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RESUMO

Introducdo: Atualmente, a populacdo humana vive uma condicdo pandémica em
virtude do surgimento do SARS-CoV-2, um Coronavirus relacionado a Sindrome
Respiratoria Aguda Grave, que ja causou milhdes de infeccbes e casos fatais. Essa
pandemia ja ultrapassou as barreiras da saude publica, tendo gerado inumeros
problemas socioecondmicos especialmente em paises em desenvolvimento. Centros
de educacao infantil, como creches e pré-escolas, tem figurado como importantes
disseminadores de infeccbes virais respiratorios, principalmente devido a
aglomeracao de criancas, que por seus habitos caracteristicos a idade, podem facilitar
a transmissédo de doencas infecciosas. Além disso, a imaturidade de seu sistema
imunologico pode acarretar maior risco para complicacdes relacionadas a infeccéo. A
falta de medicamentos e vacinas levaram lideres de diversos paises a adotarem
medidas preventivas de distanciamento social visando a diminui¢do na disseminacéo
do virus. O fechamento das escolas ocorreu em diferentes paises como uma das
medidas de contencao ao virus. O Brasil foi um dos paises que mantiveram as escolas
fechadas por mais tempo. Em Sao Paulo a reabertura foi autorizada em fevereiro de
2021, com diversas medidas preventivas. O retorno se deu em um periodo que o pais
apresentava altas taxas de casos e mortes principalmente devido a circulagdo da
variante de preocupacéao gama (P.1.). O monitoramento de SARS-CoV-2 nas creches
tem sido feito exclusivamente por autorrelato de casos e suspeitas. No entanto, como
muitas criancas podem se apresentar assintomaticas a verdadeira presenca de
SARS-CoV-2 nas creches nao pode ser avaliada. Objetivo: Investigar a prevaléncia
de SARS-CoV-2 em creches da zona sul de Sao Paulo ap6s o retorno das atividades
escolares. Métodos: Esse € um estudo prospectivo, observacional, constituido por
coleta de amostras de nasofaringe e orofaringe, por meio de swab, de criancas e
adultos frequentadores de creches da zona sul de S&o Paulo. O RNA viral foi obtido
através da extracdo de RNA com Kit Purelink Genomic RNA (Thermofisher). Para
todas as amostras foi realizado o diagndstico viral para avaliar a presenca de SARS-
CoV-2 através da plataforma de PCR em Tempo Real one step focado no gene N com
o kit Allplex Sars_CoV2 (Seegene). Resultados: Ao todo, 201 amostras foram
coletadas em sete centros de educacao infantil localizados na regido sul de Séo Paulo.
Os voluntarios adultos representam 40,3% das amostras (81/201) e as criancas
representam 59,7% (120/201), a média de idade € de 40 e 3 anos respectivamente.
Todas as amostras coletadas foram testadas para avaliar a presenca de SARS-CoV-
2. Das 201 amostras, 1 (0,5%) era positiva para o virus. Conclusdo: Embora a
reabertura das creches tenha ocorrido quando o estado apresentava altas taxas de
infeccbes e mortes, as medidas de seguranca adotadas para estes locais podem ter
sido efetivas na diminui¢éo da circulagéo do virus.

Palavras-chave: SARS-CoV-2, Diagndstico Molecular, Creches,

epidemiologia



ABSTRACT

Introduction: Currently, the human population lives a pandemic caused by the
emergence of SARS-CoV-2, Coronavirus related to severe acute respiratory
syndrome, which has already caused millions of infections and fatal cases. This
pandemic has already surpassed the barriers of public health, presenting expressive
socioeconomic issues, especially in developing countries. Early childhood education
centers, such as day care centers and preschools, have figured as important
disseminators of respiratory viral infections, mainly due to the agglomeration of young
children, who, due to their age-specific habits, can facilitate the transmission of
infectious diseases. In addition, the immaturity of your immune system can put you at
greater risk for complications related to the infection. The lack of therapies and
vaccines led leaders from several countries to adopt preventive measures like social
distancing to reduce the spread of the virus. The closure of schools took place in
different countries as one of the measures to contain the virus dissemination. Brazil
was one of the countries that kept schools closed for the longest time. In Sdo Paulo,
the reopening was authorized in February 2021, with several measures to be followed.
The return took place in a period when the country had the highest rates of
transmission cases and deaths mainly due to the circulation of the gamma variant of
concern (P.1.). Monitoring of SARS-CoV-2 in day care centers has been done
exclusively by self-report of cases and suspicions. However, as many children can be
asymptomatic, the true presence of SARS-CoV-2 in day care centers cannot be
evaluated. Objective: To investigate the prevalence of SARS-CoV-2 in day care
centers in the south of Sdo Paulo after returning from school activities. Methods: This
is a prospective, observational study, consisting of the collection of nasopharynx and
oropharynx samples, using a swab, from children and adults in day care centers in the
south of S&o Paulo. Viral RNA was obtained through RNA extraction with Purelink
genomic RNA extraction kit (ThermoFisher). For all samples, viral diagnosis was
performed to assess the presence of SARS-CoV-2 through one step Real Time PCR
through allplex SARS-Cov2 one step kit. Results: In all, 201 samples were collected in
seven early childhood education centers located in the southern region of Sdo Paulo.
Adult participants represent 40.3% of the samples (81/201) and children represent
59.7% (120/201), the average age is 40 and 3 years old, respectively. All collected
samples were tested to assess the presence of SARS-CoV-2. Of the 201 samples, 1
(0.5%) was positive for the virus. Conclusion: Although the reopening of day care
centers occurred when the state had highest rates of infections and deaths, the
security measures adopted for these places may have been effective in reducing the
circulation of the virus.

Keywords: SARS-CoV-2, Molecular Diagnosis, Day Care Centers,
Epidemiology.
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1. INTRODUCAO

Em dezembro de 2019, um coronavirus nunca identificado em humanos, foi
isolado em uma epidemia de sindrome respiratéria aguda que teve inicio em Wuhan,
China. O surto inicial foi atribuido a um mercado local de frutos do mar. Os pacientes
apresentavam sintomas como febre, tosse seca e dificuldades respiratérias. Alguns
pacientes evoluiam para insuficiéncia respiratéria e mortel. O virus foi inicialmente
nomeado como nCoV, e posteriormente renomeado pelo Comité Internacional em
Taxonomia de Virus (ICTV) como SARS-CoV-2 ( do inglés - Severe acute respiratory
syndrome-related coronavirus 2), e a doenca que ele causa como COVID-19 ( do
inglés Coranarivus associated disease e o ano de descobrimento 2019). Em pouco
tempo o virus se espalhou, confirmando sua disseminacdo de humano para humano
através da inalacdo de goticulas ou aerossois produzidos por uma pessoa infectada

durante a fala, tosse ou espirro?.

Em 11 de marco de 2020 a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) caracterizou
a COVID-19 como pandemia. Neste momento o virus ja havia sido identificado em
113 paises fora da China. Um guia com medidas de protecdo pessoal e para
orientacéo aos lideres de todos os paises foi emitido visando a identificacdo dos casos
suspeitos para isolamento e contencdo da disseminacdo do virus3. De inicio, a
auséncia de medicamentos com uma eficacia comprovada ou mesmo de alguma
vacina, fez com que diversos paises usassem interven¢des nao farmacéuticas a fim
de causar o distanciamento social e evitar a disseminacao do virus. As intervencdes
adotadas incluiam restricbes a aglomeragbes como cancelamento de eventos
publicos e quarentena ou “lockdown” de acordo com a necessidade de cada regido,
fechamento do transporte publico, de locais de trabalho e escolas?. O uso de

mascaras faciais foi implementado em alguns locais®®.

Em dezembro de 2020, alguns laboratérios ja pediam a autorizacdo de uso para
as vacinas desenvolvidas’8. Para muitos paises, principalmente os de baixa renda, o
acesso as vacinas foi mais demorado e a desigualdade na distribuicéo e aplicacao
das doses pode pér em risco o encerramento da pandemia®. Até dezembro de 2020 o
SARS-CoV-2 ja havia afetado quase 84 milhdes de pessoas com quase 2 milhdes de
mortes, no final de outubro de 2021 o nimero de casos ja estava em 247 milhdes e

as mortes saltaram para 5 milhdes (worldometers.info/coronavirus/). No decorrer da
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pandemia, mutacdes no genoma do SARS-CoV-2 fizeram surgir algumas variantes
denominadas como Variante de Interesse (VOIs) e Variantes de Preocupacao (VOCs).
Algumas dessas variantes parecem ter alterado propriedades do virus, afetando o
modo como ele se espalha, aumentando a gravidade da doenca associada ou mesmo
fazendo com que ele escape a imunidade induzida pelas vacinas?®. As variantes seréo
mais discutidas no tépico “O SARS-CoV-2”.

Os primeiros estudos indicavam que as criangas ndo pareciam ser um grupo
de risco para a infecgcdo do SARS-CoV2. Os primeiros relatos, demonstravam que
tanto a gravidade quanto a frequéncia da infecgcdo eram menores quando comparados
com pacientes adultos, sugerindo que elas ndo seriam um vetor importante para a
transmissdo de SARS-CoV-2, ao contrario do que ocorre com outros patégenos
virais'l. Apesar de grande parte dos casos se apresentarem de forma leve ou
assintomatica algumas criancas ainda sdo suscetiveis ao desenvolvimento de
complicacdo como a leséo renal*? ou a sindrome inflamatéria multissistémica'3. Mais

detalhes sao apresentados no tépico “Como a pandemia afetou as criangas”.

