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RESUMO

A investigacdo quantitativa e qualitativa do perfil de resposta humoral contra 0 SARS-
CoV-2 (SC2) tem sido de suma relevancia para avaliacdo dos niveis de exposicao,
reinfeccdo e de soroconversdo aos antigenos virais durante a pandemia. Este estudo
avaliou um recorte de 323 doadores de sangue do HEMOCE, cuja selecdo ocorreu durante
0 periodo pandémico (2020-2022) e pos-pandémico (setembro de 2023 e abril de 2024).
O estudo objetivou investigar associa¢des do perfil imunoldgico humoral em subgrupos
de doadores de sangue do municipio de Fortaleza, entre 2020 e 2024, correlacionando o0s
efeitos da pandemia do SC2 com o histérico de infec¢do e vacinacdo dos doadores. Para
isso, foram utilizados dois testes especificos contra 0 SC2 - IgG anti-N e anti-S sericos.
As andlises nos niveis de 1gG anti-N, entre os periodos pandémico (2020 e 2021) versus
pos-pandémico apresentaram aumentos significativos (p < 0,05), reflexo de uma maior
taxa de infec¢Bes durante os primeiros anos de pandemia. De forma analoga, observou-
se uma tendéncia de declinio nos niveis de IgG anti-S entre 2022 e o periodo pos-
pandémico. Para a analise pareada de vacinacéo, os participantes foram classificados em
grupos e subgrupos de acordo com o registro de doses de vacinacdo, sendo observado
uma elevacdo significativa nos titulos de 1gG anti-S entre o estado sem registro de
vacina¢ao (“Na@o Imunizado”) e os demais estados vacinados (p<0,001). Houve
diferengas entre os subgrupos “Vacinados (D1-D4)” vs. “Bivalente” e “Doses iniciais
(D1-D2)” vs. “Bivalente” (p<0,001). Para as analises transversais, 0s niveis de 1gG anti-
S se associaram com a maioria das varidveis autodeclaradas (p<0,05), como a quantidade
de infec¢bes reportadas, o intervalo desde a Gltima infeccdo, o estado vacinal e os indices
derivados do questionario de salde mental, relacionado a resiliéncia e a depressdo. Aos
doadores que declararam ter tido COVID-19, 31,4% relataram sintomas persistentes, com
maior prevaléncia de “Perda de memoria” para os grupos “Médio” (31,8%) e “Alto”
(25%) de IgG anti-S. A fim de avaliar os efeitos da neutralizagdo de anticorpos, foi
realizado um ensaio de neutralizagdo PRNTgo contra as subvariantes do SC2 - GK.1 e
JN.1 - que apresentaram significativa associacdo com os niveis de 1gG anti-S e IgG anti-
N (p < 0,05; r > 0,60), cujos valores de corte foram estimados por analises de
sensibilidade/especificidade (1gG anti-S > 50.165,14 BAU/mL,; IgG anti-N > 1,03 Index
(S/C)). De forma moderada, os niveis elevados de leucécitos e linfécitos também se
associaram com a atividade neutralizante (p<0,05; r>0,40). Ndo houve correlages dos
niveis de IgA, IgE, IgG e IgM totais com os resultados de PRNTgo, nem entre 1gG total e
IgG anti-S. Esses resultados reiteram a importancia das investigacdes
soroepidemioldgicas a nivel populacional, tanto para o monitoramento dos niveis de
exposicdo/reinfeccdo, como de evasdo imunoldgica vacinal, além de servirem de
norteadores para estratégias de prevencdo e intervencao de agravos emergentes, tanto em
um contexto pandémico, como pds-pandémico.

Palavras-Chave: COVID-19; anticorpos; monitoramento; vacinacao; neutralizacéo.



ABSTRACT

The quantitative and qualitative investigation of the humoral response profile against
SARS-CoV-2 (SC2) has been of paramount importance for evaluating exposure levels,
reinfection, and seroconversion to viral antigens during the pandemic. This study
evaluated a sample of 323 blood donors from HEMOCE, selected during the pandemic
period (2020-2022) and post-pandemic period (September 2023 and April 2024). The
study aimed to investigate associations of the humoral immune profile in subgroups of
blood donors from the city of Fortaleza, between 2020 and 2024, correlating the effects
of the SC2 pandemic with the donors' infection and vaccination history. Two specific
tests against SC2 — anti-N and anti-S serum IgG — were used for this purpose. The analysis
of anti-N IgG levels, comparing the pandemic period (2020 and 2021) with the post-
pandemic period, showed significant increases (p < 0.05), reflecting a higher rate of
infections during the early years of the pandemic. Similarly, a trend of decline in anti-S
IgG levels was observed between 2022 and the post-pandemic period. For the paired
vaccination analysis, participants were classified into groups and subgroups according to
their vaccination dose records, showing a significant increase in anti-S IgG titers between
the unvaccinated state (“Non-Immunized”) and the vaccinated states (p<0.001).
Differences were observed between the subgroups “Vaccinated (D1-D4)” vs. “Bivalent”
and “Initial Doses (D1-D2)” vs. “Bivalent” (p<0.001). For the cross-sectional analyses,
anti-S 1gG levels were associated with most self-reported variables (p<0.05), such as the
number of reported infections, time since the last infection, vaccination status, and indices
derived from the mental health questionnaire related to resilience and depression. Among
the donors who reported having had COVID-19, 31.4% reported persistent symptoms,
with the highest prevalence of “Memory Loss” in the “Medium” (31.8%) and “High”
(25%) anti-S 1gG groups. To evaluate the effects of antibody neutralization, a PRNT90
neutralization assay was performed against SC2 subvariants - GK.1 and JN.1 - which
showed significant association with anti-S and anti-N IgG levels (p < 0.05; r > 0.60), with
cutoff values estimated by sensitivity/specificity analysis (IgG anti-S > 50,165.14
BAU/mL; 1gG anti-N > 1.03 Index (S/C)). Moderately, elevated leukocyte and
lymphocyte levels were also associated with neutralizing activity (p<0.05; r>0.40). No
correlations were found between total IgA, IgE, IgG, and IgM levels with PRNT90
results, nor between total 1gG and anti-S 1gG. These results emphasize the importance of
seroepidemiological investigations at the population level, both for monitoring
exposure/reinfection levels and vaccine-induced immune evasion, as well as serving as
guides for prevention and intervention strategies for emerging diseases, both in a
pandemic and post-pandemic context.

Keywords: COVID-19, antibodies, monitoring, vaccination, neutralization.



RESUME

L'investigation quantitative et qualitative du profil de réponse humorale contre le SARS-
CoV-2 (SC2) a été d'une grande importance pour I'évaluation des niveaux d'exposition,
de réinfection et de séronconversion aux antigenes viraux pendant la pandémie. Cette
étude a évalué un échantillon de 323 donneurs de sang du HEMOCE, sélectionnés
pendant la période pandémique (2020-2022) et post-pandémique (de septembre 2023 a
avril 2024). L'objectif de I'étude était d'étudier les associations du profil immunologique
humorale dans des sous-groupes de donneurs de sang de la ville de Fortaleza, entre 2020
et 2024, en corrélant les effets de la pandémie de SC2 avec I'historique d'infection et de
vaccination des donneurs. Deux tests spécifiques contre le SC2 — 1gG anti-N et anti-S
sériques —ont été utilisés a cet effet. L'analyse des niveaux d'lgG anti-N, entre les périodes
pandémique (2020 et 2021) et post-pandémique, a montré des augmentations
significatives (p < 0,05), reflétant un taux plus élevé d'infections pendant les premieres
années de la pandémie. De maniére similaire, une tendance a la diminution des niveaux
d'lgG anti-S a été observée entre 2022 et la période post-pandémique. Pour I'analyse
jumelée de la vaccination, les participants ont été classés en groupes et sous-groupes en
fonction de I'enregistrement des doses de vaccination, et une élévation significative des
titres d'lgG anti-S a été observée entre I'état sans enregistrement de vaccination (*Non
immunisé") et les autres états vaccinés (p<0,001). Des différences ont été observées entre
les sous-groupes « Vaccinés (D1-D4) » vs. « Bivalent » et « Doses initiales (D1-D2) »
vs. « Bivalent » (p<0,001). Pour les analyses transversales, les niveaux d'lgG anti-S ont
été associés a la plupart des variables autodéclarées (p<0,05), telles que le nombre
d'infections rapportées, l'intervalle depuis la derniére infection, I'état vaccinal et les
indices dérivés du questionnaire de santé mentale, liés a la résilience et a la dépression.
Parmi les donneurs ayant déclaré avoir eu la COVID-19, 31,4% ont signalé des
symptdmes persistants, avec une prévalence plus elevée de « Perte de mémoire » pour les
groupes « Moyen » (31,8%) et « Elevé » (25%) d'IgG anti-S. Afin d'évaluer les effets de
la neutralisation des anticorps, un essai de neutralisation PRNT90 contre les sous-variants
du SC2 - GK.1 et JN.1 - a été réalisé, et a montré une association significative avec les
niveaux d'lgG anti-S et 1gG anti-N (p < 0,05; r > 0,60), les valeurs de coupure ayant été
estimées par des analyses de sensibilité/spécificité (IgG anti-S > 50 165,14 BAU/mL; IgG
anti-N > 1,03 Index (S/C)). De maniére modérée, des niveaux élevés de leucocytes et de
lymphocytes ont également été associés a l'activité neutralisante (p<0,05; r>0,40).
Aucune corrélation n'a été observée entre les niveaux totaux d'lgA, IgE, IgG et IgM avec
les résultats de PRNT90, ni entre IgG total et IgG anti-S. Ces résultats soulignent
I'importance des investigations séroépidemiologiques a I'échelle de la population, tant
pour le suivi des niveaux d'exposition/réinfection que pour I'évasion immunologique
induite par la vaccination, en plus de servir de guide pour les stratégies de prévention et
d'intervention face aux maladies émergentes, tant dans un contexte pandémique gue post-
pandémique.

Mots-clés: COVID-19 ; anticorps ; suivi ; vaccination ; neutralisation.
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1 INTRODUCAO

A intensificacdo da agricultura industrial, a expansao das atividades de mineragéo
e 0 aumento do comércio internacional de animais selvagens sdo exemplos de como o
desenvolvimento industrial e as mudancas de habitos humanos contribuem para a
emergéncia, propagacdo e transmissdo de novos patdgenos (Sigler et al., 2021). Essa
relacdo é muito evidente no caso de virus respiratorios, como 0 SARS-CoV, 0 MERS-
CoV e 0 SARS-CoV-2 (SC2), causador da pandemia de COVID-19. Esta, destaca-se
como a maior pandemia dos Gltimos 100 anos, superando, em nimero de mortes, a gripe
espanhola de 1918. A taxa de fatalidade da COVID-19, estimada em 3%, é ainda
consideravelmente maior que outras doengas infecciosas, como a gripe comum (0,1%)
(OMS, 2020; Li; Song, 2023).

O genoma do SARS-CoV-2 (SC2) € similar ao de outros Coronavirus, com cerca
de 30 kb de comprimento. Ele contém entre 10 e 14 janelas abertas de leitura (ORF, do
inglés Open Reading Frames), que codificam duas grandes poliproteinas, que formam o
complexo replicase-transcriptase do virus (Malik, 2020); as quatro proteinas estruturais
principais do virus (S, M, E e N); além de cerca de 15 a 16 proteinas nao estruturais (nsp)
e de 5 a 8 proteinas acessorias, que nao participam do processo de replicacdo viral
(Algaissi et al., 2020; Naqvi, 2020). A rapida evolucdo do virus do SC2 levou ao
surgimento das variantes de preocupacdo (VOC), como a Alfa, Beta, Gama, Delta e
Omicron. As VOCs se tornaram cada vez mais competentes para a infeccdo e a
transmisséo entre humanos, impactando significativamente a dindmica da pandemia, 0
que exigiu medidas de controle mais rigorosas pelos governos do mundo todo (Buss et
al., 2021; Silva; Pena, 2021; Rede Gendmica Fiocruz, 2024). Pela primeira vez na
historia, o surgimento e a transmissdo de diferentes variantes foram acompanhados
praticamente em tempo real, 0 que serviu de guia para os diferentes 6rgdos de saude
publica direcionarem acdes contra a pandemia, anteciparem o recrudescimento de novas

ondas e monitorarem a eficacia de vacinas e farmacos (Munnik et al., 2021).

Um dos sistemas que sofreu grandes impactos com a pandemia no Brasil foi o da
doacdo de sangue. Ele apresentou uma queda de 20% no numero de doadores em 2020.
Devido a isso, muitos estados acionaram o plano nacional de contingéncia para manter o
estoque minimo de 3 dias de material (Oliveira et al., 2022). No caso de Fortaleza, o

hemocentro coordenador, em conjunto com as unidades dos interiores do estado,
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estabeleceu algumas medidas para manter a estabilidade do estoque de sangue no Ceara,
tais como o agendamento online das doacdes e a realizagdo de coletas externas. Com a
implementacdo dessas estratégias, foi possivel manter o estoque minimo em todo o estado

durante o periodo pandémico (Oliveira et al., 2022).

Por se tratar de uma populagdo saudavel, altamente controlada e com grande
potencial de disponibilidade de amostras, pesquisas focadas nesse segmento populacional
de surgiram, durante a pandemia, com a finalidade de avaliar a prevaléncia de anticorpos
IgG contra o SC2. Com o intuito de dar continuidade a essas avaliagdes em um contexto
poés-pandémico, este estudo realiza analises mais aprofundadas para investigar a hipotese
de que a variacdo nas taxas de anticorpos desse segmento de doadores de Fortaleza esta
relacionada a exposicdo ao antigeno. Para isso, foram conduzidos testes de
quimioluminescéncia para medir os titulos de anticorpos IgG anti-SC2 e anticorpos totais
de IgE e testes de turbidimetria para IgA, IgM e IgG totais. Também foram realizados
ensaios de neutralizacdo para estabelecer os valores de cortes dos titulos de anticorpos
necessarios para neutralizar as subvariantes mais recentes da Omicron em 2024 — GK.1
e JN.1. Os resultados visam gerar insights relevantes sobre os fatores que influenciam a
resposta imune-humoral e oferecer subsidios para o Sistema Publico de Salde no
seguimento das campanhas de vacinagao contra o SC2.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Endemias, Surtos, Epidemias e Pandemias

A investigacdo de doencas infecciosas, que se agrupam no tempo e no espago, €
um campo imprescindivel da Epidemiologia. Termos, como endemias, surtos, epidemias
e pandemias, classificam a ocorréncia de uma condi¢do de salde, como uma doenca
infecciosa, considerando sua taxa de propagacdo possivel ou ndo de ser prevista e se
relacionando, também, com a dispersao e a transmissdo em diferentes areas geograficas
(Grennan, 2019). Por definicdo, uma endemia se caracteriza pela presenca constante e
previsivel de uma determinada condi¢do de saude em uma populacdo especifica, dentro
de uma area geogréfica delimitada, de forma sazonal ou ndo (Riley, 2019). Um surto
corresponde a um aumento imprevisivel no nimero de casos de uma doenca em uma
regido, ou a aparicdo da doenca em uma nova area geografica. Uma epidemia é um surto
que se propaga em mdultiplas areas geograficas, enquanto uma pandemia € uma epidemia
que se propaga globalmente (Piret; Boivin, 2021). De toda forma, é importante salientar
que a classificacao oficial de uma determinada doenga como endemia, surto, epidemia ou
pandemia cabe unicamente a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), ap6s analise

criteriosa realizada apds a convocacao de um comité de especialistas.

Uma infeccdo emergente é aquela que surge de forma recente em uma populacéo
Ou se propaga em uma nova area geografica (Morens et al., 2004). Assim, a transmissédo
zoondtica, ou seja, a transferéncia de patdgenos animais para humanos, é uma das razdes
do porqué essas infeccbes emergentes vém ganhando tanto espaco no surgimento de
doencas infecciosas humanas. O aumento das interacdes humanas com animais, seja por
meio da caca, da pecuaria, do estabelecimento de criadouros ou da domesticacdo de
animais exaticos, intensificou a probabilidade de transmiss@es cruzadas entre as espécies
(Wolfe et al., 2007). Fatores como o uso da terra e as mudancas climaticas sugerem deter
exercer um papel significativo na amplificacdo da transmissdo zoonética de patdgenos
para humanos (El-Sayed; Kamel, 2020). A propagacao de diversas doengas infecciosas
com potenciais pandémicos, como a influenza e o coronavirus, em diferentes areas
geograficas, vem causando consternacdo em todo o mundo. Essas doencas acabam se
propagando de modo rapido e diversos fatores contribuem para essa disseminacgao, como
a resisténcia dos patdgenos aos farmacos usados para combaté-los, a tolerancia do

mosquito vetor aos inseticidas, a falta de saneamento basico, a ocupacdo de terras de
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modo desordenado, as mudancas climaticas, e 0 aumento da mobilidade urbana entre
cidades e paises (Piret; Boivin, 2021). Recentemente, a pandemia de COVID-19
ocasionou impactos severos na saude publica global, sobrecarregando os sistemas de
salde, afetando a economia mundial e aumentando a relevancia de estudos na area de

epidemiologia e genémica (Li; Song, 2023).

2.2 Agente Etiologico de Infecgcdes Respiratorias

2.2.1 Caracterizacao e Evolugdo do Coronavirus

Os Coronavirus (CoV), pertencentes a subfamilia Corovirinae, sdo virus de RNA
de fita unica positiva (+ssRNA), esféricos e envelopados, encontrados em mamiferos e
em aves (Naik et al., 2023). O envelope viral é derivado da célula hospedeira e contém
uma glicoproteina, chamada spike, que, quando observada em um microscépio eletrénico,
confere ao virus a aparéncia de uma coroa. Os CoVs apresentam 0s maiores genomas de
RNA dentre os virus de RNA, com tamanho entre 27 e 32 kb de comprimento e até 125
nm de diametro (Rabaan et al., 2020). Seus genomas codificam de quatro a cinco
proteinas estruturais: spike (S), membrana (M), envelope (E), nucleocapsideo (N) e
hemaglutinina esterase (HE) (Rabaan. et al., 2020).

A proteina S apresenta 150 kDa, é altamente N-glicosilada e forma trimeros que
se projetam da superficie viral como espiculas. Essa estrutura trimérica da proteina S €
caracterizada como uma proteina de fusdo de classe I, o que facilita sua ligagdo com o
receptor. Geralmente, ela é clivada por uma protease semelhante a furina do hospedeiro,
gerando dois dominios funcionais: S1 e S2 (Beniac et al., 2006; Ortega et al., 2020). O
dominio S1 é crucial para a ligacdo da proteina ao receptor, enquanto o S2 fornece suporte
estrutural para a fusdo viral com a membrana celular (Ortega et al., 2020). A proteina M,
com 25 a 30 kDa, é a mais abundante no virus. Ela apresenta trés dominios
transmembrana, um ectodominio N-terminal e um endodominio C-terminal
(Mousavizadeh; Ghasemi, 2021). Sua estrutura dimérica contribui na manutencdo da
curvatura da membrana e na sua ligacdo com o nucleocapsideo (Neuman et al., 2011). A
proteina E, com 8 a 12 kDa, é menos abundante que as outras proteinas estruturais do
virus. Ela se caracteriza como uma proteina transmembrana com um ectodominio N-
terminal e um endodominio C-terminal (Javorsky; Humbert; Kvansakul, 2021). Ela atua
como um canal idnico, relevante na patogénese viral do SARS-CoV e do SC2, além de

ser uma proteina importante no processo de montagem e liberacdo do virus (Widyasari;
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Kim, 2023). A proteina N é um componente essencial do nucleocapsideo viral, com
dominios C-terminal e N-terminal capazes de se ligarem ao RNA do virus. Por ser uma
proteina altamente fosforilada, sua afinidade pelo RNA viral acaba sendo aumentada. Ela
se liga a estrutura +ssRNA do virus, formando esferas em uma estrutura de cordao
(Rabaan et al., 2020). O dominio C-terminal se liga a um sinal de envelopamento do
RNA, o que auxilia na formacdo do nucleocapsideo. Ela, entdo, participa do
empacotamento do genoma viral, gerando as particulas virais a partir da interagcdo com a

proteina M e com o nsp3, componente crucial do complexo replicase.

Esse evento facilita a ligagdo com o complexo replicase-transcriptase do virus,
permitindo a replicagcdo do genoma viral (Park, 2020; Zhao et al., 2023). A hemaglutinina
esterase é uma proteina presente apenas em alguns betacoronavirus. Sua funcéo principal
é se ligar ao acido sialico presente nas glicoproteinas da superficie viral. A ligacdo do
acido sialico e a atividade esterase facilitam a entrada do virus no hospedeiro, mediada
pela proteina S (Ali et al., 2023). Os CoVs sdo classificados em quatro subgrupos
principais: Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus e Deltacoronavirus
(Ali et al., 2023). Presume-se que os dois primeiros tenham se originado em morcegos e

roedores, enquanto os dois ultimos sdo derivados de espécies aviarias (Figura 01).

Figura 01 - Relag&o dos principais subgrupos de Ortocorovirinae com os respectivos hospedeiros
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Os Coronavirus capazes de infectar humanos (hCoV) pertencem aos subgrupos
dos Alphacoronavirus e dos Betacoronavirus (Zhu et al., 2020). O primeiro registro de
hCoV data de 1965, com a cepa hCoV-B814, isolada de um paciente com sintomas de
resfriado comum. Desde entdo, mais de 30 cepas diferentes de hCoV foram identificadas,
dentre elas a hCoV-229E, hCoV-0C43, hCoV-HKUL1 e a hCoV-NL63 (Naik et al., 2023)
(Figura 02). Essas cepas, geralmente, sdo de baixa patogenicidade e podem causar
infeccOes leves a moderadas no trato respiratorio superior humano, o que contribui com
15 a 30% dos casos de resfriados comuns (Liu; Liang; Fung, 2021). Em contraste, as duas
cepas Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus (SARS-CoV e SC2) e a Middle
East Respiratory Syndrome Coronavirus (MERS-CoV) sdo as principais causas de
infeccOes graves no trato respiratério inferior e representaram as principais epidemias de

coronavirus das ultimas décadas (Zhou et al., 2021).

Figura 02 - Classificacéo cladistica dos principais Coronavirus humanos
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O SARS-CoV, com origem de Hong Kong, foi o primeiro hCoV associado a
surtos de sindrome respiratoria aguda grave e se tornou responsavel pela primeira
epidemia causada por um virus hCoV, com mais de 8.000 casos de infec¢des e uma taxa
de mortalidade de mais de 9%, causando cerca de 900 6bitos em 32 paises entre 2002 e
2003 (Cai et al., 2020). O virus infecta células epiteliais pulmonares e células do sistema

imunolégico, como as células dendriticas e os macrofagos. A producéo de citocinas pro-
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inflamatdrias por essas células infectadas resultavam em uma resposta inflamatdria
sistémica grave, com complicacGes possivelmente fatais (Speigel et al., 2006; Rabaan et
al., 2020). A epidemia de SARS-CoV também teve um impacto significativo na economia
global, com uma perda mundial estimada em mais de U$S 40 bilhGes, com destaque para
0 sudeste asiatico e para o Canada, que foram os principais atingidos. Por apresentar uma
baixa taxa de transmisséo, o surto do SARS-CoV acabou sendo eventualmente contido
(Qiuetal., 2018; Peters et al., 2020). A segunda epidemia de hCoV aconteceu com a cepa
MERS-CoV, originaria da Arabia Saudita, cerca de uma década depois do inicio da
epidemia de SARS-CoV, em 2012 (Magnavita et al., 2021). A epidemia de MERS-CoV
afetou diversos paises do Oriente Médio, com registros de 2.519 casos confirmados e 866
mortes, resultando em uma taxa de mortalidade de cerca de 34,4%, segundo dados da
OMS (OMS, 2020). Esses eventos destacaram 0s CoVs como uma das maiores ameacas
emergentes do seculo XXI, representando uma grande preocupacdo mundial no ambito
da satde publica devido ao seu potencial pandémico e impacto nos sistemas de salde
(Cui; Li; Shi, 2019).

