipidios).

Na anéalise exploratdria por PCA dos espectros do sangue total, aplicou-se o
teste t de Student que identificou os componentes principais 1, 2, 4 e 6 com diferencas
estatisticamente significativas: Escore 1 imunocromatografia (p< 0,01), Escore 2 ambos
0s grupos (p< 0,0001), Escore 4 (RT-PCR p< 0,01) e Imunocromatografia (p< 0,001),
Escore 6 ambos os grupos (p< 0,05) em picos atribuidos a &cido nucleico, lipidios
incluindo fosfolipides, carotenoides, aminas/amidas e compostos sulfurosos, que se
mostraram com maior intensidade no grupo COVID-19, engquanto no grupo controle, 0s
picos mais relevantes foram para proteina no Escore 2 (ambos soros dos experimentos
RT-PCR e imunocromatografia), tirosina no Escore 6 para amostras provenientes de
imunocromatografia e Escore 4 para amostras provenientes do RT-PCR. No Escore 4 do
experimento envolvendo amostras RT-PCR foram observados aminoacidos sugestivos
de triptofano e fenilalanina, enquanto no Escore 6 foram visualizados picos de proteinas

e aminoacidos.

No modelo de classificacdo utilizando PLS aplicado aos soros provenientes do
RT-PCR a sensibilidade foi de 80%, especificidade de 100% e acuracia global de 90%,
sendo que para a técnica padrdo do RT-PCR os valor de sensibilidade é maior que 95% e
especificidade 100%, enguanto nos soros provenientes de imunocromatografia os
resultados de sensibilidade foi de 84%, especificidade 95% e acuracia 90,3% e 0s
valores obtidos no método de imunocromatografia sdo sensibilidade 96,8%,

especificidade 99,4% e acuracia 98,4%.

No modelo de classificagdo utilizando todos os grupos foi observada
sensibilidade de 84%, especificidade de 93,8% e acuracia de 89,5%. Trabalhos futuros
serdo importantes para a realizacdo de um modelo de predicdo para amostras

desconhecidas.
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A espectroscopia Raman mostrou ter potencial como ferramenta diagndstica
para a COVID-19 por meio da deteccdo de suas alteracBes bioguimicas as quais
apresentaram padrdo espectral diferente dos individuos negativos. Ademais, 0 modelo
estatistico proposto para a validacdo dos resultados, apresentou alta sensibilidade,
especificidade e acuracia podendo ser utilizado em estudos futuros como preditor de

resultados para amostras desconhecidas.
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