As escolas foram totalmente fechadas em todos os niveis de educacdo. O
fechamento variou em 53 dias para paises de alta renda e 115 dias para paises de
baixa e média renda. A adocdo de medidas de seguranca como o distanciamento
social, a disponibilidade de materiais para higienizacao das méos, o acompanhamento
de casos suspeitos e o0 isolamento de casos positivos por meio de testes, a higiene
frequente das instalacdes e a imposicédo do uso de mascaras faciais podem ter sido
motivos para a demora na reabertura das atividades escolares nesses paises!4. No
Brasil o fechamento das escolas ocorreu em marco de 2020 e o retorno se deu em
fevereiro de 2021, com diversas medidas sanitarias visando a diminuicdo na
disseminacdo do SARS-CoV-2'%. O impacto desse retorno sobre a atual pandemia

ainda precisa ser analisado.

2 Revisdo de Literatura
2.1 A familia Coronaviridae

A primeira descrigdo de um coronavirus ocorreu em 1937, do virus da bronquite

infecciosa isolado de galinhas, na década de 40 foram isolados o virus da hepatite em
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camundongos e o virus da gastroenterite transmissivel em porcos, na década de 60
ocorreu o isolamento do primeiro coronavirus humano (HCoV). As caracteristicas
morfoldgicas observadas em estudos de microscopia eletrénica, mostraram estruturas
circulares e com espiculas que apresentavam um bulbo em sua extremidade distal,
essa morfologia assemelhava-se a uma coroa, por isso 0 nome Coronavirus. Virus
com a mesma estrutura isolados de uma diversidade de animais e humanos foram
agrupados e formaram a familia Coronaviridae. A familia Coronaviridae é dividida em
duas subfamilias, a Orthocoronavirinae que abriga 0s coronavirus possui quatro
géneros: Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Deltacoronavirus e Gammacoronavirus.
Somente 0s géneros Alphacoronavirus e Betacoronavirus foram encontrados
causando infecgGes em humanos®!’. Quando isolados na década de 60, dois HCoV
foram identificados, o HCoV 229E e o OC43. Entre 2002 e 2003, na China, diversos
casos de sindrome respiratoria aguda grave (SARS — do inglés: Severe Acute
Respiratory Syndrome) deram inicio a uma epidemia onde um novo coronavirus foi
identificado e denominado de SARS-CoV, em 2004 foi isolado o0 HCoV-NL63 e em
2005 o HKU1%¢, Em 2013 um novo virus extremamente patogénico emergiu no oriente
médio, o MERS-CoV?8, em 2019 na China foi identificado o SARS-CoV-22.

Os coronavirus causam doencas que geram grandes prejuizos econdmicos em
bovinos, aves e suinos, além de causar doencas graves em gatos. Nos humanos, o
HCoV é um dos responsaveis pelo desenvolvimento do resfriado comum?'’. A
transmissdo entre os humanos se d& por contato direto ou indireto, sendo que os
SARS-CoV e o0 MERS-CoV apresentam uma sobrevida maior em alguns tipos de
fomites'®. Os HCoV, podem desenvolver sintomas como febre, dor de cabeca, dor de
garganta e tosse, podendo acometer tanto o sistema respiratorio superior quanto
inferior'’. Pacientes infectados pelos SARS-CoV ou MERS-CoV, podem apresentar
além dos sintomas comuns aos HCoV, dificuldade de respirar, podendo ocorrer um
rapido desenvolvimento de insuficiéncia respiratéria e morte, além disso foi
evidenciada a capacidade desses virus de infectar o sistema nervoso podendo levar

ao desenvolvimento de doencas neurolégicas?.

Os coronavirus sao virus envelopados, com um RNA de fita simples, de sentido
positivo e ndo segmentado. S&o conhecidos por possuirem o maior genoma de RNA
entre os virus ja descobertos, possuindo de 27 a 32 kb. A maioria dos coronavirus

possui apenas uma espécie animal como hospedeiro natural, exceto 0 SARS-CoV
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gue ja demonstrou infectar uma grande diversidade de mamiferos como os humanos,
primatas ndo humanos, cades, gatos, roedores e civetas. Todos 0s coronavirus
apresentam quatro proteinas estruturais: S, E, M e N, alguns apresentam também a
proteina HE (hemaglutinina-esterase) (Figura 1 e 2). A fosfoproteina N, forma um
nucleocapsideo helicoidal que se integra ao RNA viral formando a ribonucleoproteina
(RNP). Durante o brotamento do virus, um envelope de lipoproteina é formado e
envolve o nucleo. Na superficie do virion estdo presentes dois tipos de espiculas, as
longas formadas pela glicoproteina S estdo presentes em todos 0s coronavirus e
possuem importantes funcdes biologicas, como se ligar a receptores especificos,
induzir a fusdo do envelope viral com as membranas celulares e a fusdo célula a
célula, a inducdo de anticorpos neutralizantes e provocar imunidade mediada por
células. A proteina S pode ser clivada em dois subdominios, o S1, responsavel pela
ligacdo do virus a receptores especificos das células suscetiveis, que apresenta
sequéncias variaveis com pontos de delecao e substituicdes em diferentes cepas, tais
mutacdes estdo associadas a antigenicidade e patogenicidade do virus. O subdominio
S2 apresenta uma sequéncia mais conservada e acredita-se que ela esteja mais
envolvida a fusdo do envelope viral a célula hospedeira. A glicoproteina HE forma
pequenos picos nos virions de alguns coronavirus, pode estar envolvida na entrada
ou liberacado dos virus nas células infectadas, causa hemaglutinacdo e pode mediar o
inicio da ligacdo do virus a membrana celular do hospedeiro. A glicoproteina M
participa da montagem das particulas virais, interagindo com as proteinas N e S, além
disso, sua interacdo com o nucleocapsideo auxilia no empacotamento do RNA viral,
€ uma proteina necessaria para determinacao do sitio de brotamento do virus. M é
uma proteina transmembrana, que atravessa o0 envelope viral trés vezes. Associada
ao envelope viral ha ainda a proteina E, que assim como a proteina M € necessaria
para o brotamento do virus, porém, ndo é essencial para a montagem do virion, uma
vez gque particulas virais podem ser liberadas de células infectadas com deficiéncia na
expressao de E. A proteina E é transmembrana, atravessando o envelope viral duas

vezesl’,
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\
lipid bilayer envelope

Figura 1. Estrutura do coronavirus. (A): imagem de microscopia eletrdnica
do virus da hepatite em camundongos. (B): Esquema representando as
proteinas estruturais do coronavirus: S, proteina spike; M, proteina de
membrana; E, proteina de envelope e N, proteina do nucleocapsideo.
Fonte: Fields Virolgy??.
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Figura 2: Organizacdo do genoma dos coronavirus. MHV, virus da
hepatite em camundongos; SARS-CoV, FeCoV, coronavirus felino; IBV,
virus da bronquite infecciosa.

Fonte: Fields Virology?*.

A proteina S é responséavel pela ligagdo aos receptores da célula hospedeira.
A entrada na célula é mediada pela ligacao a receptores especificos para cada virus,
0 HCoV NL63 e o SARS-CoV, por exemplo, utilizam a enzima conversora de

angiotensina 2 (ACE2) e o HCoV OC43 utiliza apenas o acido sialico®. A ligagdo do
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virus aos receptores resulta na entrada na célula por meio de endocitose, porém,
posteriormente essa entrada ocorre por meio de fusdo da membrana do envelope viral
com a membrana celular, neste caso, h4 o envolvimento de outros receptores,
qualquer que seja a forma de entrada, o RNA viral é liberado na célula onde ocorrera
sua replicacéo (Figura 3)?2. Tanto a replicacdo quanto a transcricdo do RNA seréo
mediados por meio de proteinas ndo estruturais (NSPs) que codificadam dois quadros
de leitura aberta (ORF), ORFla e ORF1b. Apoés liberado no citoplasma o RNA ser&a
usado para a sintese de proteinas. A ORF1la codificas as nspsl a 11 e a ORF1b
codifica as nsps 12 a 16, juntas as nsps formam o complexo transcriptase-replicase
gue primeiro sintetiza uma fita de RNA simples e negativa que servira como molde
para a transcricdio de mRNA subgénomico. A nspl2 codifica a RNA polimerase
dependente de RNA (RdRp), a qual possui um importante papel tanto na replicacéo
guanto a transcricdo do RNA viral?®. O RNA sintetizado formara o nucleocapsideo.
As proteinas M,E e S seréo transportadas a uma vesicula denominada ERGIC (ER-
Golgi intermediate compartment), localizada entre o reticulo endoplasmatico e o
complexo de Golgi, onde ocorrera a interacdo entre o nucleocapsideo com as
proteinas M e E e o processo de montagem final da particula sera iniciado. Vesiculas
contendo os virions fardo as fusdo com a membrana celular liberando as particulas

virais.
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Figura 3: Esquema de replicagéo do coronavirus
Fonte: Fields Virology?!