2.2.2 Origem e caracterizacdo do SC2 como novo Coronavirus humano
Originalmente, alguns CoVs eram classificados como causadores de infecgdes
enzooticas, limitadas somente aos seus hospedeiros animais naturais. No entanto, esses
virus sofreram mutacdes que 0s tornaram capazes de cruzar a barreira entre espécies e se
estabelecer em humanos, causando infec¢bes zoondticas (Malik, 2020). Todos os hCoVs
altamente patogénicos, anteriores ao SC2, tiveram origem zoon6tica (Guan et al., 2003;
Song et al., 2005). Muitos anos de pesquisa, desde a epidemia do SARS-CoV, em 2002,
revelaram que diversas espécies de morcegos, advindos das cavernas da provincia de
Yunnan, na China, sdo portadores do virus ancestral do SARS, incluindo o SC2 (Lietal.,
2005; Zhou et al., 2020). Portanto, 0s morcegos atuam como reservatorios primarios de
varios virus SARS-like (Zhou et al., 2020). Além disso, pangolins de diversas regides do
sudeste asiatico também hospedam uma variedade de virus muito préximos ao SC2, o
que torna improvavel um contagio direto do morcego para o humano (Wacharapluesadee
et al., 2021; Pagani et al., 2023). Provavelmente, os eventos de repercussao do virus
ocorreram em locais com uma alta densidade populacional em contato com os animais
Vvivos, que estavam sendo vendidos para alimentacdo nos mercados de Wuhan e que sdo

suscetiveis a infeccdo por virus SC2-like (Pagani et al., 2023).
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Por essa razéo, no final de dezembro de 2019, um surto associado a um novo
hCoV foi relatado na cidade de Wuhan, China. Inicialmente conhecido como nCoV-2019,
0 virus causava uma pneumonia incomum (Bassetti; Vena; Giacobbe, 2020). Com o
tempo e a confirmacdo de novos casos, 0 virus passou a ser chamado de SARS-CoV-2,
causador da doenca COVID-19, que rapidamente se espalhou pelo mundo, tornando-se a
sétima doenca causada por um Coronavirus capaz de infectar humanos (Zhou et al.,
2021). Analises das primeiras sequéncias do virus em Wuhan identificaram duas
linhagens independentes de SC2 circulando simultaneamente em diferentes mercados de
animais selvagens da cidade. Essas linhagens podem ter sido transmitidas por animais
ainda n&o identificados capturados da natureza ou animais de criacdo vendidos nos

mercados da cidade (Pagani et al., 2023).

Embora a taxa de mortalidade da COVID-19 (3,4%) seja bem menor que as
observadas nas epidemias de SARS-CoV (9,6%) e MERS-CoV (34,4%) (OMS, 2020;
Zheng et al., 2020; Low et al., 2022), sua alta capacidade de transmissao e de adaptacao
aos hospedeiros humanos a tornou responsavel por uma pandemia sem precedentes. Com
um nuamero basico de reproducédo estimado (Ro) de 5,7, a COVID-19 superou diversos
quadros de epidemias observados ao redor do mundo, tanto em ndmero de pessoas
infectadas, quanto em Gbitos e em abrangéncia espacial. A rapida propagacao do virus
por mais de 200 paises levou a sua classificacdo como pandemia em marco de 2020,
tornando-se uma ameagca a salde publica do mundo todo (Deng; Peng, 2020; Han et al.,
2020; OMS, 2020; Li; Song, 2023).

Pelo fato do SC2 ser um Betacoronavirus e membro das espécies de hCoVs
relacionadas a Sindrome Respiratéria Aguda Grave, ele compartilha uma similaridade
genética de 79% com o SARS-CoV e 51,8% com o0 MERS-CoV (Low et al., 2023). O
genoma do SC2 é similar aos dos outros CoVs e contém entre 10 e 14 ORFs. A regido 5’
de dois tercos do genoma, onde se encontra a ORFla/b, codifica duas grandes
poliproteinas, que formam o complexo replicase-transcriptase do virus (Malik, 2020). As
outras ORFs do SC2, presentes no terco restante do genoma, codificam as quatro
proteinas estruturais principais do virus (S, M, E e N); além de 16 proteinas nao
estruturais (nsp) e 8 proteinas acessorias, que ndo participam do processo de replicagcdo
viral (Algaissi et al., 2020; Naqvi, 2020). Embora a pandemia de COVID-19 tenha sido

oficialmente declarada encerrada pela OMS em 5 de maio de 2023, o0 virus continua a
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circular e a causar infecgbes e mortes em todo o mundo. De acordo com dados da OMS
atualizados em setembro de 2024, um total de 776.471.644 casos foram registrados e
7.068.677 pessoas vieram a 6bito no mundo todo (OMS, 2024).

2.2.3 Processo de propagacdo e entrada do SC2 nas células humanas

Embora a COVID-19 tenha origem zoondtica, a principal via de transmissao é o
contato entre humanos (Karia et al., 2020). Os virus respiratérios propagam-se,
principalmente, entre os individuos quando s&o expelidos do trato respiratdrio de pessoas
infectadas e transferidos para o ambiente, infectando o trato respiratorio de pessoas
expostas e suscetiveis (Leung, 2021). Pacientes pré-sintomaticos e assintomaticos
representam um desafio significativo no controle da COVID-19, pois podem emitir
grandes quantidades de particulas de aerossois infectadas, por meio de aerossois. (Xu et
al., 2023). Ao contrario de outras pandemias no ultimo século, a COVID-19 se destaca
por ser a primeira na histéria na qual as logisticas da modernidade e a globalizacéo
assumem um papel central na disseminagdo em massa do virus, gerando sérios problemas
(Antras; Redding; Rossi-Hansberg, 2023). A proteina S do SC2, com seus 600 kDa, é
uma das maiores proteinas de fusdo de classe | ja conhecidas. Essa glicoproteina
trimérica, apresenta 66 grupamentos glicanos ligados a sua porcdo N-terminal. Cada
protdbmero da proteina S compreende as subunidades S1, S2 e uma ancora Unica
transmembranar (Yao et al., 2020). A proteina S é crucial para a infeccdo das células
hospedeiras. Ela estd associada ao ancoramento do virus na célula a partir da interacdo
com a enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) na superficie celular, por dominios
especificos da proteina S que séo responsaveis pela ligacdo ao receptor, processamento

da protease e fusdo da membrana celular (Yousefimoghadam et al., 2023).

A ECA2 dettm um papel imprescindivel no sistema renina-angiotensina-
aldosterona (SRAA), pois regula a pressdo sanguinea e mantém a homeostase dos
eletrdlitos no corpo. Esse receptor é altamente expresso nas células epiteliais dos alvéolos
pulmonares e nas células epiteliais do intestino delgado, o que se relaciona com as vias
de efeito do SC2. A ECA2 também é expressa de forma heterogénea em células dos rins,
nas celulas epidérmicas da pele e na mucosa oral e nasal, além de células do coracao,
onde a infeccdo por SC2 pode levar a lesdo miocardica aguda, manifestada por altos
niveis de troponina cardiaca | (Shi et al., 2020; Tsai et al., 2023). A estrutura da proteina

ECA2 é altamente conservada entre diferentes espécies e exibe um alto grau de
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similaridade com o Dominio de Ligacdo ao Receptor (DLR) do SARS-CoV. Contudo,
existem diferengas estruturais do SC2 que explicam a maior afinidade do virus ao ECA2
humano do que 0 SARS-CoV (Yousefimoghadam et al., 2023). O processo de infeccao,
no geral, ocorre da seguinte forma: o dominio extracelular, um dos trés dominios da
proteina S, tem duas subunidades funcionais, S1 e S2 (Chambers et al., 2020). A
subunidade aminoterminal S1 é responsavel pelas ligacdes com o receptor da célula
hospedeira, enquanto a subunidade carboxiterminal, S2, pela fusdo na membrana (Jiang
et al., 2020). A subunidade S1 ¢ dividida em dominio N-terminal (DNT) e dominio de
ligacdo ao receptor (DLR). O virus entdo se liga ao receptor, a partir do DLR (Astulti;
Ysrafil, 2020). Apoés a clivagem da proteina S pelas proteases da célula do hospedeiro, na
regido de ligacdo entre a S1 e a S2, uma segunda clivagem ocorre no dominio S2,
liberando o peptideo de fusdo S2°, que ¢ essencial para a fusdo da membrana viral com a
membrana celular, permitindo a entrada do virus (Guo et al., 2023). Diferentes proteases
do hospedeiro podem estar envolvidas na clivagem da proteina S e a consequente entrada
do virus nas células, o que é um fator decisivo para o hospedeiro e para a especificidade
do virus (Tang et al., 2021).

O TMPRSS2, uma serino-protease de ligagdo transmembranar do tipo I,
constituido de 492 aminoécidos, € um componente crucial na preparagdo da proteina S
do SC2 para a entrada nas células (Ye et al., 2023). Hoffmann e colaboradores (2020)
confirmaram a presenca de um sitio de clivagem na regido S1/S2 da proteina S. Essa
regido precisa ser pré-clivada por uma furina antes da ativacdo proteolitica do dominio
de fusdo S2’ pela TMPRSS2. Essa etapa ¢ fundamental para a fusdao do virus na
membrana celular (Figura 03). Com a entrada do virus na célula, um complexo programa
de expressdo génica viral se inicia, cuidadosamente regulado para garantir a replicacdo
do virus. A traducdo das ORFs la e 1b origina duas poliproteinas, ppla e pplab,
respectivamente (V’Kovski et al., 2021). Essas poliproteinas s@o posteriormente
processadas por proteases virais em dezesseis proteinas ndo estruturais, das quais, do
ppla, sdo liberadas as nspl até a nspll, enquanto da pplab, liberam-se da nspl até a
nspl0 e da nspl2 até a nspl6 (Finkel et al., 2021; Slam et al., 2023). O processo de
entrada esta ilustrado na Figura 03.

Figura 03 — As quatro principais etapas de entrada do SC2 nas células humanas por intermédio

da proteina S

30



Q) ©)

Ancoramento do Clivagem da @
SARS-CoV-2 proteina S
Ativacgao do @
dominio S2 Fusao da

membrana viral
e hospedeira

e &
%

I N =
52{ i 2775 A
A 2\ \ /
s1{ ‘l . ? ] ' Y
ECA2 Protease

Célula do hospedeiro TMPRSS2

Fonte: Adaptado de Lamers; Haagmans (2022)

Apds a traducdo e o processamento das poliproteinas, as nsps do SC2 assumem
funcgdes cruciais na replicacdo viral. O nspl sequestra a maquinaria de traducédo da célula
hospedeira, permitindo que os virus utilizem os recursos da célula para replicacdo
(Schubert et al., 2020). Ja os nsp2 a nspl6 se organizam em um complexo transcriptase-
replicase (Chaudhary et al., 2021). A sintese do RNA ocorre a partir do nsp12, ou RNA
polimerase dependente de RNA (RdRp), proteina que tem sido prospectada como alvo
para desenhos de farmacos na elaboragdo de novos antivirais contra 0 SC2 (Lou et al.,
2022). Enquanto isso, as ORFs presentes em um ter¢o da por¢ao 3’ do genoma codificam
as proteinas estruturais (S, M, N e E), que auxiliam na montagem de novos virions. Apds
esse processo, os virions do SC2 saem das células do hospedeiro, por meio do trafego
lisossomal (Ghosh et al., 2020).

2.3 Impactos da pandemia de COVID-19 no Brasil

A velocidade de propagagdo da COVID-19 pelo mundo foi sem precedentes,
quando comparada com outros surtos de hCoVs. Isso pode ser atribuido, principalmente,
a globalizacdo, aos impactos ambientais no mundo todo e a alta mobilidade urbana (Sigler
et al., 2021). Na América Latina, o primeiro caso de COVID-19 foi notificado no dia 26
de fevereiro de 2020, no Brasil. Um paciente, do sexo masculino, de 61 anos deu entrada
no Hospital Israelita Albert Einstein, em S&o Paulo, conforme propedéutica medica, apos
retornar de viagem a Lombardia, Italia, com sintomas gripais (Brasil, 2020). O
diagnostico foi confirmado por teste diagnostico de RT-gPCR, realizado pelo Instituto

Adolfo Lutz, o genoma do virus foi sequenciado e disponibilizado a comunidade
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cientifica no dia 28 de fevereiro de 2020. Este caso marcou um ponto de inflexdo na
historia da pandemia, representando o inicio de uma crise sanitaria sem precedentes (USP,
2020). Trés meses apos confirmacao, diversos estados j& se encontravam em condic¢des
criticas. Os sistemas de saude ficaram sobrecarregados, com as médias de ocupacédo de
leitos ultrapassando o normal (Tang et al., 2020). Desde ent&o, de acordo com a Gltima
atualizacdo em 10 de outubro de 2024, o pais acumulou um total de 38.953.513 casos
registrados e 713.626 obitos, figurando como o terceiro pais com mais 6bitos por COVID-
19 no mundo todo, atras apenas dos Estados Unidos e da India (Ministério da Satde,
2024).

Com o inicio do surto emergencial de COVID-19, os 6rgaos de salde brasileiros
implementaram diversas medidas de prevencao ndo farmacologicas, a fim de restringir a
transmissdo e a propagacdo viral de forma descontrolada. Diferentes medidas foram
impostas, incluindo o distanciamento social; 0 uso obrigatorio de mascaras de protecéo;
a instrucdo sobre a correta higienizacdo das maos e objetos pessoais, dentre outras
medidas (Tang et al., 2020; Ministério da Saude, 2021). Além disso, muitos estados e
cidades brasileiras adotaram medidas mais restritivas, como a quarentena, com apenas
servigos essenciais em funcionamento e, em algumas delas, o sistema de lockdown foi
imposto (Tang et al., 2020). Em maio de 2020, o pais atingiu seu primeiro pico no nimero
de casos e mortes, 0 que o levou ao terceiro lugar no ranking de paises com o maior
nimero de infeccdes no mundo, atrés dos Estados Unidos e da india (Candido et al.,
2020). A partir de setembro de 2020, observou-se um declinio gradual no nimero de
casos e de mortes, que se estendeu até novembro do mesmo ano (Silva; Pena, 2021).

Em novembro de 2020, o Brasil mergulhou em uma segunda onda de casos de
COVID-19, o que coincidiu com o periodo de eleicbes municipais em todo o pais e com
o relaxamento das medidas de satde publica (Sabino et al., 2021). O ressurgimento da
COVID-19 foi mais expressivo, primeiramente, em Manaus, Amazonas, com um colapso
no fornecimento de oxigénio para pacientes graves (Buss et al., 2021). O pais vivenciou
um aumento massivo no numero de hospitalizacGes e de 6bitos, chegando a 4.250 mortes
por dia em marco de 2021, potencializado pela falta de atendimento nos hospitais, com
taxas de ocupagOes em Unidades de Terapia Intensivas (UTIs) acima de 90%, o que
resultou no maior colapso do sistema de saude da histdria do pais (Buss et al., 2021; Silva;

Pena, 2021). Este periodo da segunda onda esteve mais intrinsicamente ligado ao
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surgimento da variante de preocupacdo (VOC) Gama (P.1) no Brasil, com uma taxa de
transmissao até 2,4 vezes maior do que todas as outras variantes ndo-gama (nao-P.1).
Esse fator provavelmente contribuiu para a alta transmissibilidade do virus durante esse
periodo (Tosta et al., 2021; Faria et al., 2021).

A terceira onda iniciou-se no final de dezembro de 2021, que se estendeu até o
inicio de 2022. O numero de casos apresentou um aumento significativo, chegando a até
582% em relacdo ao periodo anterior. No entanto, o nimero de &bitos permaneceu
relativamente baixo, possivelmente devido ao efeito da vacinagdo em massa, iniciada no
comeco de 2021 (Rocha; Barbosa, 2023). Essa nova onda foi caracterizada pela rapida
introducao e disseminac&o da variante Omicron (BA.1) no pais (Rocha; Barbosa, 2023).
A continua evolucdo dessa variante, com o surgimento de novas sublinhagens, levou ao

aumento de casos nas ondas subsequentes.

A quarta onda, que ocorreu entre junho e julho de 2022, foi impulsionada pelas
subvariantes da Omicron (BA.4 e BA.5), enquanto a quinta onda, em setembro de 2022,
teve como principal responsavel a subvariante BA.5 da Omicron (BQ.1 e BE.9) (Arantes
et al., 2024). Novos aumentos de casos foram avaliados. Com a constante evolucdo do
SC2 ao longo dos anos, a vigilancia gendmica se tornou crucial para rastrear e monitorar
a introducdo e propagacdo de novas linhagens do SC2 no Brasil (Lamarca et al., 2022).
Nesse contexto, a Rede de vigilancia gendmica da Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz)
(Rede Genomahcov) se destaca como um pilar na luta contra a COVID-19 no pais.
Presente em 10 Estados do Brasil e contando com 0 apoio de mais 18 instituicbes e
laboratdrios parceiros pelo pais, a rede mantém a vigilancia ativa do SC2 desde marco de
2020. Com mais de 253.731 genomas depositados até maio de 2024 no Global Initiative
on Sharing All Influenza Data (GISAID), a rede foi a responsavel pelo maior namero de
genomas compartilhados na plataforma, contribuindo ativamente na avaliagéo do cenario

epidemiolégico do Brasil (Rede Gendmica Fiocruz, 2024).

2.3.1 A pandemia da COVID-19 no Ceara

No Ceara, 0s casos comegaram a ser relatados em 15 de margo de 2020, quando
trés pessoas foram diagnosticadas com a doenga em Fortaleza. O Ceara foi o primeiro
Estado do Brasil a declarar “estado de emergéncia”, por meio dos decretos n° 33.510, de
16 de marco de 2020, e 0 de n° 33.519, de 20 de marco de 2020, passando a adotar

medidas de contingenciamento emergencial, que incluiram o fechamento de escolas,
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igrejas, pontos comerciais e servi¢os ndo essenciais (Ceara, 2020a; Ceara, 2020b; Moreira
et al., 2022). Entretanto, o nimero de infecgdes avangou rapidamente, dobrando a cada
dez dias. O Ceara se tornou um dos epicentros da doenca no Brasil, ficando atras apenas
de Sdo Paulo e do Rio de Janeiro (Brasil, 2020, Tang et al., 2020). Em 2020, a incidéncia
da COVID-19 no Ceara atingiu niveis preocupantes, com uma média de 14,1 casos por
100.000 habitantes, quase o dobro da média nacional de 7,5 casos por 100.000 habitantes
(Brasil, 2020). A capital do estado, Fortaleza, concentrou o maior nimero de casos e de
obitos do Estado, evidenciando a necessidade de medidas mais rigorosas para conter a
disseminacéo do virus, como a implementacdo de medidas de confinamento, ou lockdown
(Braga et al., 2020).

Em janeiro de 2021, a segunda onda da COVID-19 atingiu o Ceara com a chegada
da variante Gama (P.1), com um pico de casos e Obitos ainda maior entre margo e maio
de 2021 (Da Silva Oliveira et al., 2022, IntegraSUS, 2024). A terceira onda iniciou-se em
janeiro de 2022, com a chegada da variante Omicron (BA.1) na capital, com um
crescimento exponencial no numero de infectados (IntegraSUS, 2024). Apesar da alta
transmissibilidade da Omicron, o avanco do calendario de vacinagio em 2021 contribuiu
para a reducdo significativa no nimero de mortes em comparacdo com o total de casos
por dia (Elliot et al., 2022). A quarta onda da COVID-19, que ocorreu entre junho e julho
de 2022 com a expanséo das subvariantes da Omicron (BA.4 e BA.5). A evolucéo e a
propagacdo das subvariantes da Omicron continuou a gerar aumentos nos nimeros de
casos, como ocorreu em novembro e dezembro de 2022, quando as subvariantes BQ.1 e
BE.9 chegaram no estado entre novembro de 2023 e janeiro de 2024, com a introducéo
da VOI JN.1 da Omicron (Arantes et al., 2024). Com isso, constata-se a importancia do
monitoramento constante da COVID-19 no Estado do Ceard como uma importante
estratégia para tracar o perfil epidemioldgico da doenca na populacdo. A Figura 04
destaca as principais ondas pandémicas registradas em Fortaleza.

Figura 04 - Casos de COVID-19 registrados em Fortaleza entre marco de 2020 e junho de 2024,
com destaque para as principais variantes causadoras de ondas pandémicas na regido
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2.4 Aspectos Clinicos da COVID-19

Com a entrada nas células do trato respiratorio superior, 0 SC2 inicia um processo
de incubacéo, que pode durar entre 2 e 14 dias, com ciclos de replicagdo e propagacao.
Nesse estagio inicial da infeccdo, os individuos podem ser assintomaticos, entretanto ja
apresentam alta capacidade de transmissdo. A carga viral atinge o pico com o inicio dos
sintomas, tornando a transmissdo ainda mais eficiente (He et al., 2020; Parasher, 2020).
O virus migra do epitélio nasal para o trato respiratério inferior (Wan et al., 2020). Os
sintomas da COVID-19 variam em severidade e podem incluir febre, mal-estar, tosse,
producdo de muco nasal, dificuldade para respirar e perda de olfato e paladar. A resposta
individual & infecgdo depende de vérios fatores, como idade, comorbidades e estado do
sistema imunoldgico (Ganyani et al., 2020; Acosta et al., 2022). A fase € marcada pelo
inicio da resposta imune inata, mediada por citocinas e interferons antivirais, com
subsequente inicio da resposta imune adaptativa. Se o hospedeiro apresentar uma resposta
robusta nessa fase da infeccdo, como frequentemente observado em criangas e adultos
jovens, a replicagéo viral pode ser controlada e a doenca pode se limitar a sintomas leves,
caracteristicos desse estagio, e o paciente entra na fase de recuperacdo (Parasher, 2020;
Yoshida et al., 2022). Individuos que ndo controlam a replicacdo viral na fase inicial da

infeccdo podem progredir para a fase clinica, ou estagio tardio da infeccdo, caracterizada
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por uma ampla gama de sintomas da COVID-19, que variam em gravidade e duracao
(Wiersinga et al., 2020). A progressdo da doenca para o trato respiratorio inferior pode
levar & sindrome respiratoria aguda grave (SRAG), uma condicdo potencialmente fatal.
A fase clinica da COVID-19 pode ser dividida em trés fases principais: fase
aguda/pneumonia, fase de viremia e fase letal/de recuperacdo (Zhu; Sharma; Chang,
2023).

A fase aguda € caracterizada por uma doenca pulmonar, manifestada por sintomas
como dispneia, tosse e producdo de muco opaco. O aumento da permeabilidade pulmonar
reduz a difusdo de oxigénio, o que contribui para o desenvolvimento da fase letal da
doencga (Xu et al., 2020). A fase virémica, por sua vez, inicia-se com a entrada do SC2 no
sangue periférico. A viremia e a consequente resposta do hospedeiro contribuem para
uma inflamacéo sistémica, a faléncia de diversos 6rgdos e a morte (Sefik et al., 2022). A
resposta inflamatéria durante a COVID-19 grave é mediada por aumento de diversas
citocinas pré-inflamatorias, como as interleucinas (ILs) do tipo IL-1a; IL-16; IL-6; I1L-8;
IL-12; IL-17; Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a); interferons (IFNs) do tipo B e v,
MCP-1 e MIP-1la, tornando dificil especificar o mediador principal da resposta
inflamatoria (Fu; Cheng; Wu, 2020).

A fase letal é influenciada pela persisténcia viral; pela resposta inflamatéria na
forma de tempestade de citocinas, e pelos fatores de coagulacdo, que se encontram
significativamente elevados em pacientes graves. Tais fatores podem contribuir para a
manifestacdo de sintomas classicos de trombose e de embolismo pulmonares. Nessa fase,
a infiltracdo celular de neutrofilos, células T-CD4+ e TCD8+ citotoxicas migram para o
tecido pulmonar, amplificando a inflamacdo e o dano tecidual (Cascella et al., 2022). As
células do hospedeiro realizam apoptoses persistentes, necroses ou piroptoses, o que
aumenta os danos teciduais, levando a perda da funcdo pulmonar e a fibrose,
comprometendo a capacidade de respiragdo (Helms et al., 2020). Por essa razéo, a
COVID-19 grave ndo esta restrita ao sistema respiratorio, podendo vir a afetar diversos
Orgdos, como o coracdo, a partir de manifestagdes de lesbes do miocardio, arritmias,
sindrome coronéria aguda e tromboembolismo venoso (Nishiga et al., 2020; Acosta et
al., 2022).