Os HCoVs 0C43, 229E, NL63 e HKU1, estdo relacionados a infecgcbes
respiratérias superiores em humanos, podendo causar uma gama de manifestacdes
clinicas, eventualmente, podem ocorrer infeccées no trato respiratorio inferior
causando bronquites e pneumonias. A prevaléncia pode variar de acordo com a faixa
etaria estudada, assim como o periodo, uma vez que esses virus tendem a apresentar
certa sazonalidade?*. Altas taxas de coinfeccdes com outros virus respiratérios séo

frequentemente relatadas, principalmente o Virus Sincicial Respiratéro?42.

2.1.1 O SARS-CoV-2

Em dezembro de 2019 um surto de SARS, teve inicio em um mercado local de
frutos do mar em Wuhan, China. Apés a montagem do genoma desse novo virus de
cerca de 29,891 kb, foi observada uma semelhanca de 79,6% com o genoma do
SARS-CoV. Alem disso, 0 genoma isolado possuia uma similaridade de 96,2% com
um coronavirus de morcego, sugerindo que esse novo coronavirus possa ter surgido

desse animal. Posteriormente nomeado pelo ICTV como SARS-CoV-2 classificado
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no género Betacoronavirus, subgénero Sarbecovirus, e a doenca associada como
COVID-19?, este é o sétimo coronavirus identificado capaz de causar doencas em
humanos?¢. Em 30 de janeiro de 2020 a OMS declarou o novo surto de coronavirus
como um emergéncia de saude publica de interesse internacional e em 11 de margo

de 2020 foi caracterizada a pandemia?’.

Algumas variacfes foram encontradas entre o genoma de SARS-CoV e SARS-
CoV-2 (Figura 4), entre elas uma mutacdo na proteina Spike de SARS-CoV-2 pode
ter aumentado sua afinidade de ligagcéo ao receptor celular ACE22. A alta afinidade ao
receptor ACE2, a facilidade de transmissdo por via aérea, a manutencao da
sobrevivéncia do virus em diversos materiais por periodos prolongados, um periodo
de incubacédo longo quando comparado ao SARS-CoV e MERS-CoV e o fato de
muitos casos se apresentarem de forma assintomatica, facilitaram a disseminacéo do

virus em escala global em um curto periodo de tempo?6.

SARS-CoV-2 7b 9b
SUTR—  ORFla | ORF1b | s | M | s | N laum
3 . 6 [73 ......
SARS-CoV 3b 7b 9h

SUTR—  ORFla [ oRFlb | s [ M [] ’8b:. N —3utR
3a—vH i6|7au‘l

MERS-CoV L‘ sb |

SUTR—  ORFla | ORF1b | s [3] [a]s] [wm N 3um
4a

Figura 4: Organizagdo do genoma dos coronavirus associados a SARS. Os

tracos vermelho mostram as proteinas que apresentam alteragbes entre

SARS-CoV e SARS-CoV2.

Fonte: Shereen et al (2020)2.

Mutacbes ocorridas na proteina S, estdo associadas a altas taxas de
transmissdo, maior viruléncia e evasdo contra 0 sistema imunoldgico do
hospedeiro?®2°. As mutacdes sdo acompanhadas e classificadas como VOI, quando
abrigam muta¢fes que apresentam caracteristicas fenotipicas diferentes da linhagem
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original gerando um aumento no nimero de casos ou como VOC, quando além disso
ha um aumento na viruléncia e alteracdo nas manifestacdes clinicas?®. Uma VOC
surgida em Manaus, Brasil, no final de 2020, denominada P.1. (Gama), apresentou 17
mutacdes, 10 delas na proteina S2°3°, Trés mutacdes na proteina S foram associadas
a um aumento na ligacdo do virus ao receptor celular ACE2%, A circulagdo dessa
variantes aumentou as taxas de transmissao e mortalidade, causando um colapso no
sistema de salide publica de Manaus®’. Rapidamente a variante Gama se tornou
predominante em varias regides do pais!32. A circulagdo dessa variante também foi
associada a reinfec¢cdes e uma maior gravidade da doenca em pacientes jovens e
sem comorbidades®3. No primeiro semestre de 2021 varias cidades brasileiras foram
afetadas pelo aumento de infec¢des e internagdes hospitalares, especialmente devido
a variante Gama, que resultaram em uma pressao no sistema publico de salde e altas
taxas de mortalidade. Uma alteracdo na gravidade da doenca por faixa etaria também
foi observada onde adultos jovens passaram a precisar de internacdes hospitalares
com mais frequéncia®4. A variante Delta, surgida na india no final de 2020, causou um
aumento no numero de casos no Reino Unido em meados de abril, quando o pais
comecava a apresentar uma reducdo no numero de casos e mortes devido as
infeccbes por SARs-CoV-2 e ja se programava para um relaxamento das medidas de
contencdo a pandemia adotas até entdo. Delta € 60% mais transmissivel que a
variante Alfa, que circulava anteriormente no Reino Unido e causou um rapido
aumento no nimero de casos nesse pais e no Estados Unidos®®. Considerada uma
VOC, delta foi identificada pela primeira vez no Brasil em abril de 2021, em junho de

2021 a transmissdo comunitaria dessa variante no pais ja estava estabelecida®.

Investimento financeiro, colaboracfes cientificas e a urgéncia perante uma
pandemia em andamento aceleraram o desenvolvimento e a liberagcdo de vacinas
para o SARS-CoV-2%". No Brasil, a vacinagédo teve inicio em janeiro de 2021, dando
prioridade aos profissionais da salde e idosos®. Quatro vacinas obtiveram
autorizagéo para uso e segundo dados do ministério da saude até outubro de 2021
68,1% da populacéo adulta do pais apresentava esquema vacinal completo. Com o
avanco da vacinagéo para todas as faixas etarias elegiveis o numero de casos e Obitos
tem entrado em queda e outubro foi 0 més que apresentou o0 menor numero de Obitos
desde abril de 2020 (https://www.gov.br).
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2.2 Aspectos Clinicos e Epidemioldgicos

Assim como 0s outros coronavirus o SARS-CoV-2 infecta células do sistema
respiratorio. Os sintomas podem incluir febre, falta de ar, dor de garganta e de
cabeca®.Perda de olfato e paladar sdo comuns e podem se tornar prolongados
gerando alteracdes nesses dois sentidos que podem perdurar por meses mesmo apos
a infeccdo?®. A trombose venosa profunda assintomatica foi associada a pacientes
SARS-CoV-2 positivos que permaneceram internados por um longo periodo de tempo,
assim como a associacéo da doenca com a embolia pulmonar®t. No geral os pacientes
podem apresentar COVID-19 assintomaético, leve ou grave*?. Embora as criancas
possam se apresentar mais comumente assintomaticas do que os adultos existem
fatores de risco associados a gravidade da infec¢cdo como idade inferior a 4 anos, risco
cardiovascular e imunossupresséo“3. Criancas assintomaticas apresentam uma carga
viral menor em comparagao com adultos**. Acredita-se que a imunidade inata treinada
das criangas devido a vacinas e infecgdes virais frequentes possa fornecer um papel

protetor ainda no local de entrada da infec¢édo por SARS-CoV-242,

A doenca pode se espalhar de uma pessoa infectada a uma pessoa saudavel
por meio de goticulas expelidas pela tosse, espirro ou fala®®. A transmissdo por
superficies contaminadas € debatida, embora virions tenham sido encontrados por
periodos prolongados em diversos tipos de superficies a capacidade de infectividade
dessas particulas ainda néo foi bem avaliada*. Outra importante rota de transmissdo
€ por meio dos aerossois. Particulas muito pequenas podem ser expelidas pelas vias
respiratérias de uma pessoa infectada podendo permanecer suspenso no ar por um
periodo muito mais prolongado do que as goticulas facilitando a disseminacéao do virus
por um maior periodo em maiores distancias. Entender as rotas de transmissao é

essencial para se adotar medidas efetivas no combate a disseminacéo do virus*®.

A pandemia teve inicio no hemisfério norte enquanto o clima estava frio
enquanto que os paises tropicais do hemisfério sul ainda ndo haviam sido atingidos*’.
Porém em pouco mais de uma ano de pandemia paises como a Espanha ja
experimentaram ao menos quatro ondas de infeccdo. Um estudo sobre estas ondas
relatou que o periodo mais frio gera um maior nimero de infecgbes uma vez que o
pais apresentou taxas reduzidas da doenca nos meses mais quentes*®. No geral, os

HCoVs séo influenciados por fatores sazonais, porém para as infec¢cdes por SARS-
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CoV-2 esse € um tema ainda nédo definido. Dados de infeccbes mortalidade por
SARS-CoV-2 durante a pandemia ainda em andamento, tem demonstrado menores
taxas de infeccdo e mortalidade durante o verao especialmente em paises com altos
indices de irradiacao solar. Sugerindo que a inativacdo de SARs-CoV-2 possa ocorrer

de maneira eficiente em locais com altas de taxas de irradiacéo solar®.

2.3 Como a pandemia afetou as criancgas

Os primeiros relatos de infeccéo por SARS-CoV-2 em criangas demonstraram
que elas apresentavam infecgGes leves comparadas aos adultos*®. Menos de 2% dos
casos globais foram associadas as criancas e 5% destes eram graves, demonstrando
que essa populacdo ndo parecia ser um vetor importante para a transmissédo de
SARS-CoV-2, diferente do que acontece com outros patégenos virais. Esses fatores
foram associados a menor expressao do receptor celular ACE2 na mucosa oral e no
trato respiratério das criancas em comparacdo com os adultos!l. Mesmo
apresentando sintomas mais leves as criancas ainda poderiam ser afetadas pela
doenca. Bebés de até 12 meses de idade podem ser mais afetados com a doenca
grave em comparacgdo com criancas e adolescentes de 01 a 18 anos*?. Em abril de
2020 houve relatos de casos de Sindrome Inflamatéria Multissistémica em criancas
associada ao SARS-CoV-2 (MIS-C)*® uma vez que 82,4% dos pacientes
apresentaram confirmacao laboratorial para infeccdo por SARS-CoV-2. Mais da
metade desses pacientes obtiveram confirmacgédo da infeccdo por sorologia o que
indicava uma hiper inflamacdo apés a infecdo por SARS-CoV-2°1. Criancas que
necessitaram de tratamento em terapia intensiva também apresentaram altas taxas
de lesédo renal condigéo ja conhecida entre os adultos que sofreram infeccéo grave?!?.
Um estudo de soroprevaléncia feito no Estados Unidos relatou uma taxa de
prevaléncia de 13,7% na faixa etaria dos 0 aos 5 anos de idade®?. Estudos feitos no
Brasil e no México apontaram como fatores de risco para as criangas a idade inferior

e 4 anos, imunossuprimidos e com risco cardiaco #4353,

As variantes surgidas ao longo da pandemia podem ter causado uma alteracao
na dinamica de infec¢des entre criancas. Um estudo realizado em Chicago sugere
gue a variante gama esteja associada a um aumento na gravidade da doenga com

mais casos de internacdes e doenca grave®’. Nos Estados Unidos a taxa de
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hospitalizacdo por infeccdo por SARS-CoV-2 entre criancas de 0 a 4 anos de idade
aumentou cerca de 10 vezes apés a disseminacdo da variante Delta no pais®®. A
Academia Americana de Pediatria informou que na primeira semana de setembro as
criangas representavam 27% dos casos semanais de COVID-19 E 16,8% de todos os

casos relatados®.

Apesar de alguns estudos demonstrarem que as criancas e as escolas
representam um papel limitado na transmissédo de SARS-CoV-2%’ o fechamento das
escolas foi adotado como uma das medidas para diminuir a disseminacédo do virus no
inicio da pandemia atual. Essa medida junto com outras intervencdes de
distanciamento fisico foram responséaveis por uma reducao de 13% na incidéncia de
COVID-19 nos paises em que elas foram aplicadas®. Alguns paises iniciaram o retorno
das atividades escolares ainda no primeiro semestre de 2020. Em Luxemburgo as
escolas iniciaram uma reabertura gradual em maio de 2020 apds seu fechamento em
marco do mesmo ano, com turmas reduzidas para que fosse possivel um
distanciamento minimo de 2m entre os estudantes. No final de julho de 2020 as turmas
voltaram a sua capacidade total e as mascaras eram utilizadas somente quando ndo
se podia respeitar o distanciamento fora das salas de aula. A incidéncia de casos entre
criancas e adolescentes passou de 28 por 100 mil habitantes durante o fechamento
para 100 por 100 mil habitantes apés a reabertura das escolas®®. Na Italia o retorno
das aulas também foi marcado pelo uso de mascaras e distanciamento nas salas.
Uma taxa de incidéncia de 0,56% foi observada no ensino infantil de 0 a 5 anos de
idade e nenhuma infeccdo secundaria foi relatada nessa faixa etaria®. No Brasil as
atividades escolares foram suspensas em todos os niveis de educac¢do em marco de

2020 e o retorno foi gradual em fevereiro de 2021 no inicio do ano letivo®°.

Em Sa&o Paulo, no retorno das atividades escolares diversos protocolos
sanitarios foram adotados como a afericdo da temperatura corporal na entrada, a
orientacdo para higiene frequente das mao com agua e sabao ou alcool em gel, o uso
obrigatério de mascaras que protegessem nariz e boca no ambiente escolar, a
alteracdo de horario de entrada e saida das turmas visando evitar aglomeracoes, 0
distanciamento fisico de no minimo 1,5m, ventilacdo, limpeza e higienizacdo de
ambientes e objetos que possam ser usados por funcionarios ou alunos, uma
ocupacdo maxima de estudantes definida de acordo com a situacdo da pandemia no

estado, no inicio essa ocupacao era de 35% além disso pessoas que apresentassem
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sintomas gripais nao deveriam frequentar as unidades escolares. O governo do estado
lancou um Sistema de Informacdo e Monitoramento da Educacdo para COVID-19
(SIMED) com o objetivo de registrar os casos suspeitos e confirmados de infec¢des
por SARS-CoV-2 nas escolas. Casos suspeitos sdo definidos quando qualquer
pessoa apresente dois ou mais sintomas envolvendo tosse, calafrios, dores de
cabeca, coriza, obstrucdo nasal, entre outros que envolvam alteracdes no sistema
respiratério. Casos confirmados séo definidos como aqueles que apresentam um
resultado positivo no exame laboratorial. Esse sistema foi desenvolvido dentro de uma
plataforma ja existente utilizada pelos profissionais da educacdo. A inser¢cao ou
visualizacdo dos dados era de responsabilidade da gestdo da unidade escolar e o

sistema pode ser acessado pelas redes de ensino estadual, municipal e privada®.

A maneira como criancas e adolescentes sdo afetados pela atual pandemia,
vao além do risco de infeccdo ou morte pelo virus. As medidas de distanciamento
social que fizeram milhares de criancas e adolescentes se afastarem de suas
atividades habituais ou mesmo entes queridos, podem trazer consequéncias sociais
ou psicolégicas para essa populacdo®. A UNESCO aponta para diversas
consequéncias do fechamento das escolas principalmente para os estudantes mais
vulneradveis como as desvantagens que ocorrem entre o0s estudantes mais
privilegiados e os menos privilegiados o que pode aumentar ainda mais a lacuna de
aprendizado e oportunidades educacionais entre esses dois grupos. Muitas criancas
dependem da alimentacdo oferecida nas escolas, ficando com sua nutricdo
prejudicada quando estas estdo fechadas. As taxas de abandono escolar apds a
reabertura das escolas € outro fator preocupante umas vez que criancas e
adolescentes menos favorecidos podem ser pressionadas a trabalharem para gerar
renda para suas familias. Além disso, longe das escolas os estudantes podem estar
mais expostos a violéncia e exploracdo tanto dentro quanto fora de casa

(https://len.unesco.org/covid1l9/educationresponse/consequences).

2.4 Creches como ambiente de transmisséo de virus respiratorios

Ha muito tempo o aumento da frequéncia de doencas transmissiveis entre
criangas que necessitam de cuidados fora de casa por periodos prolongados, como
creches e pré-escolas, tem sido discutido®3%4, Estes estabelecimentos, figuram como
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ambientes propicios a disseminacdo de doencas infecciosas, em especial as
infeccdes respiratérias, que sdo promovidas pela aglomeracao de criancas pequenas,
populacdo cujo perfil facilita a transmissdo de doencas através de hébitos
caracteristicos da idade, como levar frequentemente a méo e objetos & boca, a
necessidade frequente de contato proximo com adultos ou com outras criancas, a falta
de pratica para lavar as maos e outros habitos de higiene dificeis de manter em
relagdo ao cuidado coletivo, associados a imaturidade do sistema imunologico das
criancas em idade pré-escolar®, o que pode acarretar em um maior risco de

complicacdes relacionadas a infecgéo®s.

Medidas de intervencbes ndo farmacéuticas aplicadas em pandemias
anteriores, incluiram o fechamento de escolas como parte das acdes que visavam
conter o avanco de doencas transmissiveis, como na pandemia de influenza em
191855, em 2009% e na atual pandemia de SARS-CoV-2%". Baseados na premissa de
que as criangcas sejam os principais disseminadores de gripe, o fechamento das
escolas € uma das primeiras medidas tomadas, embora essa medida deva ser
acompanhada de outras medidas de prevencdo para diminuicdo da circulacdo dos

patégenos envolvido®.

Criancas em idade escolar sdo mais beneficiadas durante a interrupcéo das
atividades escolares presenciais em periodos de ocorréncia de surtos de influenza,
sendo demonstrado pela frequéncia de procura a atendimentos de saude por
infeccdes respiratérias aumentado nos periodos de abertura das escolas. O efeito do
fechamento das escolas em resposta a incidéncia de surtos de gripe, tem sido
positivamente associado mesmo analisando somente os locais que possuem férias
de inverno e ndo somente fechamentos programados em resposta a surtos ou

pandemias®®.