A acéo coordenada dos diversos mecanismos de defesa, quando o individuo inicia

sua fase de recuperacéo, tende a diminuir. Isso é evidenciado pela reducdo na producéo
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de mediadores, como o IFN- y e 0 TNF- a, assim como na resposta celular, que envolve
celulas NK e linfocitos B e T. Além disso, observa-se um aumento nos titulos de
anticorpos IgG (Nasrollahi et al., 2023) e a inibicdo da atividade de mediadores do
sistema complemento, como os polipeptideos pré-inflamatorios, incluindo a lectina
ligada a manose (MBL, do inglés Mannose-binding lectin), o C3a e o0 C5a (Lo; Kemper;
Woodruff, 2020). A acdo conjunta desses mecanismos, que se conglobam durante a

recuperacdo, resulta em uma resposta imunoldgica mais equilibrada.

2.4.1 A complexidade da resposta imunoldgica durante a progressédo da COVID-19

A resposta imunoldgica exacerbada, caracterizada pela tempestade de citocinas, é
um evento patolégico comum em diversas doencas infecciosas. Todavia, no caso das
varias possibilidades de manifestacdes clinicas da COVID-19, questdes sobre o quanto a
resposta pode ser benéfica ou patoldgica comecaram a surgir (Zhu; Sharma; Chang,
2023). A resposta imune do hospedeiro, que se inicia a partir do reconhecimento dos
padrGes moleculares associados a patdgenos (PAMP, do inglés pathogen-associated
molecular patterns), apresenta-se como tentativa inicial de eliminacdo do patdgeno pela

acao da imunidade inata (Sariol; Perlman, 2020).

Diversos estudos sugerem que a resposta inicial do hospedeiro é atenuada em
pacientes com COVID-19 grave, especialmente quando se considera os mediadores de
interferon do tipo I, como o IFN-a, IFN-B e o IFN-o (Acosta et al., 2022). Eles séo
indispensaveis no combate viral inicial e o prejuizo de suas a¢les estd associado ao
aumento da carga viral, que desencadeia uma resposta inflamatéria exacerbada (Acosta
et al., 2022). A proteina N do SC2 assume um papel crucial na replicacdo viral e na
progressdo da COVID-19, atuando como antagonista dos interferons e subvertendo a
resposta imune inata do hospedeiro (Zhu; Sharma; Chang, 2023). Ela vai agir suprimindo
a fosforilacdo e impedindo a translocacdo nuclear de STAT1 e STATZ2, proteinas
intrinsicamente relacionadas a via de producéo de interferon do tipo I (Mason, 2020).
Assim, a producdo de citocinas antivirais € silenciada, criando um ambiente propicio para
a replicacéo viral. Dada essas evidéncias, existem estudos que demonstram que diversas
manifestacbes clinicas da COVID-19 podem ser um resultado de uma resposta
imunoldgica lenta do hospedeiro para com a identificacdo de PAMPs especificas na fase
inicial de infeccdo. Isso torna a resposta imune inata menos eficiente na eliminagdo do

patdgeno. Um fato que da suporte a essa hipotese € o efeito benéfico que o tratamento
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com interferon do tipo | tem mostrado ter em pacientes com COVID-19 (Walz et al.,
2021).

O atraso na resposta mediada por PAMPs desvia o curso da resposta imunologica
para uma reacdo inflamatdria ndo especifica, dominada pela sinalizacdo dos padrbes
moleculares associados ao dano (DAMP, do inglés damage-associated molecular
pattern). Esses padrdes sdo liberados das células hospedeiras infectadas pelos virus, que
estdo disfuncionais ou danificadas (Day et al., 2021). Apesar dos PAMPs e dos DAMPs
poderem levar a respostas imunes inatas e adaptativas, os DAMPs podem causar
disfuncGes adicionais, a partir da ativacdo de células apresentadoras de antigenos (APCs,
do inglés antigen-presenting cells), como as celulas dendriticas, que liberam citocinas
pré-inflamatorias, contribuindo para um ambiente inflamatorio descontrolado (Day et al.,
2021). Os DAMPs iniciam a ativacdo da resposta imune inata, ao passo que auxiliam no
processo de inflamacdo sistémica, que pode gerar um sinal de feedback positivo para a
perpetuacdo dessa resposta, culminando um ciclo vicioso que pode desencadear uma
tempestade de citocinas, contribuindo para a autodestruicdo das células e dos tecidos em
questdo (Day et al., 2021).

Estudos relatam, ainda, que a habilidade do hospedeiro de gerar uma resposta
humoral inicial, ao invés de uma resposta tardia e robusta, é crucial na protecdo do
hospedeiro contra a forma grave da doenca. Tanto o inicio tardio de uma resposta
humoral, quanto a apresentacdo de uma elevada taxa de anticorpos, com potencial de
ativacdo do sistema complemento e outras vias inflamatdrias, sdo indicativos da forma
grave da COVID-19 (Day et al., 2021). Assim, na resposta imune adaptativa, as células
T, com perfil Th1, assumem um papel central na eliminacéo do virus (Tsang et al., 2021).
Elas auxiliam, principalmente, na producdo de mais interferon do tipo 1 (Abbas;
Lichtman; Pillai, 2019). As células TCD4+ foliculares e a ativacdo das celulas Th2
auxiliam na ativacdo das células B dependentes de células T, levando a producéo de
anticorpos IgG anti-SC2 (Li et al., 2020). As células TCD8+ citotdxicas reconhecem e
eliminam as células infectadas pelo virus, a partir da liberacdo de granzimas e perforinas,
que se complementam de forma sinérgica para mediar a apoptose das células alvos
doentes (Abbas; Lichtman; Pillai, 2019; Li et al., 2020) (Tabela 01).

Existem também casos de persisténcia dos sintomas clinicos pos-infeccdo. Apesar

da prevaléncia generalizada da COVID-19 longa, a compreensdao do mecanismo da
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fisiopatologia permanece limitada e com diversas hipoteses. A longa exposicao do SC2
em tecidos especificos, como o sistema nervoso central, com a desregulagéo do sistema
imunolégico, pode levar & ativacdo continuada da resposta imune, podendo gerar
autoanticorpos e inflamacdo cronica. A reativacdo de patdgenos secundarios, criam um
ambiente propicio para a proliferacdo de patdgenos oportunistas, além de que a alteracao
da composi¢do da microbiota afeta o eixo intestino-cérebro, contribuindo para fadiga,
problemas cognitivos, dentre outros (Pretorius et al., 2022; Zubchenko et al., 2022;
Altmann et al., 2023). Dois tergos da populacdo com COVID-19 longa estavam em algum
grupo de risco ou apresentaram alguma condicao pré-existente, como ter obesidade, ter
diabetes do tipo 2, apresentar reativacao viral, apresentar a acdo de autoanticorpos, dentre
outros (Su et al., 2022; Altmann et al., 2023; Jacobs et al., 2023).
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Tabela 01 — Resumo dos principais marcadores imunolégicos durante a progressao da infeccdo por SC2

Parémetros SOEEED Efeitos observados
esperada
IL-1p, TL-6 € IL-10 PN Indugao continua de pr~otei_na§ de fase aguda; ativacao d\esreAgquada de_infllar_nossomas;
hiperinflamagé&o sistémica; trombocitose; leva a faléncia respiratoria;
IL-1RA, IL-2R, IL-7, IL-8, IL-9, Induzem a proliferacdo desregulada de células NK e de mediadores inflamatorios;
1t aumentam a atragdo pelas células T; induz a producdo de muco nos brénquios; leva a
TNF-a, MCIP1, G-CSF, IFN-y, IP-10 a0 p alncia respﬁratér‘i?a g
Linfécitos TCD4+ e TCD8+ ) O estado de linfopenia é caracteristico de COVID-19 grave
CD69, CD38, CD44 PN Alta expressao ativam linfocitos T e desencadeiam atividade citotoxica de celulas
NK. Baixa expressdo associada a resposta celular deficiente
PD-1 1t Induzindo a inibigdo do receptor de células T que impede as suas a¢des citotoxicas
Linfécitos B 1 Niveis baixos podem indicar progressdo de manifestagdes graves
I9G Especifico para SC-2 ) Associado a resposta de memoria contra o virus
IgM Especifico para SC-2 P Marcador de exposicio/infeccio recente pelo virus
IgA Especifico para SC-2 ap Atua neutralizando o virus do SC2 principalmente nas regides de mucosa
IgE Especifico para SC-2 ¢ Altos niveis de IgE na progresséo da COVID-19 podem exacerbar seus sintomas e
levar a quadros graves.
Células NK PN Essenciais para a resposta imune inata. Baixos niveis no inicio da infec¢éo associado

a progressao da doenca e prognostico ruim

Fonte: Adaptado de SinoBiological, disponivel em: Interleukin Function / Function of Interleukin | Sino Biological — Acesso em: 29/05/2024; adaptado de CDC, disponivel em:
Interim Guidelines for COVID-19 Antibody Testing | CDC — Acesso em: 29/05/2024; Tanaka; Narazaki; Kishimoto, 2014; Yang, et al., 2020; Farmani et al., 2021; Deng;
Terunuma; Nieda, 2022; Li et al., 2022; Declercq; De Leeuw; Lambrecht, 2022; Mansourabadi et al., 2023
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2.5 A evolucdo do SC2 e o surgimento das Variantes de Preocupacao

Assim como todos os virus de RNA, o SC2 tem maior probabilidade de acumular
mutacdes durante o ciclo de replicacdo do que os virus de DNA (Cosar et al., 2022).
Entretanto, os CoVs, no geral, apresentam uma exonuclease de revisdo 3’-5°, que confere
maior fidelidade e menor taxa de erro durante a replicacdo mediada pela RNA polimerase
dependente de RNA (Chinthapatla et al., 2023). Considerando a evolucdo do SC2,
diversas mutacGes evolutivas se acumularam, principalmente na regido da proteina S,
uma adaptabilidade ao hospedeiro humano e taxas de reinfecdo maiores que o antecipado
(Pagini et al., 2023).

A répida emergéncia de novas variantes do SC2 com um efetivo acimulo de
mutacdes que conferiram vantagens seletivas requereu esforgos sem precedentes da
comunidade cientifica global para o desenvolvimento de solu¢des de resposta rapida para
seu monitoramento molecular. Assim, iniciativas de vigilancia epidemioldgica viral
baseadas em assinaturas genémicas foram implementadas globalmente, visando o
compartilhamento quase em tempo real de informagdes (Munnik et al., 2021). A fim de
tornar a nomenclatura de variantes mais compreensiveis, a OMS recomendou 0 uso de
letras gregas para nomear as variantes de maior impacto do SC2 (OMS, 2021) e as
categorizou em ordem crescente em Variantes Sob Monitoramento (VUM, do inglés
Variants Under Monitoring),Variantes de Interesse (VOI, do inglés Variants of Interest)
e Variantes de Preocupacao (VOC,do inglés Variants of Concern) (OMS, 2023a). Esta
classificacdo de variantes de SC2 ¢é baseada na avaliacdo de perfis genéticos emergentes
que afetam diretamente o comportamento do virus e a epidemiologia da COVID-19 e que
esta relacionada aos niveis atuais de circulacdo, potencial de espalhamento, gravidade da
doenca, escape imunolégico ou terapéutico (Janik et al., 2021; CDC, 2023). Dependendo
do nivel de risco para a saude publica global, uma variante pode receber designacGes de
VUM a VOC, sendo para esta Gltima requerido demonstrar associacdo com pelo menos
uma alteracdo significativa a nivel de saude publica global, exemplificadas por: a)
Aumento na transmissibilidade ou mudanca negativa drastica na epidemiologia da
COVID-19; b) Aumento na viruléncia ou mudanca na apresentacao clinica da doenca; ou
c) Reducdo da efetividade das medidas sociais e de saude publica, além de reducéo da
eficiéncia dos diagnosticos disponiveis, vacinas e terapias (Choi; Smith, 2021; OMS,

2023a). As principais variantes estdo sumarizadas na Tabela 02
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Tabela 02 — Principais Variantes de preocupacdes (VOCSs) e de Interesse (VOI) reconhecidas
pela OMS

Designacdo Sublinhagem

OMS Pango Primeiros casos Data de designacao
Reino Unido, VOC: 18-Dez-2020
Alfa B.117 Set-2020 VOC anteriormente circulante: 09-Mar-2022
Africa do Sul, VOC: 18-Dez-2020
Beta B.1.351 Mai-2020 VOC anteriormente circulante: 09-Mar-2022
Gama P1 Brasil, VOC: 11-Jan-2020
) Nov-2020 VOC anteriormente circulante: 09-Mar-2022
india,
Delta AY Out-2020
Mudltiplos paises
BA.1 Africanos
Nov-2021
Reino Unido
BA.2 '
Dez-2021 VUM: 24-Nov-2021
Estados Unidos, VOC: 26-Nov-2021
BA4/BA.S Abr-2022 VOC anteriormente circulante: 14-Mar-2023
Omicron Estados Unidos,
BQ.L Ago-2022
Brasil,
B2ty Ago-2022
Recombinantes India, Europa
(XBB¥*) Set-2022
Estados Unidos ]
JN.1 Ago-2023 VOI: 18-Dez-2023
Fonte: Adaptado de Organizacao Mundial da Saude, disponivel em:

https://www.who.int/activities/tracking-SC2-variants - Acesso em: 03 abr. 2024

2.5.1 Primeiras VOCs

Em dezembro de 2020, uma nova variante, definida como B.1.1.7 e denominada
Alfa pela OMS, foi, entéo, identificada no Reino Unido. Um estudo estimou um aumento
entre 43% e 90% do Ro da VOC Alfa, comparado as variantes pré-existentes, enquanto
outros estudos ainda apontaram um aumento no risco de hospitalizagdo e/ou de morte em
65%, quando comparado as outras variantes (Davies et al., 2021; Horbt et al., 2021).
Ainda em dezembro de 2020, pesquisadores reportaram o surgimento da linhagem B.351
ou variante Beta, advinda da regifo da Africa do Sul. Rapidamente, a variante passou a
ser identificada em diversos outros paises (Tegally et al., 2021b). Um estudo estimou um
aumento de 50% no Ro da VOC beta, quando comparado as variantes pré-existentes. No

entanto, o risco de o paciente chegar a 6bito ndo pareceu aumentar de forma significativa,
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em comparacao as variantes pré-existentes, apresentando um incremento de cerca de 10%
(Choi; Smith, 2021; Funk et al., 2021).

Em janeiro de 2021, a linhagem P.1 ou variante gama, foi detectada pela primeira
vez em um grupo de 4 viajantes que retornavam do Estado do Amazonas, no Brasil, para
0 Japdo (Fujino et al., 2021). A variante apresenta 10 mutagdes na proteina S, sendo 3
delas (L18F, K417N e a E484K) associadas, apresentar uma melhor afinidade de ligacao
da proteina S a ECA2, aumentando a transmissibilidade da doenca (Sabino et al., 2021).
A VOC logo se disseminou para todo o Brasil, iniciando a 2% onda pandémica, com

significativo aumento no numero de casos graves e de 6bitos (Banho et al., 2022).

Em marco de 2021, o governo da india reportou uma variante do SC2 com as
mutacdes adicionais na proteina S (Singh et al., 2022). Dentro de poucos meses, a variante
denominada B.1.617 foi detectada em outros paises e foi nomeada como Delta, segundo
a OMS (Ukhsa, 2021). A mutacdo L452R, pode estabilizar a interacdo entre a proteina S
e a ECA2, aumentando a infectividade (Mlcochova et al., 2021). As mutacdes da variante
Delta explicam sua alta transmissibilidade, 64% superior a variante Alfa, com um Ro de
1,64. Individuos infectados pela Delta demonstraram maiores necessidades de
suplementacédo de oxigénio, maiores taxas de internacdes e de 6bitos em compara¢do com

outras variantes pré-existentes (Ong et al., 2020; Choi; Smith, 2021).

2.5.2 VOC Omicron

Em novembro de 2021, uma nova VOC, chamada B.1.1.529 ou Omicron foi
detectada na Africa do Sul (Viana et al., 2022). Seu alto nimero de mutacdes (60),
principalmente na proteina S, levantou muitas preocupaces a respeito da evolugdo do
virus (Callaway; Ledford, 2021; An et al., 2024). Essas mutag¢Ges tornaram o virus ainda
mais transmissivel do que as outras VOCs. Estudos in vivo demonstraram que, apesar de
mais infecciosa, a Omicron causa uma versio mais atenuada da COVID-19, pois tem
menor capacidade de se propagar pelo trato respiratorio inferior (Chi-Wai, 2021). E
importante ressaltar que, ao contrario das outras VOCs, as mutacdes da Omicron
reduziram em até 22 vezes a capacidade de neutralizagdo por anticorpos 1gG, o que tornou
a populagdo humana ainda mais suscetivel ao virus (Cele et al., 2022). A répida
propagac&o da variante Omicron pelo mundo todo substituiu as infecgdes pela VOC Delta

em poucas semanas (lketani et al., 2022). A evolucdo viral persistiu, 0 que favoreceu a
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emergéncia de novas subvariantes da Omicron, comoaBA.1; BA.2; BA.3; BA.4eaBA5
(Mohapatra et al., 2022).

A BA.1 foi a mais prevalente globalmente, responsavel pelas primeiras ondas da
variante pelo mundo, demonstrando significativo escape imunoldgico (Evans et al.,
2022). A subvariante BA.2 se disseminou rapidamente pelo mundo a partir do inicio de
2022, com uma taxa de ataque secundaria superior a BA.1l. Apesar de ser uma
sublinhagem da Omicron, ela apresenta uma sequéncia gendmica bem diferente da BA.1
(Yamasoba et al., 2022). A linhagem BA.3, por sua vez, foi detectada em baixos niveis e
foi a Gnica subvariante da Omicron a ser considerada VOI (Fan et al., 2022; Zhou; Zhi;
Teng, 2023). No inicio de 2022, a BA.4 e a BA.5 foram detectadas como novas
subvariantes da Omicron. Ambas se assemelham mais & BA.2, apesar de carregarem
mutacdes proprias (Andre et al., 2023). Essas subvariantes se espalharam rapidamente
pelo mundo, demonstrando maior capacidade em se propagar, quando comparadas com
VOCs anteriores. Ambas podem evadir o efeito vacinal, com a BA.4 apresentando menor
efetividade dos anticorpos vacinais do que a BA.5 (Cao et al., 2022; Tuekprakhon et al.,
2022).

Em outubro de 2022, foi identificada uma nova subvariante da BA.5, a BQ.1,
portando mutac6es adicionais na proteina S, como a N460K e a K444T (Mahmoud et al.,
2023). Ambas as sublinhagens apresentaram alto nivel de transmissibilidade e de escape
imunolégico, demonstrando resisténcia aos anticorpos vacinais neutralizantes (Qu et al.,
2022). Em outubro de 2022, a Rede de Vigilancia Genémica da Fiocruz sequenciou o
genoma e confirmou o surgimento de uma nova sublinhagem descendente da BA.5, a
BE.9 (BA.5.3.1.9). O primeiro caso foi identificado no Estado do Amazonas e
apresentava uma delecdo de 244 pares de bases na regido ORF7a (Rede Genbmica
Fiocruz, 2023), o que pode ter contribuido para maior transmissibilidade e escape

imunoldgico (Goswami et al., 2023).

No final de 2022, a sublinhagem XBB foi identificada pela primeira vez. Ela € o
resultado da recombinagdo entre duas descendentes da BA.2, a BJ.1 e a BM.1.1.1
(Chakraborty et al., 2023). Essas variantes se espalharam rapidamente pela Asia,
primeiramente, e logo chegaram a varias partes do mundo. Com a evolugdo do virus, em
2023, foi identificado outra subvariante da XBB, a XBB.1.5, ou Kraken, como ficou

conhecida. Ela possui mutacfes adicionais, que lhe conferem maior capacidade de
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transmisséo e escape imunoldgico. Desse modo, a constante evolugdo da VOC Omicron
fez com que o cenario mundial ficasse marcado pela prevaléncia de importantes
sublinhagens da VOC Omicron (Graham, 2023; Parums, 2023), como ficou evidente
também com a recente ascensdo da VOI JN.1, no final de 2023 (Arantes et al., 2024). A
JN.1 se trata de uma sublinhagem da variante BA.2.86, que apresenta uma unica mutagédo
adicional na proteina S (S:L455S). Ela foi elevada ao estado de VOI pela OMS, em
dezembro de 2023 e se tornou a subvariante da Omicron mais prevalente no Ceara a partir
de novembro de 2023.

2.6 Vacinagao contraa COVID-19

As vacinas séo ferramentas essenciais para a protecdo individual e coletiva contra
as doencas preveniveis por vacinas, o que inclui a COVID-19 (OMS, 2020). Para as
pessoas com comorbidades, as vacinas reduzem o risco de maiores danos a saude e mortes
(Alukal; Nagvi; Thuluvath, 2022). Elas protegem tanto diretamente como indiretamente,
quando se considera as pessoas com algum imunocomprometimento ou aquelas que néo
podem ser imunizadas por motivos de saude (Dubé; MacDonald, 2022). Desde o inicio
da pandemia de COVID-19, diversas vacinas foram testadas e aprovadas para uso
emergencial, porém, continuamente, novas cepas do SC2 tém emergido, de forma a
limitar a efetividade de vacinas e permitir que surtos continuem ocorrendo (Abulsoud et
al., 2023; Rosano et al., 2021).

As vacinas com SC2 inativado utilizam células Vero para proliferarem o virus
ativo, seguido da sua inativacdo com substancias quimicas, eliminando a capacidade
infecciosa e preservando sua imunogenicidade (Verdecia et al., 2021). Esse tipo de vacina
ativa diversas rea¢6es imunologicas em resposta a existéncia de um virus inteiro com seus
diferentes antigenos de superficie. Entretanto, possui baixa estabilidade e um curto
periodo de acdo (Wang et al., 2020). Alguns exemplos das vacinas de virus inativados
presentes contra 0 SC2 sdo a da Sinopharm, Sinovac e a Covaxin. Alguns adjuvantes
tambeém foram incluidos a fim de provocar uma maior duracéo da resposta imunologica
(Ghasemiyeh et al., 2021).

As vacinas de proteina viral sdo produzidas por meio da selegdo, isolamento e
purificacdo de proteinas virais capazes de desencadear uma resposta imunoldgica sem
induzir a doenca (Syomin; Ilyin, 2019). Adjuvantes séo frequentemente adicionados para

estimular uma resposta imunologica duradoura e ativar uma producdo robusta de
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anticorpos neutralizantes. Vacinas de subunidades virais sdo mais seguras do que as
vacinas de virus completo (Zhang et al., 2023). No caso do SC2, ambas Covovax e a
Nuvaxovid contém nanoparticulas da proteina S recombinante do SC2, que provocam
resposta imune celular e humoral (Lin et al., 2021). A proteina produzida ¢ isolada e
montada em nanoparticulas de lipideo, enquanto uma matriz adjuvante é adicionada para

estimular a resposta imunologica (Batty et al., 2021).