Medidas que visam a diminuicdo de transmissdes tanto virais quanto
bacterianas em ambiente escolar, focam ndo somente na higiene pessoal dos alunos,
como na higiene adequada na preparacdo de alimentos, limpeza frequente de
superficies e ambientes e de equipamentos utilizados para recreacdo. Além disso, &
necessario que os funcionérios das creches e escolas tenham conhecimento de
estratégias preventivas, para que possam avaliar qual a situacdo de criancas

sintomaticas evitando assim o contagio®8.



24

O impacto das infec¢des respiratorias sobre criancas que frequentam creches
é maior do que naquelas que s&o cuidadas em casa. E observado um maior nimero
de consultas médicas e uso de antibioticos, quando comparados grupos que
frequentam e ndo frequentam creches. O risco de desenvolver infecgbes respiratorias
e ser encaminhado a um médico especialista € aumentado em criangas cuja

frequéncia na creche se inicia entre os seis e doze meses de idade®.

No levantamento realizado pelo Governo do Estado de Sdo Paulo em 2021
através do SIMED (Figura 5) (https://www.educacao.sp.gov.br/painel-simed/), de
janeiro a agosto de 2021 as escolas do municipio de Sdo Paulo registraram 1.042
casos confirmados de infecgdo por SARS-CoV-2, sendo que 28% (293/1042) foram
entre alunos e destes 6% (17/293) foram na educacéao infantil entre alunos de 0 a 5
anos de idade. Na zona sul de Sao Paulo, foram 267 casos confirmados, 20,5%

(55/267) casos entre alunos e 9% (5/55) de confirmacdes na educacao infantil.
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Figura 5: Casos de COVID-19 com ocorréncia nas escolas da cidade de S&éo Paulo de
janeiro a agosto de 2021. Fonte: Secretaria da Educagédo do Estado de Sdo Paulo
(https://www.educacao.sp.gov.br /painel-simed/)

2.5 A populacéo da zona sul de Séo Paulo

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e estatistica (IBGE), a
cidade de Sao Paulo conta com uma populagédo de aproximadamente 12 milhdes de
habitantes. A cidade possui 96 distritos distribuidos entre 32 subprefeituras. Na regido
sul da cidade estdo localizadas as subprefeituras de Campo Limpo, Capela do
Socorro, M’'Boi Mirim, Parelheiros, Cidade Ademar, Santo Amaro, Jabaquara, Vila
Mariana e Ipiranga, cuja populagdo representa quase 29% da populacdo total da
cidade. Cerca de 9% da populacdo da cidade, esta na faixa etaria de zero a cinco
anos de idade e quase 30% desta populacado esta localizada na regido sul. Além de
ser uma regido populosa, a regido sul conta com diversos distritos em situacéao de
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extrema pobreza. A subprefeitura do M’Boi Mirim conta com cerca de 60% dos seus
domicilios localizados em favelas, a segunda subprefeitura com mais domicilios em
favelas é a do Campo Limpo, também na zona sul, com cerca de 25%. Dos 10 distritos
que mais apresentam domicilios em favelas na cidade, sete estdo localizados na
regiao sul. Além disso distritos da zona sul, localizados no extremo sul da cidade como
Grajau, Parelheiros, Jardim Angela entre outros, apresentam taxas de emprego formal
abaixo de 0,5 por habitante, o que leva a maior quantidade de familias beneficiarias
do bolsa familia estarem localizadas nas subprefeitura de Capela do Socorro e M’Boi

Mirim®°,

Com a pouca oferta de emprego na regido, a populacdo da zona sul precisa
buscar ofertas de trabalho em locais mais distantes, levando mais tempo de
deslocamento e consequentemente maiores periodos fora de casa, o que faz com que
as familias que tém filhos menores de cinco anos de idade necessitem manté-los sob
cuidados fora de casa, geralmente em creches. A capital conta com 697 centros de
educacao infantil, cerca de 32% estéo localizadas na regido sul, ainda assim distritos
como o de Marsilac, no extremo sul de Sdo Paulo, apresentam um tempo de
atendimento para vagas em creche de cerca de 158 em dias. Outros bairros do
extremo sul como Parelheiros, Grajad, Cidade Dutra, Jardim Angela, Jardim S&o Luis
e Capdo Redondo, apresentam meédia de 100 dias de espera por uma vaga em

creche®,
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3. JUSTIFICATIVA

Vivemos atualmente um pandemia causada por um virus respiratorio, 0 SARS-
CoV-2. Até o final de outubro de 2021 cerca de 247 milhGes de pessoas haviam
testado positivo para o virus que causou cerca de 5 milhdes de mortes. As criangas
embora apresentem uma incidéncia de infecgbes inferior aos adultos e as
manifestacdes clinicas sejam leves ou assintomaticas ainda podem sofrer danos
graves da doenca como a MIS-C ou lesdes renais agudas e serem disseminadores
do virus. Historicamente, as criancas se apresentam mais suscetiveis as infeccbes
virais, principalmente as criangas menores de cinco de anos de idade e que
necessitam de passar o dia sob cuidados fora de casa. Ambientes como creche sao
locais que favorecem na disseminacdo de virus respiratérios, uma vez que ha
aglomeracdes de criancas por longos periodos diarios e as mesmas necessitam de
cuidados, o que favorece o contato préximo entre adultos e criancas. Vale destacar
também que os habitos das crian¢as favorecem o processo de transmissao de virus

respiratorios

A falta de medicamentos e/ou vacinas aprovadas no inicio da pandemia que
pudessem conter a disseminacédo do virus, levou diversos paises a adotarem medidas
preventivas de distanciamento social, entre elas o fechamento das escolas. Apos
guase um ano sem aulas, criancas e adolescentes no Estado de S&o Paulo puderam
retornar as atividades escolares, embora devessem cumprir as medidas adotadas
pelas escolas a fim de mitigar a propagacao viral. Porém, ndo se sabe o impacto que
o retorno das atividades escolares pode ter sobre a pandemia ainda em andamento,
principalmente por esse retorno ter ocorrido no pior momento da pandemia no pais
com altas taxas de infeccéo, internacdes e mortes principalmente devido a circulagao
da variante Gama. Analisar a incidéncia de SARS-CoV-2 em creches nesse momento
pode ser essencial para se verificar se as medidas de prevencdo adotadas estao

sendo eficazes na disseminacgao do virus nesses ambientes.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral

Investigar a prevaléncia SARS-CoV-2 em creches da zona sul de Sao Paulo,

apos o retorno das atividades escolares.

4.2. Objetivos especificos

e Diferenciar a frequéncia de infeccdo por SARS-CoV2 em criangas e

adultos

e Determinar o perfil sociodemogréfico dos frequentadores de creche da

Zona Sul de Sao Paulo
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5. METODO
5.1 Tipo de estudo

Esse é um estudo prospectivo e observacional.

5.2 Populacéo do estudo e critérios de incluséo e excluséo

A populacéo do estudo foi constituida por criangcas matriculadas em creches
da regido sul de Sao Paulo e por trabalhadores das creches. Os pais das criangas
foram orientados sobre os estudo e convidados a permitirem a participacdo dos seus
filhos por meio da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).
O TCLE também foi entregue aos funcionérios voluntarios. Todas as criangas de zero
a cinco anos de idade, matriculadas e frequentes nas creches, das quais 0s pais
entregaram o TCLE devidamente assinado e preenchido eram elegiveis ao estudo,
assim como os funcionarios da creche. Foram excluidos do estudo somente as

criancas e adultos que néo entregaram o TCLE assinado.

5.3 Aspectos éticos

Este estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Santo Amaro e aprovado em 16/06/2020 sob o n° 4.090.860 — CAAE
31405920.1.0000.0081.

5.4 Coleta e armazenamento das amostras

A coleta foi conduzida entre 16 de marco e 06 de agosto de 2021. O material
foi coletado pelos alunos do programa de poés-graduacdo em Ciéncias da Saude
diretamente vinculados ao projeto apés treinamento realizado na UNISA. As coletas
eram realizadas quando o maior nUmero de autoriza¢des possiveis era obtida a fim
de evitar a circulacéo de pessoas de fora do ambiente educacional devido as medidas
de seguranca relativas a pandemia. Em todas as creches apenas uma visita foi

realizada durante o periodo mencionado, exceto na creche 02 onde o numero de
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voluntarios demandou mais de um dia de coleta. Duas amostras de swab foram
coletadas de cada voluntario, uma de nasofaringe e uma da orofaringe, os dois foram
combinados. Dois tipos de swabs foram utilizados para as coletas, o swab flocado e
o swab rayon. Os swabs flocados foram utilizados preferencialmente para coleta de
amostras de nasofaringe das criancas, visando um menor desconforto para essa
populacdo. Na coleta de nasofaringe um swab foi introduzido na cavidade nasal do
participante até que se encontrasse regido de resisténcia. Apos a resisténcia o swab
foi rotacionado de duas a trés vezes visando a coleta de esfregaco de células. Na
regido de orofaringe o swab foi introduzido na cavidade oral do participante e o
esfregaco foi realizado na regido posterior da faringe e tonsilas. Apos a coleta os
swabs foram introduzidos em um tubo Falcon contendo 1ml de solugcédo salina
tamponada com fosfato (PBS) para uso em testes de virus respiratorios e
transportados em caixas térmicas contendo gelo reutilizavel ao Unisa Research
Center (URC) para seguimento de todas as etapas experimentais. Assim que as
amostras chegaram ao URC, foram aliquotadas em microtubos de 1,5ml, em aliquotas
de 200 pl em cada tubo devidamente marcados. Para cada amostra foram obtidos de
trés a quatro microtubos. Posteriormente as amostras foram armazenadas a -80°C,

até o momento da extracdo dos acidos nucleicos.

5.5 Extracdo dos acidos nucleicos

Para extracdo dos acidos nucléicos utilizou-se o kit de purificacdo de RNA
Purelink da Invitrogen. Neste kit, a lise celular é realizada por meio de um tampé&o de
isotiocianato de guanidina com a adi¢ao de B-mercaptoetanol, apds a centrifugacéo
uma solugdo de etanol 70% é adicionado a amostra. Em seguida a amostra é
adicionada aos microtubos contendo a coluna de silica, onde ocorre a desnaturacao
das proteinas e a adsorcdo dos acidos nucléicos devido a presenca de sais de alta
concentracdo na coluna. Posteriormente sdo realizadas as etapas de lavagem com
solugbes tamponadas para remover as impurezas da coluna. A etapa final € a
liberagdo dos acidos nucleicos da membrana de silica, a eluigdo é realizada com
50 pl de &gua livre de RNase. Antes de iniciar a etapa de extracdo, um microtubo de
cada amostra foi descongelado e adicionado 10 pl do controle interno do kit para a

realizacdo da reacdo em cadeia de polimerase (PCR), em seguida a amostra foi
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homogeneizada em voértex e colocada em centrifuga para que todo o material
permanecesse depositado ao fundo do microtubo. O material purificado foi

armazenado em microtubos de 1,5 ml a -80°C até o momento de sua utilizacéo.

5.6 Diagnéstico viral

A identificacdo da possivel presenca de SARS-CoV-2 nas amostras foi feita
através da reacdo em cadeia da polimerase por transcricdo reversa em tempo real
(RT-gPCR) multiplex, utilizando o sistema TagMan. O sistema TagMan consiste na
utilizacdo de sondas marcadas com uma molécula que emite a fluorescéncia na
extremidade 5, denominada reporter, e uma molécula que inibe a fluorescéncia na
extremidade 3’, denominada quencher. Enquanto a sonda esté intacta a proximidade
do quencher inibe a fluorescéncia emitida pelo reporter. Se a sequéncia alvo estiver
presente, a sonda se anela logo apés um dos primers, e € clivada pela atividade da
Taq polimerase, separando o reporter do quencher. Com o distanciamento do
quencher, o reporter emite a fluorescéncia. Com a clivagem, a sonda é removida da
fita permitindo que a extensao do primer continue até o final. A RT-gPCR € uma reacéo
composta por duas partes, também conhecido como One Step, a primeira consiste
na sintese de uma fita de DNA complementar (cDNA), através de uma transcriptase
reversa, em seguida ocorre a amplificacdo do material. Com o sistema multiplex,

podemos identificar mais de um segmento gendmico em uma Unica reacao.

Para a detecgcdo do SARS-CoV-2 utilizou-se o painel Allplex™ 2019-nCoV
Assay da Seegene. Este painel realiza a identificacdo simultanea, em uma unica
amostra, de trés genes alvo: gene E (especifico para o subgénero Sarbecovirus),
RAdRP e N (especificos para SARS-CoV-2). O mastermix foi preparado de acordo com
as instru¢des do fabricante em fluxo laminar, para cada reagdo foram utilizados 17pl
do mastermix e 8ul da amostra, gerando um volume final de 25ul. O material purificado
foi descongelado no momento da montagem da placa para a realizacado da RT-qPCR.
As condic¢oes de ciclagem foram 50°C por 20 minutos para a realizagcéo da transcricao
reversa, 95°C por 15 minutos para a ativacao da enzima DNA polimerase, em seguida
ocorrem 44 ciclos de 94°C por 15 segundos e de 58°C por 30 segundos. A
fluorescéncia é detectada a 58°C. O resultado da amplificagdo € acompanhado em
tempo real através do termociclador StepOne Plus Applied Biosystems™.
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6. RESULTADOS
6.1 Frequéncia de SARS-CoV-2

Sete centros de educacédo infantil localizados na regido sul de S&o Paulo
aceitaram fazer parte do estudo. A localizacdo dos centros é demonstrada na figura
6. Um total de 201 amostras foram coletadas. A tabela 1 mostra um perfil dos

voluntarios e a capacidade total e estimada em cada creche no momento da coleta.

. Zona Norte
(\ - E . Zona Leste
1

Zona Oeste

. ¢
\{‘L (f Centro

& Zona Sul

Figura 6: Mapa da cépital de Sado Paulo com destaque das creches
participantes. Os mapas mostram a localizagéo das creches participantes. Os
pontos pretos séo creches localizadas na subprefeitura do Campo Limpo,
atendendo a populacdo dos bairros de Capdo Redondo e Paraisépolis Nos
pontos marrom, estdo as creches localizadas na subprefeitura Capela do
Socorro, atendendo a populacao dos bairros de Interlagos e Cidade Dutra. No
ponto amarelo esta a creche localizada na subprefeitura do M’Boi Mirim, qual

atende a populacéo da Vila Calu. Fonte: Google Maps (adaptado).



33

Adultos Criancas

Creche Captictgjlade ‘:t:gr?gi%zss N Masc. Fem. Mg’gia DP Masc. Fem. Mgce“a DP
idade 'd3de idade 'd2de

1 30 20 20 1 8 a7 +10 6 5 3 +1
2 790 180 61 3 30 37 +6 15 13 3 +0,8
3 110 30 19 0 10 39 +11 7 2 2 +1,2
4 250 80 21 5 2 33 +4 6 8 2 +0,9
5 560 110 19 1 10 41 +11 2 6 2 +14
6 200 70 39 - - - - 20 19 3 +0,9
7 150 50 22 0 11 47 +11 7 4 2 +0,7
Total - - 201 10 71 40  +9,82 63 57 3  +1,08

Tabela 1: Perfil dos voluntarios. Distribuicdo dos voluntarios quanto a faixa etaria e

género separados por creche.

A infeccdo por SARS-CoV-2 ocorreu em 0,5% dos voluntarios (1/201) (tabela
2). O resultado encontrado (Figura 7) é de um voluntario adulto, do sexo feminino,
trabalhadora da creche 03. A voluntaria ndo apresentava nenhum tipo de sintoma no

momento da coleta. Este resultado representa 1,2% (1/81) da populacédo adulta do

estudo.
Participantes SARS-CoV-2
N % N %
Adultos 81 40,3% 1 1,2%
Criancas 120 59,7% 0 -
Total 201 100% 1 0,5%

Tabela 2: Frequéncia de SARS-CoV2 em creches da zona Sul de Sao Paulo.
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Figura 7: Apresentacdo do resultado de PCR positivo. (A) apresenta o resultado
positivo de uma amostra. (B) apresenta o resultado de controle positivo.

6.2 Perfil sociodemogréfico

Todas as creches participantes estédo localizadas na zona sul de Sao Paulo,

em bairros mais afastados do centro da cidade. Muitas delas atendem uma populagao

gue vive em bairros mais vulneraveis (Tabela 3). Apenas a creche 1 € patrticular, as

creches 2 a 6 sdo publicas de administracéo indireta pela prefeitura de Sao Paulo e a

creche 7 é uma unidade publica de administracao direta. A creche 5 embora esteja no

limite da regido sul com a regido oeste da cidade, atende uma populacdo

extremamente vulneravel, moradores da comunidade do Paraisépolis, que segundo

dados da prefeitura da cidade em 2009 possuia uma populacdo estimada em 60 mil

habitantes. A creche 7 esta localizada bem ao extremo da zona sul, préximo a

comunidade Morro da Mandioca, e o publico atendido é praticamente todo desta

regiao.
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Creche  Subprefeitura

Bairros atendidos

o 01k WON PP

Capela do Socorro
M'Boi Mirim
Campo Limpo
Campo Limpo
Campo Limpo
Capela do Socorro
7 Capela do Socorro

Jardim Ipanema
Vila Calu
Jardim lae
Jardim Nova Germania
Paraisdpolis
Jardim Republica
Jardim Maria Rita

Tabela 3: Localizacdo das creches por bairro.

Segundo dados da prefeitura de S&o Paulo, dos 10 distritos que mais

apresentam domicilios em favelas, 7 estdo localizados na zona sul da cidade e as

subprefeituras do Campo Limpo e M’Boi Mirim sdo as que mais apresentam domicilios

em favelas. O que pode levar ao fato de que as subprefeituras do Campo Limpo e

Capela do Socorro tenham distritos com habitantes que mais se beneficiam de

programas de renda do governo.

Em 2018, 57,48% das criancas de 0 a 3 anos da subprefeitura da Capela do

Socorro e 49,15% das criangas de 0 a 3 anos da subprefeitura do M’Boi Mirim eram

atendidas em creche publicas. Ainda assim essas subprefeituras apresentam distritos

com uma média de 100 dias de espera para uma vaga em creche (Tabela 4).