As vacinas de vetor viral sdo a primeira classe de vacinas de proxima geracao.
Elas consistem em um vetor viral geneticamente modificado e construido para transferir
genes dos antigenos do SC2 para células hospedeiras. Apés a infeccdo celular, elas sdo
induzidas a produzir uma grande quantidade de antigenos do SC2, desencadeando uma
resposta imunoldgica celular e humoral (Wang et al., 2023; Lin et al., 2021). As vacinas
de vetores virais sdo desenvolvidas a partir da delecdo de genes patogénicos e, por vezes,
genes de replicagdo do virus utilizado como vetor. Isso garante a segurancga da vacina,
pois 0s genes transferidos dos vetores virais ndo se integram ao genoma da célula
hospedeira. Por essa razao, eles ndo trazem prejuizos e acabam por provocar uma resposta
imune mais robusta do que as vacinas de proteinas virais (Abulsoud et al., 2023; Callaway
2020). A vacina contra COVID-19 da Janssen (Ad26.COV2.S), por exemplo, utiliza um
vetor de adenovirus humano recombinante e ndo replicante que inclui a sequéncia do gene
S do SC2 e pode induzir altos niveis de anticorpos neutralizantes (Francis et al., 2022).
Ja a vacina da Astrazeneca (AZD1222) utiliza um adenovirus de DNA modificado e ndo
replicante de chimpanzé, formalmente conhecido como ChAdOx1 nCoV-19 (Joudeh et
al., 2023). Ele migra para o nucleo da célula do hospedeiro vacinado, onde produz
particulas da proteina S do SC2 (Thompson et al., 2021). No Brasil, a vacina foi
desenvolvida pela Biomanguinhos/Fiocruz a partir de acordo com o Ministério de Saude
(Fiocruz, 2023).

As vacinas de RNAm, por sua vez, visam instruir as células do corpo a produzir a
proteina S ou subunidades, encapsula-las em nanoparticulas de lipideos e promover o
transporte dessas particulas para as células hospedeiras (Chauhan et al., 2021). Dentro
das células, as nanoparticulas se desintegram, liberando 0 mMRNA, que se torna disponivel
para a maquinaria de traducdo celular produzir a proteina viral, a qual provoca ambos 0s
estimulos para a imunidade humoral e celular, protegendo o individuo contra o virus

(Seneff; Nigh, 2021). As vacinas de mRNA tém sido consideradas uma alternativa
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promissora as vacinas tradicionais devido a sua alta eficiéncia, seguranca, baixo custo e
répida producéo (Gote et al., 2023). As vacinas da Comirnaty (Pfizer/BioNTech) e da
Moderna (Spikevax) contém nanoparticulas de lipideos, que encapsulam mRNA. Este, é
sintetizado a partir da transcricdo de sua sequéncia correspondente advindo de um DNA

molde, que codifica subunidades da proteina S do SC2 (Hermosilla et al., 2023).

Dada a habilidade de se utilizar a tecnologia de mRNA para responder
rapidamente as cepas de variantes, as vacinas bivalentes foram criadas no inicio de 2022,
pela Pfizer/BioNTech, a fim de conter a ameaca da emergéncia da VOC Omicron e suas
subvariantes, que vinham apresentando forte escape imunoldgico (Chalkias et al., 2022).
A vacina foi desenvolvida a partir da combinagdo de mRNA da cepa ancestral do SC2 e
do mRNA da BA.1 em quantidades iguais (Chalkias et al., 2022). Em novembro de 2022,
estudos demonstraram que a aplicacdo de uma dose extra da vacina bivalente apresentou
eficiéncia de até 56% contra 0s casos emergentes das subvariantes BA.4 e BA.5, o que

revela sua relevancia para conter casos mais graves da doenca (Offit, 2023).

Em relacdo as vacinas de DNA, a tecnologia utiliza plasmideos de bactérias que
contém sequéncias génicas para codificar subunidades da proteina S (Chavda et al.,
2021). Esses plasmideos podem entrar pela membrana do nucleo dos linfécitos B e
codificar uma proteina viral de interesse, que sera detectada pelo linfocito (Narayanan et
al., 2022). As vacinas de DNA se destacam pela alta estabilidade, facil transporte e pela
possibilidade de ser estocada por um longo periodo (Yin et al., 2021). Por outro lado, a
potencial incorporacdo de genes transfectados no genoma humano é uma das
desvantagens significativas, que podem levar a mutacdes (Abulsoud et al., 2023). Em
agosto de 2021, a ZyCoV-D se tornou a primeira vacina de DNA a receber autorizacédo

emergencial de aplicagédo contra a COVID-19 (Chavda; Pandya; Apostolopoulos, 2021).

Até o final de 2022, cerca de 69% da populacdo mundial havia recebido pelo
menos uma das doses da vacina contra a COVID-19 (Privor-Dumm et al., 2023). Além
das disparidades de distribuicdo das vacinas pelo mundo, onde certos paises tém acesso
mais rapido e em maior quantidade do que outros, a ndo aderéncia as campanhas de
vacinacao é uma realidade para algumas pessoas que temem os efeitos adversos da vacina
(Privor-Dumm et al., 2023; Lamprinou et al., 2023). As principais vacinas para 0 SC2

estdo sumarizadas na Tabela 03
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Tabela 03 — Principais vacinas existentes contra 0 SC2 e tipos de tecnologias utilizadas

Fabricantes Caracteristicas de

. Tecnologia . o Status
de Vacina imunizagao
SO, | e Baixa estabilidade e
Sinovac, . ; ~ Aprovadas para uso
. Inativado  curto periodo de duragéo
Covaxin
Virus Ativa TLRs; resposta
Covi-Vac imune robusta e Ensaios Clinicos de Fase Il
Atenuado
duradoura
Imunidade celular
Covovax, Subunidade induzida por baculovirus
) - - Aprovadas para uso
Nuvaxovid s virais modificado com o gene
da proteina S
Comirnaty .
(Pfizer/BioNT Imunlda}de ce_lular e
. humoral induzida pela
ech); MRNA « . Aprovadas para uso
traducdo de subunidades
Moderna de S
(Spikevax)
Imunidade induzida por
ZyCoV-D DNA plasr_nldeos Aprovada para uso
engenheirados com
sequéncias da proteina S
Ad26.COV2.S Ipduz altos niveis de
. anticorpos neutralizantes
(Janssen); . ;
Vetor viral pelo uso de adenovirus Aprovadas para uso
AZD122?2
humano que expressa o
(Astrazeneca)
gene S

Fonte: Ghasemiyeh et al., 2021; Abulsoud et al., 2023; Zhang et al., 2023; Francis et al., 2022; Hermosilla
etal., 2023.

2.6.1 Vacinacao no Brasil

Em janeiro de 2021, o Brasil deu inicio a campanha de vacinacdo contra a
COVID-19. Até o fim de 2023, cerca de 80,2% dos brasileiros com mais de 6 meses de
idade completaram o esquema de imunizacdo basico contra a doenca (Ministério da
Saude, 2023). O esquema vacinal deu inicio com a priorizacao de grupos de maior risco,
como os profissionais da salde, as pessoas com comorbidades e idosos acima de 65 anos,
seguindo, apo0s esse ponto, uma ordem decrescente de faixas etarias de aplicacéo,
abrangendo gradualmente toda a populacdo (Ministério da Saude, 2023). Com o0 avango
da campanha, adolescentes e criancas também foram incluidas, até que em dezembro de
2022, a vacinacgdo de criangas entre 6 meses e 5 anos passou foi aprovada, expandindo
ainda mais a cobertura da campanha (Brasil, 2022). Em janeiro de 2024, a vacina contra

a COVID-19 foi incorporada ao calendario nacional de vacinacdo, contemplando criangas
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a partir de 6 meses de idade, tornando-a uma medida de rotina para a protecdo contra a
doenca (Ministério da Saude, 2024a).

Embora o Brasil tenha se destacado como protagonista em campanhas de
vacinacdo em outros momentos de sua historia, o pais demonstrou lentiddo no processo
de vacinagdo contra a COVID-19 em 2021. Nos primeiros seis meses de campanha,
apenas 25% da populacdo havia completado o esquema vacinal (Ministério da Saude,
2024b; Maciel et al., 2022). A baixa cobertura vacinal, aliada ao surgimento da VOC
Gama no pais, contribuiu para que o Brasil se tornasse um dos epicentros da pandemia
até metade de 2021 (Andrade et al., 2021). Hallal (2021) argumenta que, com uma gestéo
otimizada da pandemia e priorizacdo da vacinacdo, o pais poderia ter evitado 75% das
mortes por COVID-19.

2.7 Farmacoterapia de tratamento contra a COVID-19

As perspectivas de terapias para COVID-19 avancaram em um ritmo
surpreendente. Diversos ensaios clinicos randomizados, com rigor cientifico, avaliaram a
seguranca e a eficacia desses agentes. Novos medicamentos e farmacos de reposicdo
foram testados, com alguns alcancando autorizacdo para uso emergencial e, em alguns
casos, aprovacao final por agéncias regulatérias, como o Federal Drug Administration
(FDA) (Murakami et al., 2023).

No inicio da pandemia de COVID-19, varias drogas de reposicao foram testadas
em ensaios clinicos (Axfors et al., 2021; Arabi et al., 2021). Foi nesse contexto que 0s
antimalaricos, como a Cloroquina e a Hidroxicloroquina, e o antibiético azitromicina
passaram a ser utilizados. As evidéncias mostraram, posteriormente, que nenhum dos
medicamentos se associava a reducdo das taxas de mortalidade ou ao aumento das taxas
de recuperagédo dos pacientes. Em junho de 2020, o FDA contraindicou o uso de
cloroquina e hidroxicloroquina para o tratamento da COVID-19 (Arman et al., 2023;
lacopetta et al., 2022). Alem disso, ndo ha recomendacéo para o uso de azitromicina na
profilaxia ou no tratamento da COVID-19 (Furtado et al., 2020; Butler et al., 2021).

Os principais corticoides utilizados para o tratamento da COVID-19 séo a
metilprednisolona e a dexametasona (Ranjbar et al., 2021). Apesar da controversia em
torno de seu uso, principalmente ap6s adverténcia da OMS sobre seus riscos, 0s

corticoides podem ser uma opgdo em casos especificos, como em pacientes com doenca
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pulmonar obstrutiva crénica. (lacopetta et al., 2022). Os corticoides eventualmente
suprimem mediadores antivirais importantes, como os IFNs I e I1l, o que pode favorecer
a permanéncia do virus no organismo e resultar em infecces secundarias graves (Panahi

et al., 2023; Kumar; Hinks; Singanayagam, 2020).

Mdltiplas terapias antivirais foram propostas e outras seguem no fluxo de
testagem clinica. Um dos principais exemplos € o remdesivir. Ele € um agente antiviral
de amplo espectro, inicialmente desenvolvido para o tratamento da Hepatite C, sendo
posteriormente usado como uma droga de reposicdo para o Ebola (Martinez, 2020;
Mulangu et al., 2019). O remdesivir tem a capacidade de gerar metabdlitos que inibem a
replicacéo do SC2 por inibir a RdRp, sendo o melhor candidato no tratamento da COVID-
19 (Sukeishi et al., 2022, Wu et al., 2022). No entanto, estudos sobre a eficacia e a
seguranca do farmaco para pacientes hospitalizados precisam ser mais bem explorados
(Wu et al., 2022). Outro antiviral importante € o Molnupiravir. Este foi o primeiro
farmaco oral autorizado para o tratamento da COVID-19, no Reino Unido, em 2021, com
potencial para reduzir o risco de morte em até 89% (Wise, 2022; Jayk Bernal e
colaboradores (2022). O Paxlovid (Pfizer, USA) é uma combinacdo do ritonavir com o
nirmatrelvir e ele se caracteriza como um inibidor de protease do SC2. Em 2023, o
farmaco foi aprovado pelo FDA como um antiviral de tratamento para a COVID-19
(Harris, 2023).

Outra terapia bastante utilizada foi a do uso de anticorpos monoclonais, que
suplementa a resposta humoral do paciente, auxiliando o corpo a identificar particulas
virais do SC2 (Chary et al., 2023). Alguns exemplos de anticorpos aprovados para uso
pelo FDA para pacientes imunocomprometidos ndo hospitalizados com alto risco de
progressao dos sintomas da COVID-19 sdo: sotrovimab, bamlanivimab/etesevimab e
casirivimab/imdevimab (Chary et al., 2023).

2.8 Testagem diagndstica para COVID-19

O diagndstico precoce é crucial para prevenir a propagacdo do virus e controlar a
insurgéncia de possiveis novas ondas de COVID-19 (Vandenberg et al., 2021). Uma das
abordagens de maior consenso entre os tratamentos em teste contra a doenga € 0 seu
diagndstico inicial. Por isso, aperfeicoar as técnicas diagnosticas ja existentes e
desenvolver novos métodos rapidos, sensiveis e especificos de deteccdo do SC2 é

fundamental para o combate a COVID-19 (Fernandes et al., 2022).
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Os testes de amplificacdo de &cidos nucleicos sdo os ensaios moleculares mais
sensiveis para a deteccdo do SC2, especialmente no inicio da infeccdo (Rai et al., 2021).
A reacdo da transcriptase reversa seguida da reagdo em cadeia da polimerase em tempo
real (RT-qPCR) é uma técnica de amplificacdo génica, que permite quantificar com
precisdo a presenca de acidos nucleicos especificos a partir da deteccdo por fluorescéncia
(Guo; Wu, 2024). Considerado o padrdo ouro para detecgdo do SC2 (Jung et al., 2020),
0 RT-gPCR teve seus protocolos autorizados pela OMS a fim de auxiliar no diagnostico,
controle da propagacéo e vigilancia epidemioldgica da doencga (Fernandes et al., 2022).
Apesar da alta sensibilidade e especificidade da técnica de RT-qPCR, o custo, a
complexidade da execucdo da técnica e a necessidade de se dispor de um laborat6rio bem
equipado limitam seu uso (Rong et al., 2023). Além do RT-gPCR, existem outros testes
moleculares bem robustos possiveis de serem aplicados, como PCR End-Point, PCR
digital e a amplificacdo isotérmica mediada por loop (RT-LAMP), (Choi et al., 2023,
Taleghani; Taghipour, 2021, Nyaruaba et al., 2022).

No inicio da pandemia de COVID-19, os testes baseados em anticorpos foram
amplamente utilizados para complementar o0 RT-qPCR. Eles ofereciam uma alternativa
para reduzir os falsos negativos em pacientes hospitalizados com a doenca em fase tardia
e carga viral menor (Ravi et al., 2020). Esses imunoensaios sao métodos de diagndstico
baseados na interacdo especifica entre anticorpos e antigenos, sendo largamente
utilizados para detectar diversas biomoléculas, como antigenos virais e anticorpos
(Filchakova et al., 2022). Essa modalidade de imunoensaios também foi aplicada na area
de pesquisa soroepidemioldgica, auxiliando a andlise de prevaléncia da infeccdo e a
identificacdo de casos assintomaticos, especialmente quando o monitoramento desses
casos era falho (Ravi et al., 2020). Os testes disponiveis comercialmente detectam
imunoglobulinas M (IgM) e G (IgG) em soro, plasma ou sangue total, fornecendo
informagdes sobre a resposta humoral do individuo a infeccdo viral. A mediana de
soroconversao ocorre entre 0 10° e o 13° dia ap6s o inicio dos sintomas para o IgM e
entre 12 e 15 dias para o IgG, com o pico de soroconversdo para IgM, 1gG e anticorpos

totais ocorrendo apds duas semanas (Liu et al., 2022; Kubota et al., 2021).

Dessa forma, esses imunodiagnosticos se destacam por sua rapidez,
adaptabilidade e variedade de métodos, além de serem facilmente adaptaveis a automagao

e a realizacdo de testes em locais remotos ou como autotestes (Fernandes et al., 2022).
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Com a pandemia de COVID-19, a necessidade de detectar a infeccdo viral de forma
répida e eficiente impulsionou o desenvolvimento de diversos imunodiagnosticos de SC2
com diferentes metodologias, como os imunoensaios de fase solida (SPIAs, do inglés
solid-phase immunoassays) e os imunoensaios de fluxo lateral (LFIA, do inglés lateral-

flow immunassays) (Perveen et al., 2023, Kropaneva et al., 2023).

Os SPIAs se referem a adsorcao de um antigeno ou anticorpo em uma fase sélida,
como microplacas ou microparticulas. A reacdo positiva € detectada por colorimetria em
ensaios imunoabsorventes ligados a enzimas (ELISA, do inglés enzyme-linked
immunosorbent assay) ou por imunoensaios de quimioluminescéncia (CLIA, do inglés

chemiluminescent immunoassays) (Mohit; Rostami; Vahidi, 2021; Ghaffari et al., 2020).

Os testes de LFIA sdo réapidos, de facil leitura e geralmente realizados em tiras de
papel. Eles utilizam anticorpos marcados com nanoparticulas coloidais, que migram por
capilaridade pela tira do teste, reagindo com o antigeno ou anticorpo da amostra do
paciente. Essa simplicidade os torna ideais para triagem em larga escala e para testes em
locais de atendimento ao paciente. (Filchakova et al., 2022). O ELISA é um método de
imunoensaio que se baseia na reacdo entre antigenos especificos e anticorpos. A
visibilidade e a quantificacdo do resultado sdo possiveis devido a reacdo enzimatica
(Alhamid et al., 2022). CLIA é um teste de laborat6rio que combina quimioluminescéncia
(uma radiacdo eletromagnética causada por reacdo quimica para produzir luz) com um

complexo imunolégico antigeno-anticorpo (Alhamid et al., 2022).

As superficies experimentais dos testes de ELISA e de CLIA ja apresentam o
antigeno para SC2 ligado nelas. Assim, quando o soro do paciente passa por essa
superficie, os anticorpos presentes nele se liga a esses antigenos (Kontou et al., 2020).
No ensaio de ELISA, os anticorpos secundarios marcados com a enzima se ligam aos
anticorpos do paciente (Habli et al., 2021). Enquanto no método de CLIA, algumas
enzimas se ligam diretamente aos anticorpos dos pacientes (Liu et al., 2022). A funcgéo
dessas enzimas € catalisar as reagdes dos substratos especificos da técnica, que sdo
quimioluminescentes. No ELISA, essa reacdo leva a uma mudanga de cor mensuravel,
enquanto em CLIA, diferentes niveis de intensidade de luz fluorescente sdo emitidos, o
que, a depender dessa intensidade de luz, torna possivel identificar a quantidade de
anticorpos presentes no organismo do paciente (Chen et al., 2023; Filchakova et al.,

2022). A taxa de especificidade para deteccdo de anticorpos IgG depois de duas semanas
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do inicio dos sintomas, a partir do uso do método de CLIA, é maior que 90%, enquanto
essa especificidade para os ensaios de ELISA costuma variar entre 50 e 100% (Filchakova
etal., 2022). Assim, ELISA e CLIA sao largamente utilizados em rotinas clinicas devido
a sua sensibilidade, especificidade e possibilidade de automacdo (Maghrabey et al.,
2023).

Os complexos imunoldgicos formados na solucdo de uma amostra de sangue
dispersam a luz proporcionalmente ao seu tamanho, forma e concentracdo. Os
turbidimetros foram preparados para medir a reducédo da incidéncia da luz com o reflexo,
a absorcdo ou a dispersdo. A reducgéo da intensidade da luz transmitida, ou aumento da
absorbancia, através das particulas suspensas na solucdo, é o resultado dos complexos
formados durante a reacdo antigeno-anticorpo. Quanto maior a absorbancia, maior a
titulacdo do anticorpo na amostra. Assim, ensaios de turbidimetria também s&o
importantes ferramentas para avaliagdes dos niveis séricos de anticorpos e constituem
alternativa aos outros ensaios discutidos (Jaquemar et al., 2023). Os principais ensaios

foram ilustrados na Figura 05.

Figura 05 — Principais imunoensaios baseados na detec¢do de anticorpos especificos anti-SC2
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Fonte: Adaptado de Filchakova et al., 2022; Jaquemar et al., 2023

2.9 Populacéo de doadores de sangue no contexto da pandemia da COVID-19

2.9.1 Populacao de doadores de sangue no Brasil

A doacdo de sangue é um ato altruista e voluntario de extrema importancia para
manter o estoque minimo de hemocomponentes utilizados nos sistemas de saude. Cada
bolsa coletada, com 450 mL de sangue, pode ajudar até quatro pessoas (Farias et al.,
2017; Brasil, 2015). Assim, a doacdo de sangue funciona como forma de suporte aos
pacientes clinicos e cirurgicos, que necessitam de hemocomponentes para o tratamento
de transtornos e enfermidades graves, que ndo podem ser corrigidos pelo uso de farmacos
(De Lima Arruda et al., 2019). A regulamentacdo da doacdo de sangue no Brasil passou
por diversas modificaces ao longo dos anos, que tiveram como consequéncia um marco
de grande destaque na legislacdo das doa¢6es de sangue. A publicacdo da lei 7.649/1988,
que tornou obrigatério o cadastro dos doadores de sangue e a realizagdo de exames
laboratoriais para todo sangue doado, representou um marco importante na historia da

doacdo de sangue no pais, pois visou a seguranca dos receptores (Brasil, 1988).

O Ministério da Saude relatou, no ano de 2019, que apenas 1,71% da populacao
brasileira era doadora de sangue, o que estava menor que a meta ideal de 3% (Anvisa,
2021; Salamea-Molina et al., 2020; Ministério da Saude, 2020; WHO; PAHO, 2016). Do
total de doadores de sangue em 2019, segundo dados da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), cerca de 60% séo do sexo masculino, enquanto 40% sdo do sexo
feminino. A faixa etaria mais frequente conta com um total de 62% de doadores com
idades maiores que 29 anos (Anvisa, 2021). Historicamente, o Centro de Hematologia e
Hemoterapia do Ceara (HEMOCE) registra em média mais de 10.000 doag6es de sangue
por més e um total anual em torno de 120.000, sendo que aproximadamente 40%

concentradas no municipio de Fortaleza.

2.9.2 Impacto da pandemia da COVID-19 na doacdo de sangue no Ceara

Com a emergéncia da pandemia da COVID-19, a captagdo de hemocomponentes
em todo o Brasil apresentaram uma sensivel queda devido a diminuicdo no nimero de
doagdes de sangue (Silva-Malta et al., 2021). No Ceara, algumas estratégias foram
introduzidas pelo hemocentro coordenador de Fortaleza para mitigar o desabastecimento
de hemocomponentes, principalmente nos anos iniciais de 2020 e 2021 (Oliveira et al.,

2022). Fortaleza foi o primeiro grande centro do estado do Ceara a sofrer os impactos
54



diretos da pandemia (Ximenes et al., 2020). Durante esse periodo, 0os hemocentros
regionais, localizados no interior, em cidades como Crato, Quixada, lguatu e Sobral,
mantiveram um numero satisfatorio de doacGes, suprindo as necessidades do Ceara
(Oliveira et al., 2022). Com o avanco da pandemia no interior do estado, medidas de
contingenciamento e mitigacdo foram implementadas para se garantir a biosseguranca

dos doadores e a manutencédo dos estoques de hemocomponentes (Oliveira et al., 2022);

A partir de abril de 2020, o HEMOCE estabeleceu um laboratdrio para diagnostico
molecular da COVID-19 em suas dependéncias, passando a realizar e a oferecer exames
por deteccdo molecular de SC-2, além da testagem indireta sanguinea por meio de testes
rapidos imunocromatograficos de anticorpos anti-SC2 (Hemoce, 2020a) e posteriormente
de exames soroldgicos de anticorpos 1gG especificos por plataformas automatizadas
(Hemoce, 2020b)

2.10 Relevéancia do Estudo

Em se tratando de uma populacdo com maior rigor de monitoramento e alta
granularidade de dados, como os relacionados ao histérico demogréfico, a realizagdo de
um estudo soroepidemioldgico centrado em doadores de sangue € plenamente justificado.
Isso ocorre principalmente devido ao seu potencial de geracdo de dados objetivos, o que
retrata 0 cenario epidemioldgico da regido em diferentes momentos. Outro fator a se
considerar ¢ a disponibilidade de amostras bioldgicas, que ocorreu mesmo diante de um
contexto sanitario muito restritivo, como foi o do lockdown, o que tornou possivel,
portanto, a avaliacdo serial de pardmetros da resposta imunoldgica associada a
exposicdo/infeccdo viral do SC2 e os sucessivos ciclos de imunizacdo contra a COVID-
19 (Prete Jr et al., 2022). Desta forma, ao fazer uso de estratégias versateis, como as
baseadas no monitoramento da populacdo de doadores de sangue, reitera-se a importancia
darealizacéo deste estudo na geracao de uma base de conhecimentos relevantes aplicaveis
a populacdo geral, além da potencial identificacdo de novas evidéncias associadas a
variabilidade da resposta imunoldgica populacional em um contexto pandémico e pos-

pandémico em Fortaleza.

A partir da selecdo racional do segmento de doadores, da coleta de informacGes e
do aproveitamento racional de amostras bioldgicas de doadores de sangue de Fortaleza,
este estudo propds potencializar uma avaliacdo extensiva do perfil soroldgico e de

resposta humoral anti-SC2 em um segmento de doadores de sangue do municipio de
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Fortaleza desde a emergéncia da pandemia em 2020, encontrando embasamento

cientifico em outras iniciativas realizadas (Junior, 2021; Lima, 2022).
2.11 Hipotese do estudo

Os titulos e a eficcia da resposta imune-humoral do segmento de doadores de sangue de
Fortaleza contra 0 SC2 e suas variantes variam de acordo com a exposi¢do ao antigeno

viral.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Investigar associacdes do perfil imunoldgico adaptativo em subgrupos de doadores de
sangue do municipio de Fortaleza, entre 2020 e 2024, com o impacto do SC2 e suas
variantes de preocupacao, correlacionando os resultados com a exposicéo e a vacinagdo

desses individuos.

3.2 Objetivos Especificos

I) Rastrear os perfis da resposta imunolégica de anticorpos IgG anti-N e anti-S contra o
SC2, a partir de dados de um inquérito soroepidemioldgico multicéntrico de 2020 a 2022,
a fim de triar perfis especificos de individuos para constitui¢do de uma coorte longitudinal

prospectiva de doadores de sangue.

I1) Avaliar e monitorar padrdes de soroconversdo e manutencdo nos niveis de anticorpos
IgG anti-SC2 em subgrupos de doadores de sangue, a fim de determinar alteracdes

pareadas nos perfis humorais e avaliar a influéncia da vacinagéo ao longo do tempo.

I11) Associar, transversalmente, os titulos de anticorpos 1gG anti-S contra o SC2 com 0s
impactos autodeclarados em um subgrupo recrutado de doadores de sangue, associando
possiveis impactos da pandemia com a vacinagao e a salde fisica e mental desse segmento

populacional.

IV) Avaliar a taxa de anticorpos neutralizantes para as variantes GK.1 e JN.1 no segmento
transversal de doadores recrutados, associando seus resultados com os titulos de
anticorpos gerais e com os especificos contra 0 SC2, a fim de analisar a capacidade de
neutralizacdo dos anticorpos no periodo pré e durante a prevaléncia da VOC JN.1 em

Fortaleza.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos éticos

O estudo faz parte de um projeto intitulado “Biosseguranga do Sangue e
Componentes, Inovacdo em Salde no Ceard — Estudo Bioscience”, que engloba a
avaliacdo da seguranca de elementos do sangue para patologias, como as arboviroses e
COVID-19. O projeto se encontra devidamente aprovado pelo Conselho Nacional de
Etica em Pesquisa (CONEP) e pelo Comité de Etica de Pesquisa (CEP) da Secretaria da
Salde do Estado do Ceara (ref. 22873219.0.0000.8152) (Apéndice A). Todos os dados
foram coletados mediante questionario eletrbnico e assinatura de Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice B).

4.2 Tipo de estudo e desenho experimental

Trata-se de um estudo de coortes prospectivas. Nele, foi inicialmente avaliado os
eventos de presenca e auséncia de exposicdo ao SC2, a partir da analise soroldgica de
anticorpos IgG Anti-SC2 de amostras de doadores de sangue obtidas por conveniéncia
em 2020. Posteriormente, avaliou-se a evolugdo da resposta humoral de anticorpos dos
doadores de sangue ao longo dos anos de 2021 e 2022. Por fim, a partir de 2023, foram
definidos grupos com os doadores que iriam compor as coortes do estudo, a partir do
recrutamento ativo desses doadores no Hemoce durante esse periodo. O desenho

experimental esta na Figura 06.

Figura 06 — Desenho experimental do estudo.
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4.3 Processamento inicial das amostras de doadores de sangue a partir de um

estudo multicéntrico

4.3.1 Interpretacéo de resultados retrospectivos

Dados provenientes de amostras de soro de doadores coletadas entre marcgo de
2020 a dezembro de 2022 como parte de um projeto multicéntrico e transversal
coordenado pelo Instituto Pro-sangue, foram cedidos pelo Hemoce para a
complementacdo dos resultados deste estudo, a fim de continua-lo. As amostras foram
selecionadas por randomizacdo ap0s georreferenciamento, que considerou o CEP da
residéncia dos doadores e a taxa populacional em cada regido avaliada, de acordo com
dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) (IBGE, 2010). Foram
coletados dados quantitativos de anticorpos IgG anti-SC2 avaliados pelo imunoensaio de
CLIA especificos para o reconhecimento da proteina N (até junho de 2021, n=17.780) ou
S (a partir de julho de 2021, n=10.767), utilizando, respectivamente, os kits comerciais
SC2 anti-N Quant Reagent e SC2 1gG Il Quant (Abbott).

Os resultados relativos a titulacdo dos anticorpos 1gG anti-N foram interpretados
de acordo com as instrucGes do fabricante e as recomendagfes propostas por Junior
(2021). Ja os resultados da titulacdo dos anticorpos IgG anti-S foram interpretados
conforme as padronizacdes estabelecidas pela OMS e divididos entre baixo, médio e alto
indice de anticorpos, com valores de corte baseados nas probabilidades de neutralizacdo

descritas na bula do fabricante. Todos os valores estdo expressos na Tabela 04.

Tabela 04 — Interpretacéo dos resultados de acordo com os valores de anticorpos 1gG anti-SC2

Alvo Interpretacdo do resultado Valores de corte
N&o Reagente <14
Alto Reagente >5,79
1gG anti-S Baixo <15.140,84
(BAU/mL)* Médio >15.140,84 ¢ <140.845,07
Alto >140.845,07

Fonte: Adaptado de Abbott (2020) e Junior (2021)
* S/C: Signal-to-cutoff, ** 1 BAU/mL = 0,142 AU/mL (OMS, 2021)
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4.4 Obtencao de amostras no periodo pos-pandemia
4.4.1. Recrutamento de doadores e obtencdo de dados

Os resultados interpretados na Tabela 04 — Nao reagente, reagente e alto reagente
para 0 IgG anti-N e baixo, médio e alto para o IgG anti-S - foram utilizados para
selecionar e classificar os participantes a serem recrutados por conveniéncia no Hemoce
durante nova doacao de sangue, entre setembro de 2023 e abril de 2024. Nesta etapa, um
total de 323 doadores de sangue foram recrutados. Apos assinatura do TCLE, dados
relativos ao historico autodeclarado de diagnéstico de COVID-19, sintomas clinicos pds-

COVID, uso de suporte respiratério durante infeccdo e imunizagdes contra o SC2.

Posteriormente, dados relativos a qualidade de vida geral dos participantes no
periodo pds-pandémico foram coletados com base na adaptacdo do questionario sf-6d
desenvolvido por Campolina e colaboradores (2010) (Anexo A). A avaliagdo da
capacidade funcional foi a primeira a ser feita no momento da entrevista. O doador tinha
de responder como ele se sentia dentre as opcOes descritas na Tabela 05, e para cada
estado escolhido foi atribuido um score. O procedimento se repetiu para as analises de
salde mental e vitalidade. Quanto mais proximo de 100, mais saudavel o doador se
encaixava para este parametro.

Tabela 05 — Scores atribuidos as respostas declaradas pelos doadores durante o
recrutamento para a avaliacdo da Capacidade Funcional, Saude Mental e Vitalidade

Capacidade Funcional

Resposta apresentada Score
Sua saude ndo dificulta que vocé faca atividades vigorosas 100
Sua saude dificulta um pouco que vocé faca atividades vigorosas 80
Sua saude dificulta um pouco que vocé faca atividades moderadas 60
Sua saude dificulta muito que vocé faca atividades moderadas 40
Sua saude dificulta um pouco para vocé fazer atividades simples 20
Sua saude dificulta muito para vocé fazer atividades simples 0

Saude Mental
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Resposta apresentada Score

Nenhuma dificuldade emocional, vocé se sente muito bem 100

Pouca dificuldade emocional, mas vocé consegue lidar bem 80
Alguma dificuldade emocional, as vezes vocé se sente triste ou 60

preocupado
Dificuldade moderada, vocé sente tristeza ou ansiedade com frequéncia 40
Dificuldade significativa, vocé sente tristeza ou ansiedade na maior parte 20
do tempo
Dificuldade grave, vocé se sente sobrecarregado emocionalmente o 0

tempo todo e ndo consegue lidar

Vitalidade
Resposta apresentada Score
Vocé tem se sentido com muita energia o tempo todo 100
Vocé tem se sentido com muita energia na maior parte do tempo 80
Vocé tem se sentido com muita energia em parte do tempo 60
Vocé tem se sentido com muita energia em alguma parte do tempo 40
Vocé tem se sentido com muita energia em uma pequena parte do 20
tempo
Vocé nunca tem se sentido com muita energia 0

Fonte: Adaptado de Campolina et al. (2010)

Todas as informacGes foram coletadas e armazenadas por meio de formulério
eletronico desenvolvido em software para coleta e armazenamento de dados clinicos -
REDCap.

4.4.2. Coleta de amostras e critérios de excluséo

Ap0s, para cada participante do estudo, foi coletado um tubo adicional de 5 mL,
com gel separador, para a sorologia, e um tubo adicional K2 de 4 mL, com EDTA, para
sangue total, durante o fluxo de doagdo. As amostras com volumes insuficientes ou sem
dados relativos ao histérico de imunizacdo foram desconsideradas. Para as andlises
pareadas, foram realizadas: i) a media dos resultados dos niveis de anticorpos das
amostras de um mesmo doador coletadas em um mesmo ano para as anélises de varia¢do

de anticorpos ao longo do tempo e ii) a média dos resultados dos niveis de anticorpos das
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amostras de um mesmo doador coletadas em um mesmo ponto de vacinacdo para as
andlises do impacto da vacinacdo na variagdo de anticorpos. Posteriormente, as amostras

foram armazenadas no biorrepositorio a -80 °C.

4.5. Hemograma para avaliacdo do numero de leucdcitos e linfocitos

Amostras de sangue total foram homogeneizadas e processadas em até 6 horas
apos a coleta. Apds o cadastro das amostras no sistema softlab, estas foram encaminhadas
ao setor de hematologia do Hemoce, para realizacdo de hemograma no equipamento
Siemens ADVIA 2120®, com quantificagdo automatica e analise diferencial para
contagem de leucdcitos e linfocitos, conforme procedimento padrdo da instituicdo,
utilizando os valores de referéncia para a populacdo brasileira (leucdcitos: 5.000 e
10.000/mm?e linfécitos: 1.500 e 4.500/mm?®)

4.6 Testes de neutralizacédo de reducéo de placa para as subvariantes GK.1 e JN.1
do SC2

Ao fim do recrutamento, foram selecionadas 28 amostras de soro para a realizagdo
do ensaio, dentre elas 12 com datas de coleta de setembro e outubro de 2023, periodo
anterior a introducdo da JN.1 no Ceara, e 16 com coletas durante o avango dos casos da
linhagem no Estado. Os testes de neutralizacdo de reducdo de placa (PRNT, do inglés
Plaque Reduction Neutralization Test) foram realizados como descritos por Pauvolid-
Correa e colaboradores (2022) com modificacGes. As amostras de soro foram aquecidas
(56°C; 30 min) e o ensaio de neutralizacdo foi realizado em células Vero (ATCC CCL
81), mantidas em meio de cultura suplementado com soro fetal bovino, bicarbonato de

sodio, antibiodticos/antimicéticos e, posteriormente, incubadas (5% de CO2; 37°C).

As amostras de soro aquecidas foram testadas em duplicata, com dilui¢des
seriadas de duas vezes, que variaram de 1:10 até 1:320. Cada dilui¢do foi homogeneizada
em 40 a 60 unidades formadoras de placa (PFU, do inglés Plaques forming units) do
isolado de SC2 — feito de modo separado para cada subvariante testada (GK.1 e JN.1). A
mescla de virus com o soro foi colocada em monocamada celular de células Vero e as
amostras foram incubadas (1h; 37°C). Apds, o0 meio de cultura contendo 0,5% de agarose
ultrapura foi sobreposto em cada poco utilizado e as amostras foram incubadas novamente
(72 horas; 5% de CO3; 37°C). Apds 48 horas desta Gltima incubacdo, adicionou-se um
novo meio de cultura com agarose e solugdo vermelha neutra, que seguiu para as tltimas

24 horas de incubacdo seguinte. Por fim, as PFUs foram visualizadas e contadas em um
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transluminador. Para cada experimento de neutralizacdo, um controle (sem soro) e um
soro de referéncia foi usado para garantir a reprodutibilidade entre os diferentes

experimentos.

As amostras de soro foram consideradas “reativas” as linhagens testadas ao SC2
quando uma diluicdo de pelo menos 1:20 conseguia reduzir pelo menos 90% (PRNTgo)
do PFU do SC2. Os testes foram realizados em Laboratorio com Nivel de Biosseguranca
3, com o grupo do Laboratorio de Virus Respiratorios e Sarampo da Fiocruz do Rio de

Janeiro.

4.7 Processamento das amostras por testagem de anticorpos especificos anti-SC2

As amostras soroldgicas dos participantes recrutados em 2023 e 2024 foram
submetidas ao teste de quimioluminescéncia para detec¢do de anticorpos 1gG anti-SC2.
Para as coortes com resultados retrospectivos avaliados em relacdo aos indices de
anticorpos 1gG anti-N, novos ensaios foram realizados utilizando o mesmo kit. Ja a
testagem de anticorpos IgG anti-S foi feita com as amostras de todos os doadores
recrutados da coorte. 1sso ocorreu devido a descontinuidade, pela Abbott, do kit para
avaliacdo de IgG anti-N supracitado.

4.8 Processamento das amostras para testes de anticorpos totais

As amostras de soro selecionadas foram utilizadas para ensaios de titulacdo de
anticorpos totais. A titulacdo de IgA, IgM e IgG totais foi realizada pela técnica de
turbidimetria, utilizando os kits Imunoglobulina A (IgA) (n=28) para a detec¢do de IgA
total sérico; Imunoglobulina M (IgM) (n=28) para a deteccdo de IgM total sérico e o
Imunoglobulina G (IgG) (n=323) para a deteccdo de 1gG total sérico (Beckman Coulter)
no equipamento AU5800 (Beckman Coulter). A titulacdo de IgE (n=28) foi realizada por
qguimioluminescéncia, pela técnica de CLIA, com o kit Immulite® 2000 Total IgE

(Siemens) no equipamento Immulite (Siemens).

4.9 Separacao de células mononucleares do sangue periférico

Entre os meses de fevereiro e abril de 2024, realizou-se um recrutamento ativo
dos doadores de sangue que participaram do estudo conduzido entre 2020 e 2022,
utilizando como critérios o nivel de anticorpos IgG anti-S. Uma lista com 500 doadores
foi convocada para a participacdo do estudo. Doadores com baixo, medio e alto nivel de

anticorpos IgG anti-S, bem como doadores sem registros de vacinagéo (N&o imunizados)
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com qualquer titulo de anticorpos, foram convidados para a avaliagdo dos padrdes
celulares de linfocitos e plasmacitos por citometria de fluxo (ver Tabela 14 na secéo 8).
Apos recrutamento, aplicacdo do TCLE e do questionario eletrénico, os participantes

foram submetidos a uma coleta de soro e sangue total.

4.9.2 Separacéo e criopreservacao das CMSPs

As amostras coletadas foram encaminhadas para o Centro de Diagndstico Clinico
do Hemoce para a aplicacdo do protocolo de separacdo das Celulas Mononucleadas de
Sangue Periférico (CMSPs). Os 2 tubos de EDTA com sangue total foram
homogeneizados e diluidos em tampdo fosfato-salino (PBS, do inglés Phosphate Buffered
Saline) na propor¢éo 1:1. A amostra diluida foi colocada em tubos Falcon com 10 mL de
Ficoll e seguiram para a centrifugacdo (2.300 rpm; 30 min; 4°C, com aceleracdo e
desaceleracdo de 1) para separacdo por gradiente de concentracdo. As CMSPs foram
coletadas e lavadas com 15 mL de PBS 1X, sendo posteriormente centrifugadas (1.700
rpm; 10 min; 4 °C, com aceleracdo e desaceleracdo de 9). O sobrenadante foi descartado
e o pellet lavado com 15 mL de meio de cultura Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB). As amostras foram novamente
centrifugadas, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 5 mL de
solucdo PBS 1X. A contagem de células foi feita em camara de Neubauer. Apoés, as
amostras foram ressuspendidas em solucdo de congelamento, contendo 40% de RPMI,
50% de SFB inativado e 10% de dimetilsulféxido (DMSQ) e congeladas a -80 °C com o
auxilio de um Mr. Frosty por 24 h. Por fim, as amostras foram transferidas para o
nitrogénio liquido para futuros testes por painel de citometria.

4.10 Analises Estatisticas

Os resultados foram integrados em uma base de dados na plataforma Research
Eletronic Data Capture (REDCap), utilizada para a coleta dos dados do questionario
eletrbnico e gerenciamento dos resultados do estudo. Para os dados de anticorpos
especificos contra o SC2; variaveis autodeclaradas; titulagdes dos anticorpos totais e
resultados de PRNTgo, foi realizado o teste de normalidade de Anderson-Darling ou de
Komogorov-Smirnov, a depender do nimero amostral. Ao seguirem a condi¢do de
normalidade, ndo pareamento dos dados e diferenca aceitavel de variabilidade entre os
grupos, a comparacdo das médias entre eles foi feita pelos métodos one-way ANOVA

com pos-hoc de Dunnet para comparag6es de mais de dois grupos e o teste t-Student para

64



comparacdo de dois grupos entre si. Quando analise pareada, as suas versdes pareadas
foram executadas. No caso de ndo normalidade e ndo pareamento das amostras, foi
aplicado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney para comparacao de dois grupos entre
si, ou Kruskal-Wallis com correcdo de Bonferroni para comparacdes demais de dois
grupos. Quando pareados, foi aplicado os testes de Wilcoxon para dois grupos entre si ou
teste de Friedman com correcdo de Bonferroni para mais de dois grupos. Foram
considerados significativos valores de p<0,05 (5%) com intervalos de confianca de 95%.
Para analises multivariadas, foi realizado o teste de regressdo logistica multinomial, em
que o pseudo R? foi considerado. Para as anélises entre variaveis numéricas, foi feito o
teste de correlacdo de Pearson, quando paramétrico, ou de Spearman, quando nao
paramétrico. As avaliacOes entre varidveis categdricas foram feitas por meio do teste de
Qui-quadrado ou do Teste de Fisher. Para a predicdo de valores de corte e medidas de
sensibilidade e de especificidade, curvas ROC foram construidas entre variaveis
numéricas e categoricas e os resultados foram submetidos ao teste de McNemar para
comprovacao dos valores. Todas as analises estatisticas e os graficos gerados foram

conduzidos no software R.
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliacdo pareada das titulacdes de anticorpos IgG anti-N

O intuito deste topico foi o de avaliar, de modo pareado, as variagdes nos titulos
de anticorpos 1gG anti-N em um contexto temporal nos doadores contemplados,
considerando a influéncia das infeccGes e da vacinagdo pela Coronavac em Fortaleza, a
partir de janeiro de 2021. Assim, para a avaliacdo dos titulos de anticorpos IgG anti-N,
um total de 79 doadores (n = 164 amostras) tiveram suas amostras analisadas, de modo
pareado, entre os periodos de 2020, 2021 e o po6s-pandemia. Os indices de anticorpos
foram submetidos ao teste de normalidade de Anderson-Darling, apresentando um quadro
de ndo normalidade dos dados. A frequéncia total de cada grupo foi mais expressiva no
grupo “Nao reagente” (n = 108), cuja mediana assumiu um valor de 0,10 Index (S/C), de
acordo com o apresentado na Tabela 06. A taxa de “Reagente” (n = 41) assumiu uma
mediana de 2,75 Index (S/C), enquanto o de “Alto Reagente” (n = 15) assumiu a mediana
de 9,63 Index (S/C), que estd bem acima do corte para este grupo (5,79 Index (S/C)).

Tabela 06 — Quantitativos de amostras referentes a cada grupo de amostras de IgG anti-N do
estudo com seus respectivos valores de mediana

Freq.(n) Percent. (%) Mediana (Index (S/C))

Nao Reagente 108 65,86 0,10

Reagente 41 25,00 2,75

Alto Reagente 15 9,14 9,63
Total 164 100

5.1.1 Associacdo pareada dos indices de 1gG anti-N ao longo do tempo

A frequéncia amostral foi proxima entre os periodos de 2020 (n = 55), 2021 (n =
52) e o de pos-pandemia (n = 56). A mediana total aumentou ao longo do tempo e
apresentou um valor “reagente” no periodo pos-pandémico, o que pode ser influéncia
direta das novas infecgdes, reinfec¢des e do inicio da vacinacdo em janeiro de 2021, que
comegou com a Coronavac nos primeiros meses, fatores que podem ter afetado os niveis
de 1gG anti-N neste periodo (Diaz-Dinamarca et al., 2023). A frequéncia de doadores
com o passar dos anos se redistribuiu entre os grupos, de modo que se p6de observar um
aumento no niimero de “Reagentes” e “Alto Reagentes” no periodo pds-pandémico,

assim como descreve a Tabela 07 e a Figura 07.
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Tabela 07 — Quantitativos das amostras testadas para IgG anti-N e estratificados por periodos.

Periodos Grupos Freq.(n)  Percent. (%) Mediana (Index (S/C))
Nao
Reagente 43 78,19 0,06
2020 Reagente 10 18,18
Alto
Reagente 2 3,63
Total 55 100
Néo
Reagente 38 73,09
2021 Reagente 12 23,07 0,18
Alto
Reagente 2 3,84
Total 52 100
N&o
Reagente 27 48,23
Po6s-pandemia Reagente 19 33,92 1,70
Alto
Reagente 10 17,85
Total 56 100

Figura 07 — Heatmap da frequéncia de amostras com IgG anti-N em rela¢do aos grupos e aos
periodos
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O pareamento dos grupos foi feito entre os periodos de 2020, 2021 e pds-
pandemia. A anélise considerou trés agrupamentos diferentes: 2020 com 2021 (n = 28
pares), 2020 com pos-pandemia (n = 33 pares) e 2021 com pds pandemia (n = 30 pares).
Houve significancia estatistica apenas entre os grupos de 2020 com pds-pandemia
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(p<0,001) e 2021 com pos-pandemia (p<0,001). O pareamento das amostras avaliadas
entre o periodo de 2020 e 2021 nédo apresentou diferenca estatistica (p>0,05). Assim,
observou-se que 0s mesmos individuos, que inicialmente apresentavam uma baixa
titulacdo de anticorpos IgG anti-N, experimentaram incrementos significativos no
periodo pds-pandémico, indicando uma possivel influéncia do processo de
desenvolvimento da imunidade hibrida, que resulta da combinacdo da imunidade
desenvolvida por exposicdo natural ao virus e pela vacinagdo (Hall et al., 2022). A
avaliacdo foi representada na Figura 08.

Figura 08 — Avaliagdo das titulacdes de anticorpos 1gG anti-N contra 0 SC2 entre (A) 2020 e

2021, (B) 2020 e p6s-pandemia e (C) 2021 e p6s-pandemia. Foi realizado o teste ndo paramétrico
e pareado de Wilcoxon com correcdo de Bonferroni para todas as analises.
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5.2 Avaliacéo pareada das titulacbes de anticorpos IgG anti-S

Para avaliacdo dos titulos de anticorpos 1gG anti-S contra 0 SC2, um total de 153
doadores (n = 328 amostras) tiveram suas amostras analisadas, de modo pareado, entre
2021, 2022 e o periodo pos-pandémico. As titulagBes de anticorpos das amostras foram
submetidas ao teste de normalidade de Anderson-Darling, que constatou a néo
normalidade dos dados. A frequéncia entre 0s grupos apresentou maior expressao nos
dados do grupo “Médio” (n = 147), cuja mediana assumiu um valor de 46.861,33
BAU/mL (Tabela 08). A mediana do grupo “Baixo” (n = 81) apresentou valor de 4.309,15
BAU/mML e a do grupo “Alto” (n = 100) apresentou valor de 141.181,33 BAU/mL.