Tempo de atendimento para vagas em creches

Distrito Subprefeitura Dias
Marsilac Parelheiros 158
Parelheiros Parelheiros
Grajau Capela do Socorro
Cidade Dutra Capela do Socorro 100
Jardim Angela M'Boi Mirim
Jardim Sao Luis M'Boi Mirim

Tabela 4: Distritos com maior tempo de espera por uma vaga em creche



36

7. Discusséao

Vivemos ainda um momento pandémico, embora 0 nimero de casos e mortes
das infec¢des por SARs-CoV-2 tenham apresentado uma reducéo, 73,8% dos casos
de Sindrome Respiratéria Aguda Grave no pais estdo relacionados & COVID-197°.
Porém, nossos resultados podem refletir as medidas de contencdo & pandemia que
estdo sendo tomadas nas creches’®, Um estudo realizado na Italia apds a reabertura
das escolas em 2020, observou uma taxa de 0,57% de casos indices em centros de
educacdo infantil, com nenhum caso secundario sendo gerado®°. No presente estudo,
0 caso positivo encontrado foi isolado, e o funcionario colocado em quarentena.

Nenhum caso secundario foi relatado.

Devido a pandemia de SARS-CoV2, as creches e escolas do estado
interromperam o atendimento presencial em marco de 2020, o retorno se deu em
fevereiro de 2021 ainda de forma gradual. De acordo com as regras impostas pelo
Governo do Estado de S&o Paulo para contencdo da pandemia até o momento dessas
coletas, somente 35% das criangas matriculadas podiam frequentar as creches.
Devido ao momento pandémico, nem todas as familias permitiram que seus filhos
voltassem a frequentar as creches, levando a uma diminui¢do ainda mais acentuada
do ndmero de criangas. Em contrapartida, o nimero de funcionarios manteve-se o
mesmo. As criangas que frequentavam as creches em S&o Paulo eram mantidas em
grupos nos momentos de refeicdo e recreacdo e o contato direto era mantido somente

entre seu cuidador e as criancas de seu grupo.

Outro ponto a ser observado € que tanto as criancas quanto os funcionarios
gue apresentassem qualquer tipo de sintoma gripal ndo podiam frequentar a creche.
Diante disso, grande parte das criancas e todos os adultos voluntarios nao
apresentavam nenhum sintoma gripal, exceto por algumas criancas em que foi
observado a presenca de congestao nasal ou coriza no momento da coleta. Criangas
assintomaticas podem apresentar uma carga viral mais baixa do que as criancas
sintomaticas, exceto para aquelas que tiveram contato recente com um caso
positivo**. No entanto, as criangas que convivessem na mesma residéncia com um
caso positivo para SARs-CoV-2 também nao deveriam frequentar a creche, se
mantendo em quarentena o que pode dificultar a identificacdo de possiveis casos

assintomaticos com contato recente a algum caso positivo para o virus. Em
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contrapartida, os adultos assintomaticos apresentam cargas virais semelhantes aos

sintomaticos e a transmissdo nesse grupo tem sido relatada’?.

Embora o SIMED esteja implantado nas escolas de educacéo basica de Sao
Paulo, o ultimo boletim epidemioldgico emitido pela Secretaria da Educacao de Sao
Paulo compreende o periodo de 03 de janeiro a 01 de maio de 2021. A andlise dos
dados inseridos no sistema foi feita considerando somente casos positivos com
resultados por meio de RT-PCR e com mais de dois sintomas, ou seja, casos
assintomaticos e com resultados por testes de antigeno ou sorologia positivos foram
considerados como inconclusivos. Nesta analise feita até maio de 2021 as criancas
de 0 a 5 anos de idade representam 7,1% das infec¢des ocorridas nas escolas do
Estado de Sdo Paulo entre todas as faixas etarias. Devemos esclarecer que até
agosto de 2021 a presenca dos estudantes de todos os niveis de educacdo era
facultativa, o que levou a um ndamero ainda menor de alunos por classe em algumas
unidades de ensino. Além disso, escolas de educacdo infantil eram orientadas a
fecharem suas turmas e permanecerem em quarentena por 14 dias na ocorréncia de

algum caso positivo tanto de professor quanto de aluno.

Durante a conducédo dessa pesquisa o Brasil sofria uma alta de casos devido a
variante Gama, que se apresenta mais frequentemente de forma sintomatica, o que
fez com que mais pessoas permanecessem em casa. A relacdo a carga viral e
expressdo de ACE2 nas criancas ndo é bem definida** 72, porém, acredita-se que a
resposta imunoldgica a infec¢des virais recorrentes e a vacinacao recente possam ter
um papel fundamental na modulagdo de anticorpos a infecgdo por SARS-CoV-272. O
que difere em nossos dados dos dados apresentados pelo SIMED, € que as criancas
gue apresentaram resultados positivos e 0 enviaram a creche eram sintomaticas e
portanto buscaram um servi¢o de atendimento de saude para a realizagdo do teste e
posteriormente permaneceram em suas casas em quarentena. Nosso estudo foi
realizado em tempo real em criancgas e adultos que estavam frequentando as creches,
devido as medidas de seguranca adotadas criancas e adultos sintométicos
precisavam apresentar um resultado negativo de infec¢ao por SARS-CoV-2 para que
pudessem frequentar o ambiente escolar. Essa € uma das implicagbes que pode
influenciar no resultado real de criangas infectadas, por outro lado pode representar
que a circulacdo do virus nesses locais pode ser baixa devido as medidas de

seguranca adotadas.
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O painel utilizado para o diagndstico viral foi projetado para amplificar trés
genes alvos e seu desempenho foi avaliado demonstrando uma especificidade de
100% e uma sensibilidade de 100 copias de RNA viral por reagédo de PCR. Embora o
painel tenha sido projetado no inicio da pandemia, testes especificos demonstraram
as confiabilidade nos resultados’®. Além disso, 10 das 17 mutagdes encontradas em
Gama localizam-se na proteina Spike. Valores mais baixos de limite de ciclo
quantitativo de RT-PCR para os genes E e N foram encontrados em pacientes
infectados pela variante gama. Resultados de RT-PCR positivos utilizados para
identificacdo da variante gama em Manaus foram testados utilizando painéis que
realizavam ao menos a identificacdo dos genes alvo E e N 3. Desta forma acredita-
se também que o ensaio utilizado ndo tenha representado uma limitagdo para o
estudo, uma vez que o ensaio apresentava sensibilidade e especificidade desejaveis
para deteccdo do SARS-CoV2 mesmo com as muta¢des oriunda da variante gama,

predominante no Brasil durante a época de estudo.
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8. Conclusao

A baixa prevaléncia de SARS-CoV-2 observada nas creches da zona sul de
Séao Paulo pode ser indicativo da efetividade das medidas de prevencédo adotadas
para o combate ao avango da pandemia em andamento. Ainda que a abertura das
creches tenha ocorrido durante um periodo de alta no nidmero de casos e mortes
devido a COVID-19 em todo o pais. O funcionamento das creches nos locais
estudados € de extrema importancia por se tratar do atendimento a um populacdo em

situacéo de vulnerabilidade social.
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Apresentagac do Projeto:

Os virus respiratirios representam uma parcela significante de infecgdes respiratdrias, especialmente
durante a infincia. Ainda, muitas

dessas infecgies podem culminar em intemagdes e, hoje no Brasd, infecgdes respiratorias contam como a
5a maior causa de morte. Alem disso,

muites virus respiratorios, que podem resultar em infecpdes mais severas, ndo sao prevenidos atraves de
vacinas. Vale destacar que recentemente

fomos acometidos pela pandemia do SARS-CoV2. Compreender a dindmica de fransmissdo desses wirus
em ambientes com mass gathering, como

creches, pode auxdliar em estratégias que possivelments contribuirdo para adotar formas de prevencio a fim
de diminuir o risco de ransmissdes

virais. Vale ressaltar que a regido de extreme sul de S50 Paule € uma das mais populosas & mais carentes
do municipio. Portanto, o cbjetivo desse

estudo & investigar a frequéncia de infeccio por vinus respiratorios durante periodos especificos do ano em
creches da zona sul de S30 Paulo.

Ainda, pretende-se, determinar possiveis gendtipoes circulantes nas creches e possiveis rotas de
fransmiss3o desses virus &, se possivel, colaborar

para estabelecer intervengies para controle dessas infecgdes virais respiratdrias. Para tal, visitas penodicas
serdo realzadas nas creches
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participantes do estude. La, serdo coletadas amostras de swab nasal de criangas, funcionarios e
possivelmente dos pais das criangas. As amostras

serdo triadas para Influenza A, HINT suine, Influenza B, Rhinowirus, Coronavires (MLE3, 2288, OC43,
HKELU1 & SARS-CoV2), Parainfluenza 1, 2, 3 &

4, Metapneumovinus A/B, Adenowirus, Bocavirus, Virus Sincicial Respiratorio A8, Parechovirus humano.
Ainda, as amostras positivas serao

encaminhadas para o sequenciamento de proxima geragde a fim de obter a sequéncia completa do genoma
de fodos o5 virus & avenguar quais

gendtipos estdo circulantes, bem como identificar possiveis rotas de transmissao de determinados virus.

Objetivo da Pesguisa:

Objetvo Primaria:

0 objetivo principal desse estudo sera:investigar a prevaléncia de virus respiratinios em creches da zona sul
de 530 Paulo.