Tabela 08 - Quantitativos de amostras referentes a cada grupo de amostras de IgG anti-S do estudo
com seus respectivos valores de mediana
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Freq.(n) Percent. (%) Mediana (BAU/mL)

Baixo 81 24,69 4.309,15

Médio 147 44,81 46.861,61
Alto 100 30,48 141.181,33
Total 328 100

5.2.1 - Associacdo pareada das analises de 1gG Anti-S com o tempo

A frequéncia amostral variou entre os periodos de 2021 (n = 80), 2022 (n = 102)
e pds-pandemia (n = 146). A mediana aumentou entre 2021 e 2022, passando do grupo
“Baixo” para o “Médio” e ndo se alterou consideravelmente no periodo pés-pandemia.
As frequéncias de “Alto” ¢ “Médio” aumentaram com o passar dos anos, enquanto as do
grupo “Baixo” reduziram consideravelmente entre os periodos de 2021 e pds-pandemia
(Tabela 09) (Figura 09).

Tabela 09 — Quantitativos das amostras testadas para IgG anti-S e estratificados por periodos.

Periodos Grupos Freq. Percent. (%) Mediana (BAU/mL)
Baixo 50 62,50
2021 Médio 22 27,50
Alto 8 10,00 7.353,52
Total 80 100
Baixo 16 15,68
2022 Médio 46 45,10 65.783,94
Alto 40 39,22
Total 102 100
POS- ' Baixo 15 10,27
pandemia
Médio 79 54,10 60.192,25
Alto 52 35,61
Total 1466 100

Figura 09 — Heatmap da frequéncia de amostras com IgG anti-S em relacdo aos grupos e aos
periodos
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O pareamento dos grupos foi feito entre os periodos de 2021, 2022 e p0s-
pandemia. A andlise considerou quatro agrupamentos diferentes: 2021 com 2022 (n = 35
pares), 2021 com pés-pandemia (n = 80 pares), 2022 com pos pandemia (n = 102 pares)
e 2021 com 2022 e po6s pandemia (n = 36 pares). Houve significancia estatistica apenas
entre os grupos de 2021 com 2022 (p<0,001) e 2021 com pds-pandemia (p<0,001) (Figura
10).

Figura 10 - Avaliagdo das titulagdes de anticorpos IgG anti-S contra o SC2 entre (A) 2021 e 2022,

(B) 2021 e pos-pandemia e (C) 2022 e pds-pandemia. Foi realizado o teste ndo paramétrico e
pareado de Wilcoxon com correcdo de Bonferroni para todas as analises.
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Para a analise adicional dos 3 grupos pareados, houve significancia semelhante
(p<0,001) com os testes entre dois grupos (Figura 11), o que sugere que o subgrupo de
doadores, em 2022, ja apresentava um estado de imunizacdo humoral semelhante ao do
periodo pos-pandémico.

Figura 11 — Avaliacdo pareada entre as amostras dos anos de 2021, 2022 e o periodo pds-
pandemia com o acompanhamento correspondente de cada participante do estudo ao longo dos

anos pelo box-plot com linhas. Foi realizado o teste de Friedman com pds-teste de Wilcoxon e
correcdo de Bonferroni.
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5.2.2 Avaliacao pareada dos titulos de anticorpos IgG anti-S em relacédo ao estado
vacinal

A avaliagdo pareada da vacinagdo visou compreender o impacto dos grupos de
vacinacdo nos titulos de anticorpos IgG anti-S, considerando este um dos principais
indicadores da eficacia da vacinacdo em uma populacdo. Assim, um total de 249
amostras, distribuidas entre os 39 doadores que participaram da analise, foram analisadas,
de modo pareado, entre os periodos de 2021, 2022 e p6s-pandemia, o que coincidiu com
o calendério de vacinacdo, que prosseguiu até a 5 dose (Bivalente) para a populagdo
geral. Foram considerados 5 agrupamentos — “N&ao imunizados” (n = 30), “Doses iniciais”
(12 e 2%) (n = 73), “Doses de refor¢o” (3% e 4%) (n = 94), “Vacinados” (1* a 4%) (n = 167) e

“Bivalente” (n = 52), que foram submetidos a 7 comparagdes entre eles, a fim de avaliar
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o0 impacto das doses aplicadas na resposta humoral de anticorpos 1gG anti-S contra o SC2.
Os grupos vacinais tiveram variacfes de frequéncia dentro dos grupos humorais. Os
resultados sugerem que aqueles que nédo apresentam registros das doses de vacinagao
tendem a manter os niveis de anticorpos baixos, sem alcancar a categoria “Alto”,
indicando que a imunidade por exposi¢do natural ndo é suficiente para garantir uma
protecdo humoral adequada (Tabela 10). A mediana aumentou entre um estado vacinal e
outro, porém so6 alcangou o grupo “Médio” no estado “Doses de reforgo” (Tabela 10).

Tabela 10 — Quantitativos de amostras com testes de IgG anti-S realizados por grupos de
titulacGes de anticorpos e status vacinal

Estado vacinal Grupos Freq. Percent. (%) Mediana (BAU/mL)

Baixo 26 86,66
Nao imunizados Médio 4 13,34
Alto 0 0 1.086,97
Total 30 100
Baixo 36 49,32
Doses iniciais Médio 26 35,62 23.301,40
Alto 11 15,06
Total 73 100
Doses de reforgo Baixo 9 9,57
Médio 45 47,87 67.753,52
Alto 40 42,55
Total 146 100
Vacinados Baixo 45 26,94
Médio 71 42,52 63.185,56
Alto 51 30,54
Total 167 100
Baixo 3 5,76
Bivalente Médio 25 48,08 102.535,21
Alto 24 46,16
Total 52 100

O grupo “N&o imunizados” apresentou diferenga significativa (p<0,001) nas
titulacGes de anticorpos com todos os grupos avaliados - “Doses iniciais” (n = 15 pares);
“Vacinados” (n = 25 pares) e “Bivalente” (n = 11 pares). O grupo “Doses iniciais”
também apresentou diferencas significativas (p<0,05) com os grupos “Doses de refor¢o”

(n = 48 pares) e “Bivalente” (n = 25 pares). Ja o grupo “Bivalente” ndo apresentou
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diferencas estatisticas entre os grupos “Doses de refor¢o” (n = 35 pares) e “Vacinados”

(n =48 pares) (Figura 12 e 13).

Figura 12 — Avaliacdo pareada das titulagdes de anticorpos IgG anti-S em relacdo ao estado
vacinal, com grupos generalizados, que se relacionam em (A) “N&o imunizados” e “Vacinados”
e (B) “Vacinados” e “Bivalente”. Foi realizado o teste ndo paramétrico pareado de Wilcoxon com
correcdo de Bonferroni para cada analise pareada.
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A divisdo do grupo generalizado de “Vacinados” em “Doses iniciais” ¢ “Doses de
refor¢o” foi importante para uma visualizacdo mais especifica das relagdes entre o estado
vacinal e a protecdo humoral dos participantes do estudo, como se constata na Figura 13.
Os grupos “Doses iniciais” e “Doses de refor¢o” apresentaram diferenca estatistica entre
si (p<0,005), enquanto o grupo “Doses de refor¢o” ¢ “Bivalente”, ndo. Diversos fatores,
incluindo a plataforma de vacinagdo e os antigenos utilizados, podem influenciar nos
niveis de anticorpos e sua persisténcia em diferentes organismos. Entdo, mesmo que
inexista a diferenca estatistica, a aplicacdo da dose “Bivalente” continua sendo relevante
pela sua especificidade contra a VOC Omicron, o que intensifica a protecdo e evita o
“imprinting imunologico”.

Figura 13 — Avaliacdo pareada das titulagdes de anticorpos IgG anti-S em relacdo ao estado
vacinal dos participantes nos grupos (A) “Nao imunizados” e “Doses iniciais”, (B) ‘“Doses
iniciais” e “Doses de refor¢o”, (C) “Doses iniciais” e “Bivalente”, (D) “Nao imunizados” e

“Bivalente” e (E) “Doses de refor¢o” e “Bivalente”. Foi realizado o teste ndo paramétrico pareado
de Wilcoxon com correcdo de Bonferroni para cada analise pareada.
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5.3 A relacdo de fatores autodeclarados com a resposta humoral especifica contra
0SC2

5.3.1 Numero de casos de infec¢ao

Todos os participantes do estudo (n = 323) foram analisados. Do total, 40,86%
dos doadores (n = 132) declararam néo ter tido qualquer confirmacao de infeccdo por
COVID-19. A frequéncia foi reduzindo a medida que se aumentava a quantidade de
infeccdes, chegando ao n = 1 para pessoas que tiveram 5 infec¢es por COVID-19. Os
dados foram submetidos ao teste de normalidade de Anderson-Darling, que resultou em
sua ndo normalidade. Os resultados destacaram uma correlacdo estatisticamente
significante (p = 0,03), positiva e fraca (r = 0,12), indicando que a medida que o nimero
de casos autodeclarados aumenta, também aumentam as titulagdes de anticorpos 1gG anti-
S (Figura 14).

Figura 14 — Correlacdo de Spearman para avaliar as titulaces de anticorpos IgG anti-S contra o
SC2 e o numero de casos de infeccdo autodeclarada
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A avaliacdo ainda buscou acompanhar o impacto que o nimero de infeccBes
autodeclaradas apresentou nos grupos estratificados por niveis de IgG anti-S. Para o
grupo “Baixo”, observou-se que a medida que o numero de casos autodeclarados
aumentava, menor se tornava seu percentual, que atingiu 0 maximo para aqueles que
declararam ndo ter tido COVID-19 (51,29%), reduzindo consideravelmente para aqueles
que declararam ter tido 3 vezes (2,56%) e zerando a partir de 4 infeccBes. O grupo
“Médio” e o grupo “Alto” tiveram uma logica semelhante, porém com seus percentuais
se distribuindo mais entre aqueles que autodeclararam 2 infec¢Bes ou mais. O grupo

“Alto” foi 0 Unico que apresentou doadores com 5 infecgdes (1,04%).

O grupo “Baixo” foi o mais suscetivel quando comparado com o “Alto”, pois foi
a unica relagé@o que apresentou diferencas significativas (p = 0,01) na analise do impacto
do namero de casos de infecgdes autodeclaradas. O grupo “Baixo” também foi o tinico
que apresentou mediana em 0 caso (Figura 15). Esse resultado ressalta que individuos
com poucos ou nenhum registro de infec¢Ges confirmadas estdo mais suscetiveis a novas
infeccdes ou reinfeccdes pelo SC2 devido aos menores titulos de anticorpos 1gG, em
comparacao com aqueles que enfrentaram mdaltiplas infeccbes e sdo predominantemente
representados nos grupos de “Médio” e “Alto” nivel de soroconversdo (Sullivan et al.,
2023).
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Figura 15 — Avaliacdo do impacto do nimero de casos autodeclarados de infec¢do por COVID-
19 com os grupos estratificados por titulacdo de anticorpos IgG anti-S. Foi realizado o teste de
Kruskal-Wallis com pés-teste de Mann-Whitney e correcdo de Bonferroni.
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5.3.2 Tempo desde a Gltima exposicdo

A andlise foi restrita aos participantes que relataram ter tido COVID-19 e sabiam
a informacéo sobre o més e 0 ano desde a ultima infec¢do (n = 191/59,13% do total). Com
base nessas informacdes, foi calculado o intervalo entre 0 més indicado e o més da coleta
da amostra, permitindo uma estimativa do tempo decorrido. Os dados foram submetidos
ao teste de normalidade de Anderson-Darling, que constatou a sua ndo normalidade. Os
resultados demonstraram correlacdo significativa (p<0,001), negativa e fraca (r = -0,25),

indicando que quanto maior o tempo decorrido, menor a titulacdo de anticorpos anti-S
(Figura 16).

Figura 16 - Correlacdo de Spearman para avaliar as titulagdes de anticorpos IgG anti-S contra o
SC2 e o tempo em meses desde a Ultima infec¢do autodeclarada
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Em relacdo ao impacto nos grupos, os resultados demonstraram que o grupo
“Baixo” foi o mais suscetivel. Ele apresentou diferencas estatisticas tanto com o grupo
“Médio”, quanto com o grupo “Alto”, diferenga nao constatada quando se comparou os
grupos “Médio” com o “Alto”, o que indica que o tempo desde a ultima infeccdo nao

impactou significativamente esses grupos entre si (Figura 17).

Figura 17 - Avaliacdo do impacto do tempo desde a Ultima infecgdo por COVID-19 com 0s grupos
estratificados por titulagdo de anticorpos 1gG anti-S. Foi realizado o teste de Kruskal-Wallis com

pos-teste de Mann-Whitney e correcéo de Bonferroni.
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5.3.3 Numero de doses das vacinas contra o SC2

A analise transversal entre o numero de doses e a titulacdo de anticorpos IgG anti-
S contou com a analise das amostras de 288 doadores (89,16% do total). A frequéncia
do nimero de doses aplicadas foi submetida ao teste de normalidade de Anderson-
Darling, que constatou a ndo normalidade dos dados. Uma correlacdo significativa
(p<0,001), positiva e moderada (r = 0,43) foi observada, indicando que a medida que se
aumenta a quantidade de doses aplicadas, maior ¢ a titulacdo de anticorpos IgG anti-S
(Figura 18).

Figura 18 - Correlacdo de Spearman para avaliar as titulagcGes de anticorpos IgG anti-S contra o
SC2 e o numero de doses vacinais contra a COVID-19 aplicadas
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O impacto da vacinagéo ainda foi avaliado de modo mais aprofundado nos grupos.

A frequéncia amostral do grupo “Baixo” foi maior entre a 2% e a 32 dose aplicadas,
reduzindo consideravelmente a partir da 4*. O grupo “Médio” apresentou 0s maiores
percentuais entre a 3* e a Bivalente, enquanto o grupo “Alto” teve o maior percentual
entre aqueles que tomaram a Bivalente e ndo apresentou representantes para doses abaixo
da 28, Foi constatado diferenca estatistica entre todos os grupos, confirmando o impacto

significativo da vacinacdo nas frequéncias amostrais entre os grupos (Figura 19).

Figura 19 - Avaliacdo do impacto do nimero de doses da vacinagdo nos grupos estratificados por
titulacdo de anticorpos IgG anti-S. . Foi realizado o teste de Kruskal-Wallis com pés-teste de
Mann-Whitney e correcéo de Bonferroni.
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5.3.4 Sintomas e consequéncias pos-COVID-19

Este topico tem o propoésito de avaliar a quantidade de sintomas p6s-COVID-19
principais e a frequéncia deles em cada grupo. Dentre todos os doadores, 263 (81,43%)
relataram ndo ter tido sintomas persistentes ou consequéncias pds-COVID-19, enquanto
60 (18,57%) declararam ter tido. Estas, tornaram-se o foco da analise. O numero de
consequéncias totais foi submetido ao teste de normalidade de Anderson-Darling, que
constatou a ndo normalidade dos dados. O teste estatistico também determinou a
inexisténcia de correlacdo entre os dados (Figura 20), o que indica que a quantidade de
sintomas relatados ndo estd associada aos niveis de anticorpos IgG anti-S na
subpopulagéo analisada neste modelo.

Figura 20 - Correlacdo de Spearman para avaliar as titulacGes de anticorpos IgG anti-S contra o
SC2 e o0 numero de consequéncias persistentes pos-COVID-19
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O impacto do nimero de sintomas foi avaliado entre os grupos. Todos aqueles do

grupo “Baixo” tiveram apenas | sintoma, enquanto os grupos “Médio” e “Alto” tiveram

percentuais variados entre as quantidades de sintomas. Foi constatado a inexisténcia de

diferenca estatistica entre os grupos, indicando gque a quantidade de sintomas persistentes

ndo impacta, de forma mais especifica, os grupos entre si (Figura 21).

Figura 21 - Avaliacdo do impacto da quantidade de sintomas persistentes da COVID-19 com os
grupos estratificados por titulagdo de anticorpos IgG anti-S. Foi realizado o teste de Kruskal-

Wallis com pés-teste de Mann-Whitney e correcdo de Bonferroni.
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A frequéncia dos sintomas persistentes em cada grupo tambem foi avaliada,
constatando-se uma maior porcentagem de “perda de memoria” para os grupos “Médio”
(31,8%) ¢ “Alto” (25%), seguido de “queda capilar” e “perda de condicionamento fisico”
para o grupo “Médio” (13,6% cada) e “queda capilar” e “anosmia ou ageusia” para 0
grupo “Alto” (15,6% cada). No grupo “Baixo” houve a persisténcia dos sintomas de
“anosmia ou ageusia” e “perda de condicionamento fisico” (33,33% cada). A categoria
“Outros” agrega sintomas de menor ocorréncia (até n = 2 relatos) entre os recrutados e
considerou sinusite, perda de apetite, ansiedade e problemas oculares (Figura 22). Esse
resultado pode refletir a situacdo especifica da subpopulacdo de doadores de sangue
estudada ou, extrapolando, a populacdo de Fortaleza, dada a escassez de estudos que
apresentem dados especificos para as populagdes do Ceara.

Figura 22 — Frequéncia dos principais sintomas persistentes da COVID-19 relatados pelos

doadores de sangue recrutados e divididos entre os grupos estratificados por titulos de anticorpos
IgG anti-S contra o SC2
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5.3.5 Impactos na saude fisica e mental

O intuito deste tdpico foi o de relacionar os valores dos scores de cada categoria
do questionario de qualidade de vida com os desfechos dos titulos de anticorpos IgG anti-
SC2 a fim de realizar inferéncias pertinentes. As analises contaram com todos os doadores
recrutados (n = 323). Os resultados foram divididos por categorias: 1 — capacidade
funcional, 2 — saide mental, 3 — vitalidade. Para todas elas, foi realizado o teste de
normalidade de Anderson-Darling, que constatou a ndo normalidade dos dados e o
seguimento com o teste de correlacdo de Spearman. Apenas a categoria “satde mental”
teve correlacdo estatistica (p<0,001), negativa e fraca (r = -0,14) (Figura 23), o que indica
que quanto maior a titulacdo de anticorpos 1gG anti-S contra o SC2, menores foram 0s
indices aferidos para o score de saude mental autodeclarados. As categorias “capacidade
funcional” e “vitalidade” ndo apresentaram correlacdo com os niveis de anticorpos.

Figura 23 - Correlacdo de Spearman para avaliar as titulagdes de anticorpos IgG anti-S contra o
SC2 e a saude mental dos doadores recrutados.
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Com a avaliacdo do impacto das categorias de saude fisica e mental dos doadores
em relacéo aos grupos, foi observado uma diferenga estatistica entre os grupos “Baixo” e
“Alto” (p<0,01) para a categoria “saude mental”. Ndo se observou diferenca entre
nenhum dos outros grupos. As categorias “capacidade funcional” e “vitalidade” ndo

impactaram significativamente nenhum dos grupos nesta analise (Figura 24).
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Figura 24 - Avaliacdo do impacto do indice de saude mental nos grupos estratificados por
titulacdo de anticorpos 1gG anti-S. Foi realizado o teste de Kruskal-Wallis com pds-teste de
Mann-Whitney e correcdo de Bonferroni.
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5.3.6 Impacto multivariado nos grupos estratificados por titulacéo de 1gG anti-S
Todas as varidveis com significancia estatistica foram submetidas a uma analise
multivariada para o estabelecimento de um modelo preditivo de caracterizacao dos grupos
humorais. Elas foram: numero de infec¢des, tempo desde a ultima infec¢cdo, doses de
vacinacdo e saude mental. As variaveis foram analisadas por regressao logistica
multinomial. A analise contou com apenas 104 doadores, devido a falta de informacdes
em comum para todas as variaveis. As amostras do grupo “Baixo” foram usadas como
referéncia para as andlises com 0s grupos “Médio” e “Alto” por ter apresentado as
maiores diferencas estatisticas entre grupos nas analises univariadas. O resultado do
pseudo R? foi de 0,1307, com uma acuracia de 0,47. As avaliacdes ndo foram
extrapoladas. A regressao logistica apontou uma unica diferenca significativa (p = 0,006)
entre os grupos “Baixo” e “Alto” em relagdo ao numero de doses da vacinacdo (Tabela

11).

Tabela 11 — Regressdo logistica multivariada das variaveis que apresentaram diferencas
estatisticas na andlise univariada com os grupos estratificados por titulagdo de anticorpos IgG
anti-S
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Baixo x Médio Baixo x Alto Parametros

Variaveis p-valor p-valor Pseudo R? Acurécia
NUmero de casos p=0,52 p=0,22

Tempo desde a ultima p=0,25

i p=0,21

infeccédo 0,131 47%
Doses de vacinagédo p=0,27 p = 0,006*

Saude mental p=0,92 p=094

5.4 Andlise de PRNTgo para as linhagens GK.1 e JN.1 e a associacdo com fatores
imune-humorais dos recrutados

Para a avaliacdo dos dados de neutralizacdo, foram consideradas amostras de 28
doadores, que passaram pelo teste de neutralizagdo para GK.1 e para JN.1. Os dados
foram submetidos ao teste de normalidade de Komogorov-Smirnov, que constatou sua
ndo normalidade tanto para a GK.1, quanto para a JN.1. Os dados foram divididos entre
amostras coletadas antes e depois da entrada da VOI JN.1 no Ceara. Para o0s testes de
neutralizacdo da GK.1, observou-se que 5 amostras foram neutralizadas antes da entrada
da JN.1 e 7, depois. Ja para os testes voltados a neutralizacdo da JN.1, 5 amostras foram
neutralizadas antes da sua entrada e 8, depois. Tais resultados foram submetidos ao teste
de Qui-Quadrado, que constatou a inexisténcia de diferencas estatisticas para GK.1 e para
JN.1, entre os diferentes periodos de coleta, 0 que viabilizou e justificou a andlise de

forma conjunta, sem a estratificagdo em dois periodos.

5.4.1 Anélise de correlacdo com fatores imunologicos dos doadores

Os dados foram submetidos a elaboracdo de curvas de correlacdo de Spearman
para os resultados de anticorpos IgG anti-S contra 0 SC2 (n = 28 para GK.1 e n = 28 para
JN.1); anticorpos IgG anti-N contra 0 SC2 (n = 21 para GK.1 e n =21 para JN.1); nimero
de células de leucdcitos e linfdcitos (n = 28 para GK.1 e n = 28 para JN.1) e anticorpos
IgA, IgE, IgM e I1gG totais (n = 28 para GK.1 e n = 28 para JN.1) (Tabela 12).

Tabela 12 — Anélises de correlagdo de Spearman entre os valores de PRNT > 90 para GK.1 ¢ JN.1
e os fatores de associagdo com a resposta imune-humoral dos doadores de sangue recrutados

GK.1 JN.1

Associagoes p-valor rho p-valor rho
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Anticorpos

) p<0,001*** 0,772 p<0,001*** 0,760
19G anti-S
Anticorpos

) p = 0,004** 0,600 p =0,001** 0,652
1gG anti-N
Leucdcitos p = 0,007** 0,495 p = 0,007** 0,500
Linfocitos p = 0,026* 0,420 p = 0,022* 0,432
Anticorpos
totais (IgA, p>0,05 - p>0,05 -
IgE, IgM e

19G)

Os titulos dos anticorpos totais ndo apresentaram correlagdo significativa com as
neutralizacbes das sublinhagens GK.1 e JN.1 (Tabela 12). Os dados apontam que 0s
resultados de anticorpos IgG anti-S e anti-N apresentam fortes parametros de associacao
com os testes de neutralizacdo. As associagcdes com o nimero de células de leucécitos e
linfocitos apresentaram significancia estatistica com moderada correlacdo para
neutralizacdo da GK.1 e da JN.1.