Objetivo Secundanio:

E os objetivos especificos serdoc- Determinar a incidéncia de cada virus respiratario durante o periodo do
estudo:- ldentificar possiveis rotas de

transmiss3o dos virus circulantes:- Determinar genotipositipos dos vinus crculantes na regido;- Auxiliar as
insﬁtui-;Eres. com medidas socioeducativas

a fim de contribuir com o controle dessas mfecpdes;

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Rizcos:

Por ser um estudo observacional, ou seja, sem quaisquer tipos de inter'.'eng':-es. A coleta de swab nasal
consiste em procedimente Unico e pouco

invasivo, pode gerar um pouco de desconforto durante o momento da coleta, e oferece risco minimo acs
voluntarios.

Beneficios:

0s voluntirios ndo terde despesas pessoais por participar desse estudo, & nem quaisquer obrigagdes.
Também ndo havera compensagao financeira

por sua participagio. A principio, esse estudo ndo trara nenhum beneficio imediato acs voluntarios.
Entretanto, as informages cbtidas nesse estudo

podera servir de base para o estabelecimento de benefidios diretos para evitar que haja transmiss3o desses
virus, futuramente.
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Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Fara a realizagao do estudo, serdo selecionadas creches nas quais 3 UNISA |3 tem parceria de estagios
para cursos de enfermagem. Funcionarios

= 05 pais das criangas serdo contatados para autorizac3o de coleta das criangas. As coletas ndo causardo
dor ou grande desconforto 305

voluntarios. Em cada creche, serdo coletadas amostras da regido nasofaringea de swab nasal estéreis de
funciendrios veluntarios, criangas

autorizadas pelos pais a participarem do estedo, ainda, em caso de positividade, os pais das criangas
tambem serdo convidados a participar do

estudo. A coleta consistira em inserir os swabs flexiveis com ponta de rayon em cada uma das narinas até
encontrar uma leve resisténcia. em

seguida o swab sera rotacionado 2 ou 2 vezes & imerso em meio de transporte universal ([COPAN), em
seguida as amostras serdo encaminhadas ao

Unisa Ressarch Center (URC) para seguimento com todas a5 etapas experimentas.

Vale destacar que a etapa de coleta & gerenciada pela Prof. Dra. Carla Regiani Conde |colaboradora deste
esfude), enfermera gque am sua camreira

trabalhou em projetos paralelos com coleta de swab nasal. Atualmente a Prof Cara atua come docente da
LUMISA & dentre suas atividades inchui-se

a disciplina de prevengdoe e promecdo da saldde da crianga e do adolescente & o estigio supenvisionado em
enfermagem pediatrica.

Com relagdo as coletas, dar-se-a prioridade aos individuos nos quais apresentem sintomas clinices
respiratérios a serem observados durante a

visita, como febre, coriza, tosse, fadiga, expectoragio e mialgia. Mo entanto, também coletaremos amostras
de criangas que mantem convivio social

COM 3 crianga sintomatica. Ainda, esperamos realizar visitas semanais nas creches participantss do estudo
durante os meses de junho-agosto de

2020. Os funcionarios também serdo investigades bem como os pais das criangas serao convidados a
participar do estudo. Considerando a

prevaléncia das infecpdes respiratorias e a analise investigativa em casos assintomaticos, espera-se coletar
cerca de 500 amostras.

O treinaments na etapa de sequenciamento sera executado na Faculdade de medicina da USF sob
responsabilidade da Prof. Dra. Ester Cerdeira

Sabino
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Anexo 3: TCLE

UNISA

Universidade Santo Armarn

Termo de Consentimento Livre & Esclareddo

PROTOCOLO: INVESTIGACAD DA PREVALENCIA DE ViRUS RESPIRATORIOS EM CRECHES
DA ZONA SUL DE SA0 PAULO

Estes esclarecimentos estdo sendo apresentados para solicitar a participagao de
seujua filho/a sob sua responsabilidades.

no projeto INVESTIGACAD DA PREVALENCIA DE VIRUS RESPIRATORIOS EM CRECHES
DA Z0OMA SUL DE SAQ PAULO do Programa de Pés Graduacio em Ciéncias da Sadde
da Universidade de Santo Amaro - UNISA, que sera realizado pelo pesquisador Graciela
dos Santos Soares Bonani como dissertagdo para obtengao do titulo de mestre sob
orientagdo do Prof. Dr. Luiz Henrigue da Silva Nali

1. Descrigao do estudo e objetives

Estamos realizando um estudo de carater observacional em criangas, esse estudo
visa identificar @ prevaléncia de virus em criangas que frequentam oreches. Acredita-
58 gue es58s Virus possam estar presentes em creches e assim, poderemos entender
como esses virus s3o dispersos na populacdo, em especial aqui da Zona Sul de 530
Paulo. Vale destacar gque a participagac ou nao de seus filhos ndc acarretara em
guaisquers prejuizos reladeonados a condugdo educacional deles. Sendo assim, o
objetive desse termo € convida-lo a permitir que seu filhe(a) partidipe deo nosso
estudo.

2. Procedimentos da pesguisa

Apos ter sido esclarecido sobre o estudo, vocé podera permitir se deseja ou nao
participar. Caso aceite, vocg serad solicitado a assinar esse Termo de Consentimento
Livre e Escarecido, uma copia deste documento lhe sera formecida. O
acompanhamento didrio do seu filho ndo serd afetado no decorrer do estudo, além
disso, vocé pedera optar por ndo participar mais do estudo a qualgquer momento, sem
que exista quaisquer implicacdes para seu filho. Caso aceite participar coletaremos 2
amostras de secrecdes nasais do seu filho, pelo método de swab, semelhante a um
cotonete & uma amostra de saliva. O material biologico e os dados coletados durante
esse projeto serdo utilizados apenas para chjetivo desse estudo.

3. Beneficios & obrigacbes do participante

Vocg ndo terd despesas pessoals por participar desse estudo, & nem guaisquer
obrigagées. Tambeém nac havera compensagae financeira por sua participagac. A
principio, esse estudo nao trarda nenhum beneficic imediato a vocé. Entretanto, as
informagtes obtidas nesse estudo podera servir de base para o estabelecimento de
beneficios diretos para evitar que haja transmissao desses virus, futuramente.

Comite de Etics em Pesguisa — Unisa.
Fua Frof. Eneas de Siquesra Meto, 340 cep: 04829-300 530 Paulo - SP
Fone: [11) Z141-2687
W unEsa.br
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4. Desconfortos e riscos

Por ser um estude observacional, ou seja, sem quaisquer tipos de intervengoes. A
coleta de swab nasal consiste em procedimento dnico & pouwco invasivo, pode gerar um
pouco de desconforto durante o momento da coleta, e oferece risco minimo aos
voluntarios.

L. Garantia de acesso 30s pesquisadoras.

E garantido o acesso, em gualquer etapa do estudo, aos profissionais responsaveis
pela pesquisa para esdaredments de eventuais duvidas ou informagdes sobre os
resultados parciais das pesquisas, quando em estudos abertos, ou de resultades que
sejam do conhecimento dos pesguisadores.

0 pesquisador responsavel € o Prof. Dr. Luiz Henrigue da Silva Nali, pode ser
encontrado na Universidade de Santo Amaro no enderego Rua Prof. Engas de Sigueira
Meto, 340, Jardim das Imbuias, 5P, campus |, telefone 11 2141-8702 no setor Pos
Graduacao em Ciéncias da Sadude.

Se vocé tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquiza, entre em
contato com o Comité de Etica em Pesguisa [CEP-UNISA) — Rua Prof. Endas de Sigueira
Meto, 340, Jardim das Imbuias, 5P — Tel.: 2141-8687.

Comite de Etica em Pesguisa — Unisa.
Eua Prof. Enéas de Siqusirs Keto, 340 cep: 04829-300 580 Paulo - SP
Fone: [11) 2141-2687
WAL unEsa.br
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Em caso de dano pessoal, diretaments relacionado aos procedimentos deste estudo

(nexo causal comprovado), a gualguer tempeo, fica assegurado ao participante o

respeito a seus direitos legais, bem como procurar obter indenizagbes por danos

Eventuais. )

Uma via deste Termao de Consentimento ficara em seu poder. f i
[pesquisadores)

Se voce concordar em participar desta pesquisa assine no espage determinado abaixo e

cologue seu nome & o N2 de seu documento de identificagdo.

MNome: (do participante): ...

Doc. ldentificagdo: ..

Ass: e et et e e

530 Paule, 22 /032 /31

Mome: (do representante legal)

Doe ldermtfacdo:

HNivel de representagac: (genitor, tutor, curador, procurador.) oo
MNome do participante:

Declare (amos) que obtive (mos) de forma apropriada e voluntaria o Consentimento
Livre & Esclarecido deste participante [ou do representante legal deste participante)
para a participagao neste estudo, conforme preconiza a Resolugao CNS 466, de 12 de
dezembro de 2012, IV3a 6.

Assinatura do pesguisador responsavel pelo estudo
Data J !

, Comite de Etica em Pesquisa — Unisa.
Fua Prof. Eneas de Siquears Neto, 340 cepe D4829-300 530 Paulo - 5P
Fome: [11) 2141-2687
W unisa b