5.4.2 Construcéo de linhas de corte para PRNTgo contra as sublinhagens GK.1 e JN.1

A partir da correlagcdo, estimaram-se linhas de corte para cada fator avaliado,
maximizando a especificidade e a sensibilidade para cada valor escolhido. Para isso,
foram elaboradas curvas ROC para cada parametro associado ao PRNTgo contra a GK.1
e a JN.1. Os valores de corte escolhidos serviram como base para uma recategorizagdo
dos resultados para cada parametro. Os dados recategorizados foram plotados com o0s
originais para a realizacdo do teste de McNemar para fins de confirmacéo estatistica dos
valores de sensibilidade, especificidade e dos valores de corte escolhidos. Para todos 0s
testes que apresentaram correlacdo significativa, o p-valor de McNemar ndo foi
significativo, indicando a auséncia de diferenca estatistica entre a nova categoria € a

original (Tabela 13), confirmando os achados.
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Tabela 13 — Valores de corte e suas respectivas sensibilidades e especificidades para a determinagdo de um PRNT > 90 para cada parametro associado a resposta

imune-humoral analisado

GK.1 JN.1

Associacoes Sensibilidade Especificidade \C/s:?g Area Sensibilidade Especificidade Valor corte Area

Anticorpos IgG anti-S
83,3% 81,2% 50.165,14 0,88 84,6% 86,7% 50.165,14 0,90

(BAU/mL)

Anticorpos IgG anti-N

75,0% 76,9% 1,03 0,88 75,0% 76,9% 1,03 0,88
(Index (S/C))

Leucdcitos (céls/mm?3) 66,0% 68,7% 7270,5 0,67 76,9% 73,3% 7083 0,69
Linfécitos (céls/mm?3) 66,7% 68,7% 2230,5 0,75 76,9% 73,3% 2169,5 0,81
IgA total (mg/dL) 41,7% 43,7% 266,50 0,45 46,2% 46,7% 266,50 0,48
IgE total (Ul/mL) 58,3% 56,2% 98,50 0,62 61,5% 60,0% 98,50 0,66
IgM total (mg/dL) 41,7% 43,7% 109,50 0,53 46,2% 46,7% 109,50 0,49
IgG total (mg/dL) 53,8% 53,3% 1197,00 0,50 50% 50% 1197,00 0,52
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Um dos principais parametros da curva ROC é a area sobre o grafico. Quanto mais
proximo de 1, maior podera ser a sensibilidade e a especificidade para o ponto de corte
escolhido. As maiores areas observadas neste estudo foram para aquelas varidveis que
apresentaram a maior forca de correlacdo com os resultados de neutralizagdo, como o0s
anticorpos IgG anti-S contra 0 SC2 (0,88 para a GK.1 e 0,90 para a JN.1) (Tabela 13 e
Figura 25). Assim, para essas amostras, 0 valor de corte estabelecido apresentou
percentuais de sensibilidade e de especificidade suficientemente altos para assumir que
valores iguais ou acima de 50.165,14 BAU/mL para IgG anti-S contra 0 SC2 sdo possiveis
de se associar com a neutralizacdo de 90% ou mais (PRNT > 90) das linhagens GK.1 e
JN.1.

O mesmo raciocinio é valido para as outras variaveis que tiveram correlacao forte
ou moderada, como os anticorpos IgG anti-N (0,88 para GK.1 e 0,88 para a JN.1),
leucdcitos (0,67 para a GK.1 e 0,69 para a JN.1) e linfocitos (0,75 para a GK.1 e 0,81
paraaJN.1) (Tabela 13 e Figura 25). As amostras sem correlacao significativa (IgA total,
IgE total, IgM total e IgG total) tiveram areas abaixo de 0,67 para todas as curvas ROC
construidas, o que refletiu em baixos valores de sensibilidade e especificidade para os

pontos de corte escolhidos.
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Figura 25 — Curvas ROCs (sensibilidade x 1-especificidade) usadas para a determinacao dos pontos de corte 6timos para assumir uma neutralizagdo das linhagens
GK.1 e JN.1 >90% a partir das variaveis 1gG anti-S contra 0 SC2 (A - GK.1 e E - JN.1), IgG anti-N contra 0 SC2 (B - GK.1 e F - JN.1), contagem de leucocitos

(C-GK.1e G-JN.1) e acontagem de linfocitos (D — GK.1 e H—JN.1).
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5.5 Relagbes e impactos entre as titulacdes de 1gG total e 1gG anti-S contra SC2

A anélise ocorreu com os 323 doadores de sangue recrutados, que se justificou
pela necessidade em avaliar a associacdo entre os anticorpos 1gG anti-S e 0s anticorpos
IgG totais com uma amostragem maior, apos a auséncia de correlacdo entre as taxas de
IgG totais e 0 PRNTgo contra a GK.1 e a JN.1. Foi constatado que os resultados seguiram
a ndo normalidade dos dados e ndo apresentaram correlacéo estatistica (Figura 26).

Figura 26 — Correlagdo entre os titulos de 1gG total e 1gG anti-S com a representacdo quantitativa
dos resultados em histogramas
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6. DISCUSSAO

A exposicdo/infecgdo pelo SC2 resulta em uma ampla variedade de estados
bioldgicos e imunolégicos, que podem influenciar significativamente no tipo de desfecho
clinico, desde manifestacGes assintomaticos ou leves até quadros severos e 0bitos. Apos
a introducéo do programa de vacinagéo em larga escala, uma redugéo no numero de casos
foi observada, resultando na observacdo de uma diversidade de perfis de respostas
imunoldgicas da populacdo investigada, o que inclui individuos sem registro de
imunizacdo contra a COVID-19 que foram infectados, aqueles que receberam todas as
doses da vacina até o periodo estudado e que ndo possuiam registro de infeccéo, pessoas

que se recuperaram de uma ou multiplas infecgdes por SC2 e aqueles que foram vacinados
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e possuiam registro(s) de infeccdo(6es) prévias (imunizacdo hibrida). Essa variedade de

cenarios é refletida nos resultados desta subpopulacéo avaliada no presente estudo.
Avaliacdo pareada das titulacdes de anticorpos IgG contra o SC2

Apos declaragdo pela OMS do fim do estado de emergéncia da pandemia de
COVID-19, em maio de 2023 (Wise, 2023), a importancia em se continuar as pesquisas
relacionadas ao SC2 é essencial para monitorar sua evolugdo e os impactos continuos na
populacdo, em um cenério de persisténcia endémica do virus. Uma ferramenta
fundamental para este processo é a avalia¢do dos niveis de anticorpos séricos, que fornece

insights sobre o estado imunoldgico do individuo.

Os anticorpos anti-S, reconhecidos por sua a¢ao na proteina S, responsavel pelos
principais mecanismos de entrada do virus nas celulas humanas, sdo considerados
indicadores valiosos da resposta imunologica, incluindo a eficacia vacinal. Por outro lado,
0s anticorpos anti-N, atuam na resposta contra as proteinas do nucleocapsideo, que
contribuem para a eficiéncia da transcrigdo viral e da montagem das particulas virais nas
células hospedeiras. Os anticorpos anti-N e anti-S tém caracteristicas diferentes, que
variam de acordo com o tempo de infeccdo pelo SC2, o estado vacinal, a gravidade e 0s
sintomas. No geral, os anticorpos IgG anti-S tém se destacado na avaliacdo da eficacia
vacinal nos individuos, uma vez que a maioria das vacinas utiliza a proteina S como alvo
primario. Por outro lado, os anticorpos anti-N tém sido mais relevantes como

biomarcadores da infeccdo natural (Lee et al., 2022).

Quando se analisa a resposta imune-humoral em 2020, destaca-se 0 contexto de
que toda a populacdo de Fortaleza estava sendo exposta ao virus pela primeira vez
(populagdo considerada naive). A alta taxa de individuos considerados “Nao Reagente”
pode ser explicada ou pelo elevado nimero de casos assintomaticos, que apresentaram
um baixo indice de soroconversdo durante o primeiro ano de pandemia (Plebani et al.,
2021), ou alternativamente pelo rapido declinio dos titulos de anticorpos 1gG contra o
SC2, em média 3 meses apds o pico de casos em Fortaleza (Flodgren, 2020). Com o
declinio da primeira onda em Fortaleza e a redugéo dos titulos de anticorpos contra o SC2,
a populacéo se tornou mais suscetivel ao cenario do primeiro semestre de 2021. Neste
periodo, uma grande proporcao da populacéo, que ja havia sido infectada anteriormente,
somada aqueles que ndo haviam sido expostos ao virus (imunologicamente naive), foram
afetados por uma nova onda de infecg¢des, impulsionada pela emergéncia e expanséo da
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VOC Gama, cuja primeira introducdo registrada em Fortaleza ocorreu em janeiro de 2021

e que desencadeou uma segunda onda pandémica na regiéo.

Com a limitagdo do fornecimento dos kits, a coleta de dados para as analises dos
anticorpos 1gG anti-N foi interrompida em junho de 2021, o que contribuiu para a
auséncia de diferencas significativas nas titulagdes de anticorpos IgG anti-N entre 2020 e
2021 (Figura 08). A alta prevaléncia do grupo “N&do Reagente”, durante o primeiro
semestre de 2021, pode refletir o estado imunologico dessa subpopulagdo no inicio da
segunda onda, que resultou em um aumento substancial de casos e dbitos, especialmente
entre margo e abril (Fortaleza, 2024). Entretanto, o discreto aumento nas taxas de
individuos considerados “Reagente”, juntamente com o aumento discreto do valor da
mediana (Tabela 07) sugere que a influéncia das novas infecc¢des, reinfeccdes e do inicio

da vacinacdo em janeiro de 2021 (Diaz-Dinamarca et al., 2023).

A exposicdo continua ao SC2 pela populacdo de Fortaleza, nos periodos
subsequentes até a Gltima coleta das amostras, no pds-pandémico, revelou uma diferenca
estatisticamente significativa nas amostras pareadas entre os periodos de 2020 e pds-
pandemia e de 2021 e pds-pandemia. Este aumento significativo, no subgrupo dos
doadores recrutados, pode ser um reflexo da populacéo geral do periodo pds-pandémico
em Fortaleza, cuja consideravel parcela da populacéo ja foi vacinada e/ou previamente
infectada pelo virus. A evolucdo do SC2, cada vez mais adaptado a infeccdo humana, esta
diretamente ligada a sazonalidade das novas ondas epidemiolégicas de infeccdo (Liu et
al., 2023). Assim, o aumento da taxa de individuos que desenvolveram imunidade
humoral mais robusta contra 0 SC2, seja por infeccdo natural, vacinacdo ou imunidade
hibrida, parece resultar em quadros clinicos de reinfeccdes mais brandos, corroborando a
premissa da maior robustez de sua resposta imunologica (Abela et al., 2024). Esse cenario
se reflete na subpopulacdo dos doadores de sangue, que apresentaram incrementos
significativos da frequéncia de participantes nos grupos “Reagente” e “Alto Reagente”
(Figura 08), além de consideravel aumento no valor da mediana, que passou a ser

classificada como “Reagente” (Tabela 07).

Os dados dos anticorpos 1gG anti-S foram analisados em pares a partir do segundo
semestre de 2021. Nesse periodo, a VOC Gama cedia lugar a VOC Delta e o calendario
de vacinagédo avancgava, com 15,66% da populacdo do estado do Ceara tendo completado

0 esquema vacinal de duas doses e 40% tendo recebido a primeira dose até julho de 2021
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(SESA, 2021), a imunidade hibrida de uma grande parcela da populacdo, combinada com
a imunidade natural p6s-VOC Gama e a imunidade vacinal para aqueles ndo expostos,
provavelmente contribuiu para evitar uma nova onda de infecgdes em Fortaleza pela VOC
Delta (Lima, 2022). Com a emergéncia da VOC Omicron, em Fortaleza, no final de 2021,
houve um aumento abrupto no namero de casos (Rede Gendmica Fiocruz, 2024). A
analise em pares permitiu avaliar a evolucéo dos niveis de anticorpos IgG anti-S nessa
subpopulacéo de doadores de sangue ao longo do tempo (Figura 09). Os resultados para
0 ano de 2022 apresentam dados de uma subpopulacdo com titulos de anticorpos 1gG anti-
S mais elevados do que em 2021, com a maioria das amostras predominando no grupo
“Médio”, uma tendéncia que se manteve no periodo pos-pandémico (Tabela 09 e Figura
10). A anélise complementar do box-plot pareado (Figura 11), que acompanhou a
evolucdo dos titulos de anticorpos IgG anti-S durante 2021, 2022 e o periodo pos-
pandémico, corroborou o padrdo observado nas comparagfes em pares (2021 com 2022;
2021 com pos-pandemia e 2022 com poés-pandemia). Esses achados indicam a
consisténcia dos dados e sugerem que o subgrupo dos doadores, em 2022, ja apresentava
um estado de imunizacdo humoral semelhante ao observado no periodo pds-pandémico,

0 que pode explicar a auséncia de diferencas estatisticas entre os dois periodos.

O avanco do calendéario de vacinacdo, incluindo a administracdo das doses de
reforco, juntamente com um aumento na exposicdo ao virus, especialmente apds a
disseminacdo da VOC Omicron e suas sublinhagens (BA.1, BA.2, BA.4, BA.5, BQ.1,
BE.9, XBB e JN.1) em Fortaleza, aparentemente contribuiu para a manutenc¢do dos niveis
de anticorpos IgG anti-S observados a partir de 2022, com um discreto declinio no periodo
pos-pandémico (Tabela 10). Quando comparados aos N&o imunizados, os individuos
vacinados até a quarta dose (grupo “Vacinados”) mostram um incremento nos titulos de
anticorpos 1gG anti-S significativo, destacando a importancia da vacinacdo. Além disso,
aumentos significativos desses titulos entre os individuos “Vacinados” e 0S que
receberam a dose Bivalente ratificam a relevancia das doses adicionais (boosters) para a

manutencdo dos titulos de anticorpos IgG anti-S contra o SC2 (Figura 12).

A analise pareada focada na distin¢do entre os grupos “Doses iniciais” e “Doses
de refor¢o” foi crucial para avaliar diferengas especificas dentro do grupo “Vacinados”.
Como corroborado pela literatura, o titulo de anticorpos 1gG anti-S observado nagueles
que tomaram as doses iniciais € consideravelmente maior em comparagdo com aqueles

sem registros de vacinacdo (Bansal et al., 2023; Thangaraj et al., 2022). Essa diferenca é
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ainda mais evidente na analise pareada (Figura 13), que revela um aumento da mediana
dos titulos de anticorpos, ao longo do tempo, nos mesmos individuos, além de uma
significativa expansdo na distribuicdo deles pelos grupos “Médio” e “Alto”. A
disparidade nos niveis de anticorpos entre os pares daqueles que receberam as doses
iniciais e, posteriormente, as doses de reforco e a bivalente permanece significativa,
destacando a necessidade das doses adicionais (boosters) para além das primeiras a fim
de garantir um preparo imunoldgico mais robusto, refletida em maiores titulos de
anticorpos IgG anti-S (Gruell et al., 2022; Pooley et al., 2023).

Por outro lado, ao comparar 0s grupos que receberam a dose de reforco com
aqueles que receberam a bivalente, ndo foram observadas diferencas significativas entre
os dois, 0 que ndo implica afirmar que a Bivalente se torna dispensavel. Diversos fatores,
incluindo a plataforma de vacinacdo e os antigenos utilizados, podem influenciar nos
niveis de anticorpos e sua persisténcia em diferentes organismos. Um estudo realizado
por Hoffman e colaboradores (2022) revelou que, um més ap6s a vacinagdo com a
BNT62b2 (Pfizer/BioNTech), a capacidade de inibir a entrada da proteina S da Omicron
foi 34 vezes menor do que a capacidade de inibir a entrada da variante B.1, e 12 vezes
menor do que a capacidade de inibir a entrada da VOC Delta. Isso se deve ao fato de que
as vacinas desenvolvidas com base na cepa selvagem original tendem a gerar anticorpos
com reconhecimento limitado das VVOCs, especialmente da Omicron e suas sublinhagens,
que apresentam multiplas mutacGes na proteina S. Portanto, além da importancia de
manter niveis consistentes dos anticorpos IgG anti-S, por meio da aplicacdo de doses de
reforgo, a administracdo da Bivalente (Pfizer/BioNTech) proporciona uma prote¢do mais
especifica, evitando o chamado imprinting imunoldgico. De acordo com a literatura, a
administracdo da dose adicional resulta no desenvolvimento de anticorpos IgG com maior
capacidade de neutralizacio contra a VOC Omicron, especialmente a sublinhagem BA.1,
em comparagdo com vacinas desenvolvidas a partir da cepa selvagem (Springer et al.,
2023). Uma limitag&o deste estudo foi a impossibilidade de realizar uma andlise de todas
as doses de modo pareado entre os individuos devido a escassez de dados disponiveis.
Apesar disso, a avaliacdo realizada foi suficientemente robusta para destacar a

importancia das diferentes classes de doses aplicadas nos doadores recrutados.

Associagao das informagdes autodeclaradas com a titulacdo de anticorpos 1gG anti-S

contra o SC2
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Segundo os resultados relativos ao numero de casos de infeccdo reportados, a
maioria dos doadores (n = 132) alegou nunca ter realizado um teste confirmatorio de
COVID-19, declarando, também, nunca ter apresentado sintomas da doenca. Algumas
hipdteses podem ser consideradas para explicar esse resultado. Ao levar em conta que
todas as informacdes fornecidas pelos doadores séo verdadeiras, uma das possibilidades
é que, mesmo apds a pandemia, ainda existem pessoas que nunca contrairam o Virus,
sendo consideradas naive para a infecgcdo. O ultimo boletim epidemioldgico, datado de
15 de maio de 2024, da Secretaria Municipal de Saude de Fortaleza (SMS), registrou um
total de 391.984 casos confirmados (SMS, 2024). Considerando a populacédo de Fortaleza
de 2.428.708 pessoas (IBGE, 2022), além da notificacdo de casos de reinfeccgdo, é
plausivel que ainda haja individuos ndo infectados. Outra hipdtese a ser considerada é a
subnotificacdo dos casos. Segundo a SMS de Fortaleza, os primeiros meses da pandemia,
especialmente entre abril e maio de 2020, foram marcados por uma alta subnotificacéo
dos casos de COVID-19. A ampliagdo dos testes laboratoriais e o aumento na
disponibilidade de testes rapidos em unidades de salde e farmacias contribuiram para
uma melhora na detec¢édo de casos a partir de 2021 (SMS, 2021). Assim, mesmo que cada
caso confirmado represente apenas um habitante de Fortaleza, cerca de 83,86% da
populacdo ndo teve o virus ou ndo teve seu caso notificado. Portanto, € plenamente
possivel que, dentro do subgrupo de doadores recrutados, cerca de 40,87% nédo tenham

contraido o virus ou ndo tenham tido o caso notificado.

Na analise da relacdo do numero de casos, observa-se uma correlacdo, embora
fraca, entre o nimero de casos de infeccdo autodeclarada e os titulos de anticorpos 1gG
anti-S contra 0 SC2 em conformidade com os achados da literatura em estudos com
grupos que tiveram infeccdo comprovada (Figura 14). Notavelmente, aqueles que nédo
tiveram confirmacdo de COVID-19 ou declararam que tiveram apenas uma vez,
encontram-se predominantemente agrupados no segmento de baixa soroconversao
(Baixo), enquanto os que relataram trés ou mais vezes sdo mais prevalentes no grupo de
alta soroconversdo (Alto), fato que também corrobora com a literatura, evidenciando que
maltiplas infecgBes estimulam o sistema imunologico humoral de forma mais robusta
(Sullivan et al., 2023). Essa tendéncia tambéem se reflete na discrepancia significativa

entre 0s grupos “Alto” e “Baixo” em rela¢do ao ntimero de casos (Figura 15).

Em relacdo ao tempo decorrido desde a ultima infecgéo, a correlacéo identificada,

mais forte do que a observada com o numero de casos (Figura 16), sugere que a medida
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que o tempo transcorre, desde o ultimo caso, os titulos de anticorpos IgG anti-S tendem a
diminuir, aumentando as chances de o individuo ser classificado no grupo de nivel
“Baixo” de soroconversdo. Além disso, os resultados indicam que o tempo exerce um
impacto significativo neste grupo em comparagdo com 0s grupos “Médio” e “Alto”,
destacando que a quantidade de meses (com mediana em 38,5) pode ser determinante
para a transi¢cdo do individuo para o grupo “Médio” (com mediana de 32) ou para o0 grupo
“Alto” (com mediana de 30) (Figura 17).

Alguns estudos indicam que as altas prevaléncias de anticorpos IgG permanecem
sustentaveis até aproximadamente 6 a 8 meses ap6s a recuperacao da infeccdo, exercendo
efeitos que podem mitigar a progressdo da doenca para formas mais graves (Chivese et
al., 2022). A diferenca de 6 meses na mediana do tempo entre os grupos “Baixo” e
“Médio”, e de 8,5 meses entre os grupos “Baixo” ¢ “Alto”, sugere a importancia desse
intervalo temporal nos titulos de anticorpos IgG anti-S. O fato do tempo em si ser muito
alto (todos com mediana acima de 30 meses) indica que alguns fatores podem estar
influenciando diretamente nesse resultado, como a vacinacédo e o impacto de infeccOes
assintomaticas ou com sintomatologias mais leves, ndo percebidas pelo doador. O contato
repetido com antigenos virais, seja por meio da vacinagdo ou de ciclos de infeccdo e
reinfeccdo, também contribui para o desenvolvimento da imunidade celular, que, por sua
vez, pode influenciar nos titulos de anticorpos IgG. Estudos indicam que a alta
prevaléncia de células B e células T de memdria, especialmente as T CD4+ helper, pode
estar associada a uma protecdo mais duradoura (Dan et al., 2021; Yan et al., 2021).
Portanto, a andlise da influéncia da resposta celular ao longo do tempo se mostra
essencial. No entanto, observou-se que em um determinado momento do tempo, desde a
ultima infeccdo, ele passou a exercer uma influéncia negativa nos niveis de anticorpos
IgG anti-S, colocando os individuos com muito mais tempo em maior proximidade com

0 grupo mais suscetivel (Baixo).

A anélise da subpopulacéo de doadores de sangue visou examinar 0 impacto da
vacinacdo, agora de forma transversal, sobre as titulacbes de anticorpos IgG anti-S. Os
resultados sugerem que a vacinacdo € a variavel com maior influéncia nas taxas de
anticorpos 1gG anti-S (Figura 18). Notavelmente, o grupo “Baixo” apresentou os menores
indices de vacinagdo, fato que contribui para este ser o grupo mais suscetivel a infec¢oes
pelo SC2 (Figura 19). Isso ressalta a urgéncia de integrar esse grupo as campanhas de

vacinacdo, considerando sua baixa soroconversdo e, consequentemente, capacidade
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imunolodgica reduzida para responder a infec¢do natural. Tal cenario pode contribuir para
aumentos nos casos de infeccdo e gravidade, especialmente com a introdugédo de novas
variantes. A diferenca significativa entre os grupos “Médio” e “Alto”, com mediana de 3
e 4 doses, respectivamente, evidencia um impacto ndo observado previamente nas
analises pareadas: o efeito significativo das doses de refor¢o nos titulos de anticorpos IgG
anti-S. Como o grupo “Alto” engloba a maioria dos individuos que receberam as doses
de reforco e a Bivalente, a diferenca significativa entre os dois grupos concentra-se
principalmente nesses participantes. Manter niveis elevados de IgG é vantajoso,
principalmente quando se considera anticorpos responsivos a diferentes linhagens do
SC2, pois aumenta a probabilidade de a¢&o neutralizante. Além disso, a administracéo da
Bivalente e o desenvolvimento continuo de doses mais especificas contra novas linhagens
emergentes evitam o imprinting imunoloégico e podem ser cruciais no combate a

persisténcia do virus.

Apesar dos esforgos continuos da comunidade cientifica para compreender a
complexidade da patofisiologia da COVID-19, uma preocupacdo crescente na era pos-
pandemia tem sido os sintomas persistentes da doenca. Desde o inicio da emergéncia do
SC2, mais de 100 sintomas pds-COVID-19 foram descritos (Fernadez-de-las-Pefias et al.,
2024). Neste estudo, 60 doadores recrutados (18,6% do total e 31,42% dos que declararam
ter tido COVID-19) relataram sintomas pés-infeccdo. Uma das avaliacGes realizadas foi
a quantidade de sintomas persistentes. A auséncia de correlacdo nos titulos de anticorpos
IgG anti-S (Figura 20) ou impacto estatistico nos grupos em relacdo ao numero de
sintomas indica que a quantidade de sintomas relatados (Figura 21) ndo esta associada
aos niveis de anticorpos 1gG anti-S na subpopulacdo analisada neste modelo. Pesquisas
indicam que as principais causas da persisténcia dos sintomas sdo multifatoriais, com
destaque para o estresse oxidativo, a fungdo imunoldgica e a inflamacgéo. Considerando a
funcdo imunoldgica, sabe-se que durante uma infeccdo ativa, o contato do hospedeiro
com o virus desencadeia respostas citoliticas, envolvendo a imunidade inata do individuo,
citocinas, liberacdo de IFN-1 e acdo das células NK. A ativacdo subsequente de linfocitos
T e B resulta na eliminagao do virus, porém com um grande estresse inflamatério (Pierce
et al., 2022). Conforme observado neste estudo, a maioria dos participantes dos grupos
“Médio” e “Alto” teve multiplas infec¢bes por COVID-19, sugerindo uma prevaléncia
maior de determinados sintomas nesses grupos. Entre os sintomas relatados (Figura 22),

destaca-se a perda de memoria, mais prevalente nos grupos “Médio” e “Alto”,
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contradizendo alguns estudos que relatam prevaléncias mais baixas de 8% (Rahmati et
al., 2023) ou até 20% (Fernadez-de-las-Pefias et al., 2024).

A queda capilar emerge como segundo principal sintoma nos grupos em questao,
tornando-se o principal sintoma dermatoldgico po6s-COVID-19 relatado, em
concordéncia com a literatura sobre outras populagdes (Peghin et al., 2023; Kirchberger
et al., 2023). Além disso, sintomas, como a anosmia e a ageusia, foram mais prevalentes
nos grupos “Alto” e “Baixo”, enquanto a perda de condicionamento fisico se destacou
nos grupos “Médio” e “Baixo”. Estudos anteriores destacaram a prevaléncia pos infeccao
desses sintomas, ligados a patofisiologia da COVID-19, comparando-0s a outros sintomas
neuroldgicos e cognitivos, como vertigens e tonturas constantes (Peghin et al., 2023; Van
Wambeke et al., 2023). Quanto a perda de condicionamento fisico, embora seja
amplamente relatada em outros estudos (Rahmati et al., 2023; Ballouz et al., 2023) como
sintoma pés-infecgcdo mais prevalente, neste estudo apresentou uma prevaléncia reduzida
em relagdo aos outros sintomas. Os sintomas menos comuns neste estudo, mas
frequentemente relatados na literatura, incluem problemas pulmonares, cefaleia e aqueles
agrupados em “outros”, como perda de apetite, sinusite, ansiedade e problemas oculares.
A auséncia de evolucdo para casos mais graves de COVID-19, conforme relatado pelos
préprios doadores de sangue, pode explicar a menor prevaléncia de efeitos pulmonares
persistentes. Além disso, casos de ansiedade pds-COVID-19 podem ter declinado com o
fim do estado emergencial de pandemia e a retomada das atividades normais. No entanto,
sua prevaléncia minima pode estar relacionada a outros fatores associados a
sintomatologia p6s-COVID-19, como a perda de condicionamento fisico, problemas de
cognicdo ou perda de memdria, que sdo fatores ansiogénicos, que causam desconforto

nos individuos.

Os resultados da adaptacdo do SF-6D visaram avaliar a qualidade de vida dos
doadores de sangue no periodo pés-pandemia. Surpreendentemente, os dados sobre a
capacidade funcional e a vitalidade n&o revelaram correlagdes significativas com 0s
titulos de anticorpos 1gG anti-S, sugerindo uma condicdo favoravel nesses aspectos.
Considerando que 40,87% dos doadores declararam néo terem contraido COVID-19 e
apenas 31,42% relataram consequéncias p6s-COVID-19, mesmo que uma parcela
consideravel destes tenha mencionado perda de condicionamento fisico (33,33% no grupo
“Baixo”, 13,6% no grupo “Médio e 12,5% no grupo “Alto”), o niimero nio foi

significativamente diferente ou desfavoravel o suficiente para impactar negativamente as
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avaliacdes. Isso sugere que, de maneira geral, essa subpopulacdo de doadores de sangue
mantém uma boa condicdo fisica e disposicdo, apesar dos desafios impostos pela

pandemia.

No entanto, ao abordar a saide mental, observou-se uma diferenca significativa
em seu impacto entre os grupos ‘“Baixo” ¢ “Alto”. Embora os indices daqueles que
relataram problemas psicoldgicos tenham sido baixos, a ponto de serem categorizados
como “Outros” na andlise dos sintomas p6s-COVID-19, a primeira hipétese para explorar
este ponto é que os efeitos de uma pandemia na psique humana podem extrapolar a
necessidade de uma infeccdo pelo virus. Distdrbios emocionais, como irritabilidade,
insdnia, depressdo e estresse pds-traumatico sdo comuns apds periodos de quarentenas,
como os vivenciados na pandemia de COVID-19, e podem ter impactos consideraveis
nas pessoas que o experienciaram (Brooks et al., 2020; Kathirvel, 2020). Assim, embora
a mediana tenha apresentado uma mudanga discreta nos valores e permanecido proxima
a 100, a variagéo significativa entre os grupos (Figura 24) e a correlagdo negativa com 0s
titulos de anticorpos IgG anti-S (Figura 23) indicam um impacto que pode estar associado
tanto aos efeitos diretos da pandemia, quanto ao fato de que maiores taxas de anticorpos
IgG anti-S podem ser um indicativo de que a satde mental de uma populacao foi afetada
pelo virus. Assim, outra hipotese que pode justificar o resultado é o impacto da infec¢do
pelo SC2 nos niveis de serotonina, e a recorréncia das infec¢oes, que podem ter afetado a
salde mental dessas pessoas, mesmo que ndo tenham sido relatadas previamente na
analise dos “sintomas persistentes”, especialmente considerando que o grupo “Alto” foi
0 que apresentou os maiores indices de reinfeccdes autodeclaradas. Tanto a serotonina,
quanto a norepinefrina sdo consideradas 0s neurotransmissores mais intimamente ligados
a depressao (Abdel-Bakky et al., 2021). Assim, se a COVID-19 pode desencadear uma
tempestade de citocinas, o alto nivel de citocinas pro-inflamatorias liberadas pode alterar
o0s niveis de serotonina, destruindo células da micrdglia e afetando a neuroplasticidade, o
que afeta a funcéo cerebral (Jarczak; Nierhaus, 2022; Fajgenbaum; June, 2020). Apesar
do impacto ter sido discreto, o resultado discutido é relevante para a compreensdo dos
efeitos diretos e indiretos da pandemia na saide mental desses individuos, gerando
informacdes que podem orientar propostas de tratamento e de combate aos problemas de

salde mental relacionados.

A analise multivariada foi realizada com todas as variaveis que apresentaram

significancia no modelo de dados autodeclarados. No entanto, o baixo indice do pseudo
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R?, que avalia 0 quanto o modelo proposto consegue explicar os dados, além da baixa
acurécia dos resultados indicam que o modelo utilizado ndo foi ideal para a avaliacdo
multivariada (Tabela 11). Essa constatacdo levou a decisao de ndo extrapolar as anélises.
Uma das raz0es para esse resultado pode ser atribuida ao nimero amostral total (n = 104)
em relacdo ao nimero de varidveis avaliadas (n = 4) ndo estar adequado a necessidade
amostral para essa analise. Portanto, para a avaliagdo deste modelo, sugere-se considerar
as andlises univariadas, juntamente com seus respectivos resultados e significancias

estatisticas.

Efeitos da neutralizacéo dos anticorpos IgG contra as linhagens JN.1 e GK.1 do SC2
e associacao com fatores da resposta imunoldgica dos recrutados

Os niveis de anticorpos neutralizantes tém sido associados diretamente a protecdo
contra a infec¢do sintomatica pelo SC2, destacando a importancia de compreender esses
niveis nos individuos para melhor implementacdo de métodos imunoldgicos de
diagnostico. A determinacdo dos niveis de anticorpos neutralizantes em um estudo que
investiga as titulagdes séricas de anticorpos 1gG contra o0 SC2 pode ser crucial para validar
parametros que ajudam a prever a especificidade e a sensibilidade da neutralizagdo de
diferentes linhagens do virus. A linhagem GK.1, uma evolu¢do da XBB.1.5, representou
cerca de 45% dos genomas sequenciados no Brasil entre as semanas epidemioldgicas 38
e 41 de 2023. Embora ndo tenha se tornado dominante no Ceard, foram relatados casos
esporéadicos no segundo semestre de 2023. Quanto a linhagem JN.1, o Ceara foi um dos
primeiros estados do Brasil a registrar um aumento significativo de casos a partir de
novembro de 2023 (Arantes et al., 2024). A auséncia de significancia estatistica para as
amostras coletadas antes da introducdo da linhagem no estado e durante o aumento do
numero de casos sugere que os resultados de neutralizacdo ndo foram dependentes da

introdugdo da JN.1 no Ceara.

Os dados de neutralizagcdo exibiram uma correlagdo positiva e forte com o0s
niveis de IgG anti-S contra o SC2, indicando que o aumento desses anticorpos esta
associado a uma maior capacidade de neutralizar tanto a linhagem GK.1 quanto a JN.1.
Embora estudos anteriores tenham comparado diferentes testes de 1gG anti-S com varias
taxas de neutralizacéo, este estudo se destaca ao considerar as linhagens recentemente
circulantes no Brasil, refletindo diretamente a evolugdo continua do virus. A analise

revelou que ndo houve diferenca significativa entre os periodos antes e durante a
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prevaléncia da JN.1, sugerindo que doadores com uma titulacédo de anticorpos IgG anti-S
igual ou superior a 50.165,14 BAU/mL apresentaram uma capacidade de neutralizagdo
de pelo menos 90% para ambas as linhagens, com uma sensibilidade e especificidade
superiores a 80% (Tabela 13). Esses resultados solidificam o papel do teste de IgG anti-
S como indicador crucial dos niveis de neutralizacdo de anticorpos contra as linhagens
virais. Além disso, eles confirmam que aqueles classificados nos grupos “Baixo” e parte
do grupo “Médio” ndo possuem uma capacidade de neutralizacdo adequada para prevenir
infeccdes pelo virus. Portanto, esse valor de corte relativamente alto para o teste de IgG
anti-S sugere, provavelmente, uma menor capacidade da subpopulacdo avaliada em
neutralizar essas linhagens do virus devido a evasdo imunoldgica e ao escape vacinal, 0
que revela a necessidade de titulos de anticorpos maiores para se conseguir inferir com
precisdo a capacidade de neutralizacdo do virus dentro dessa subpopulacdo. Essas
conclusbes tém implicacbes significativas para estratégias futuras de imunizacdo em
Fortaleza, destacando a importancia de direcionar esfor¢os para 0s grupos com baixa

soroconversao.

Os indices de anticorpos 1gG anti-N representam um parametro essencial na
avaliacdo do impacto das infeccdes recentes pelo SC2. A forte correlagdo positiva com
0s niveis de neutralizacdo (Tabela 12) acrescenta outra camada de avaliacdo, que reforca
ainda mais as analises das curvas ROC para determinar cortes diagnosticos. O valor de
corte mais sensivel e especifico para as variantes GK.1 e JN.1 foi estabelecido em 1,03
Index (S/C). Embora seja considerado “Nao Reagente” pelo fabricante, uma padronizacao
entre 0,5 e 1,4 Index (S/C), proposta por Junior (2021), classifica essa faixa como
“Possivel Positivo”, sugerindo que essa categorizacdo pode oferecer insights sobre um
estado imunoldgico que se encontra abaixo do corte de 1,4 Index (S/C), proposto pelo
fabricante. Consequentemente, os resultados dos grupos “Reagente” e “Alto Reagente”
podem ser considerados como amostras potencialmente neutralizantes, incluindo parte do
grupo “Nao Reagente”. A avaliagdo combinada dos testes de 1gG anti-N e IgG anti-S,
considerando seus pontos de corte e niveis de sensibilidade e especificidade, pode
aumentar ainda mais a confiabilidade na previsao da capacidade de neutralizagdo de uma
amostra. Essa abordagem pode se mostrar uma estratégia viavel para avaliar a eficicia da

resposta imune humoral dos individuos.

Os leucacitos totais, incluindo mondécitos, basofilos e neutrofilos; e os linfécitos

totais, incluindo os T e os B, representam parametros cruciais na avaliacdo do estado
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imunolodgico de um individuo. Durante a infecgdo por SC2, tanto os niveis de leucdcitos,
quanto os de linfocitos tendem a aumentar, enquanto a diminuigdo desses niveis durante
a infeccdo esta diretamente associada a progressao para quadros clinicos mais graves de
COVID-19. A manutencdo dos niveis basais ¢ fundamental para a homeostase do
organismo, assegurando uma resposta imune inata eficaz, por meio de leucécitos, como
neutréfilos, monaocitos e macréfagos, além de uma resposta celular adaptativa mediada
por linfécitos T CD8+ e T CD4+ ou linfocitos B, que desempenham papel na produgédo
de anticorpos especificos, como os 1gGs de memaria (Chen et al., 2023, Nasrollahi et al.,
2023; Pooley et al., 2023). A incluséo da contagem de células de leucdcitos e linfocitos
na avaliacdo da classificacdo de neutralizacdo contra 0 SC2 é um novo parametro que
pode servir como ferramenta complementar valiosa, dada sua correlacdo significativa
com a capacidade de neutralizacdo (Tabela 12) e o baixo custo associado a técnica de
contagem, facilmente realizada por meio de exames de hemograma. A combinacdo desses
resultados e sua comparacdo com os dados de anticorpos IgG especificos contra o SC2
(anti-N e o anti-S) fortalecem a anélise e aumentam a confianga de que os valores de corte

determinados refletem a capacidade de neutralizacdo de uma amostra.

As titulagcBes dos niveis séricos de anticorpos totais revelaram auséncia de
correlagdes com os resultados de neutralizacdo para GK.1 e JN.1 (Tabela 12), tornando-
se, assim, inadequados como preditores de diagndstico para a avaliacdo da capacidade de
neutralizacdo especifica dessas linhagens. Em contraste, os anticorpos IgA especificos
contra o SC2 representam uma via adicional de neutralizacdo eficaz, especialmente nos
estagios iniciais da infeccdo. Sua acdo em regiGes de mucosa, como o trato respiratorio e
gastrointestinal, desempenha um papel crucial como barreira protetora contra infecgdes
(Choteau et al., 2022). Por outro lado, os anticorpos IgM especificos contra o SC2
também exercem sua funcdo nos estagios iniciais da doencga, evitando a progresséo para
casos mais graves (Vogelzang et al.,, 2020). Os niveis basais séricos desses dois
anticorpos desempenham papéis fundamentais na imunidade humoral contra patégenos
em geral. De acordo com a literatura, os niveis de anticorpos IgA parecem aumentar mais
rapidamente que os de IgM durante a infeccdo, possivelmente conferindo uma agéo de
neutralizacdo ainda mais eficiente que a dos anticorpos IgM. Enquanto os niveis séricos
de IgM especificos contra 0 SC2 tendem a diminuir logo no primeiro més ap6s a
recuperacdo, os niveis de IgA permanecem elevados até aproximadamente 45 dias apds a

infeccdo, antes de comecarem a declinar. Ambos os anticorpos tém alta prevaléncia por
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um periodo mais curto do que os anticorpos 1gG, o que pode explicar a auséncia de
correlacdo entre seus niveis séricos e a capacidade de neutralizacdo para diferentes
linhagens do SC2, que possivelmente esta mais associada aos anticorpos 1gG (Kurano et
al., 2022).

Um dos mecanismos imunoldgicos que a infeccdo pelo SC2 pode alterar é a
inducdo anormal de células Th2, que podem permanecer ativas mesmo apdés a resolucao
da infecgéo, resultando em um aumento nos niveis de IgE, podendo causar sintomas de
hipersensibilidade desfavoravel nos individuos. Assim, a inducdo dos niveis de IgE
durante e apos a infec¢do pode ndo ser um mecanismo benéfico para o individuo. A
elevacdo dos niveis séricos de IgE pode ser necessaria em casos de exaustdo das células
T CD4+ helper, momento em que os niveis de IgE sérico podem aumentar para combater
a infeccdo viral pelo SC2, mas mesmo isso pode acarretar consequéncias negativas de
hipersensibilidade nos individuos (Meltendorf et al., 2022). Portanto, devido a essas
indugdes ocorrerem em circunstancias especificas, € esperado que os niveis séricos de
IgE ndo apresentem correlacdes significativas com a capacidade de neutraliza¢do contra
0 SC2 em organismos saudaveis, pois espera-se que seus niveis permanecam reduzidos

com a progressdo da COVID-19.

Um achado surpreendente foi a auséncia de correlacdo entre 0s niveis séricos
totais de anticorpos IgG e a capacidade de neutralizacao contra o SC2. Os anticorpos IgG
desempenham um papel fundamental na defesa contra contatos repetidos do individuo
com antigenos do SC2, sendo os principais agentes de neutralizacdo contra o virus. Eles
também desencadeiam funcdes efetoras secundarias, ativando células com capacidade de
opsonizacado de particulas virais ou eliminando células infectadas. As subclasses 1gG1 e
IgG3 sdo particularmente relevantes na resposta contra infecgdes virais, com sua deteccao
associada principalmente a ligacdo a antigenos especificos (Amellal et al., 2023; Reinig;
Shih, 2023). O método de turbidimetria, empregado para avaliar 0s niveis séricos totais
de anticorpos 1gG, embora amplamente utilizado, possui limitagdes, pois determina
apenas os niveis de 1gG totais ligados a diferentes antigenos. Uma vez que um organismo
humano adulto possui anticorpos de memoria para diversos patdgenos, a correlagdo
especifica com a atividade de neutralizacdo pode ser prejudicada pela dilui¢do do pool de
anticorpos IgG relacionados a outras infec¢Bes, tornando-se assim um parametro nao
recomendado para predicdo diagndstica da capacidade de neutralizagdo contra linhagens

especificas do SC2. Para investigar essa hipotese, foi realizado um teste de correlacéo
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entre 0s niveis seéricos totais de 1gG e as titulacbes de anticorpos 1gG anti-S com todos 0s
recrutados do estudo, visando identificar possiveis associa¢des. O resultado obtido torna
mais provavel a hipotese de que os niveis totais de 1gG, ligados a maltiplos antigenos,
podem ser diluidos a ponto de ndo demonstrarem correlacdo aparente com 0s niveis

especificos de anticorpos 1gG contra o SC2 (Figura 26).

Os resultados obtidos revelam uma capacidade satisfatoria de neutralizacdo na
subpopulacdo de doadores de sangue avaliada. Dada a baixa prevaléncia de casos da
linhagem GK.1 no Cearé e a auséncia de diferencas estatisticas entre os resultados antes
e depois da introducdo da VOI JN.1, a capacidade dessa subpopulacdo em neutralizar
tanto a GK.1 quanto a JN.1 sugere que os resultados de neutralizagdo podem ser
extrapolados para novas linhagens potenciais em Fortaleza. Esse cenéario reitera a
necessidade continua de administracdo de doses adicionais da vacina, especialmente para
aqueles individuos com baixa soroconversdo para IgG anti-S. Além disso, a viabilidade
econdmica e a robustez adicional na predi¢do da neutralizacdo contra o SC2 séo evidentes
ao se utilizar ferramentas diagnésticas complementares e indiretas, como a contagem de
células de leucacitos e linfécitos, quando combinadas com os testes de IgG anti-S e anti-
N. Os achados deste trabalho constituem em parametros indicativos, de potencial valor
preditivo da capacidade neutralizante sorol6gica dentro do atual cenério epidemioldgico
da COVID-19, dominado por linhagens descendentes da subvariante Omicron BA.2,
cujos valores de corte IgG anti-S estimados estavam muito acima dos valores de
referéncia indicados pelo Fabricante para soroconversao (resultado reagente). Os achados
com anticorpos especificos e com linfécitos e leucdcitos sao sugestivos da relagdo direta
da atividade neutralizante com niveis de circulacdo geral de anticorpos especificos (anti-
S e anti-N), mas também da populacéo geral de plasmécitos, que sao linfdcitos produtores

de imunoglobulinas.

Além do tamanho amostral limitado da coorte prospectiva viabilizada para os
ensaios neutralizantes e para a imunofenotipagem, uma outra limitacdo deste trabalho é a
inferéncia da competéncia imunoldgica do hospedeiro por meio da quantificagdo dos
niveis especificos de anticorpos IgG anti-SC2, que, apesar de poder permitir a observagéo
de distintos perfis de soroconversdo e manutengdo de resposta humoral, néo
necessariamente condizem com a qualidade da resposta humoral neutralizante contra o
SARS-CoV-2. Esta, por sua vez, pode variar de acordo com o contexto epidemioldgico

das variantes circulantes e do nivel de suscetibilidade bioldgica da populacdo. Devido a
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natureza do desenho do estudo (baseado, em parte, em amostras de aproveitamento) e
disponibilidade restrita dos ensaios comerciais de anticorpos, também néo foi possivel
realizar-se o0 seguimento e a coleta serial de amostras biologicas em intervalos regulares
pré-determinados, nem tampouco a testagem combinada de ambos os ensaios CMIA de
anticorpos especificos para totalidade das amostras, 0 que contribuiu para uma maior

heterogeneidade dos dados e restringiu a realizacdo de anélises adicionais.
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7. CONCLUSAO

Apesar do findar do estado emergencial de pandemia, a avaliagéo pareada revelou
uma taxa elevada de participantes com baixa imunidade humoral associada a infeccao
natural (resposta anti-N), evidenciada pela frequéncia significativa do grupo “Nao
Reagente”. A partir das analises pareadas e transversais de IgG anti-S, a abordagem
permitiu avaliar o estado imunologico, considerando também os ciclos de imunizag&o.
Estas analises acompanharam os niveis de vacinagdo em amostras pareadas e transversais,
permitindo uma avaliacdo da evolucdo dos niveis de anticorpos ao longo do tempo e, em
um contexto pos-pandémico, a andlise de parametros autodeclarados. Os resultados
indicaram uma alta proporc¢ao de individuos que afirmaram nédo terem sido infectados
pela COVID-19, confirmando que, entre os infectados, o declinio nos niveis de 1gG anti-
S estavam diretamente correlacionados com o intervalo desde a Gltima infec¢do. A
prevaléncia de sintomas persistentes p6s-COVID-19 levanta questdes sobre potenciais
consequéncias neuroldgicas e cognitivas, destacando a alta proporg¢do de individuos que
relataram sintomas, como perda de memdria, anosmia, ageusia, perda de

condicionamento fisico, fadiga e impactos na satde mental.

Os resultados de neutralizagdo para as linhagens GK.1 e JN.1 foram utilizados
para a estimativa de valores de corte por modelagem ROC e analises de sensibilidade e
especificidade, os quais demonstraram significativa associacdo com os niveis de 1gG anti-
S, 1gG anti-N, linfdcitos e leucdcitos. O alto valor de corte de PRNTgo estimado com 0s
ensaios anti-S referente, reflete provavelmente um cenério epidemiolégico de baixa
capacidade neutralizante da popula¢do no Gltimo trimestre de 2023, aliada a alta evasao
imunoldgica e ao escape vacinal das variantes circulantes de SC2 no periodo.
Adicionalmente, a auséncia de correlacdo entre os dados de anticorpos totais com 0s
desfechos deste estudo sugere a possivel incapacidade em se associar 0s anticorpos IgA,
IgM e IgG totais com anticorpos especificos, como o0s contra 0 SC2. A auséncia de
correlagdo com o IgE foi de certa forma um resultado esperado, dada a sua maior

associacao com quadros agudos e cenarios de hipersensibilidade.

Embora o estado emergencial da pandemia ja se tenha prescrito, os resultados deste
trabalho corroboram outros estudos que preconizam a manutencdo da cobertura vacinal
da populacéo e atualizacdo periddicas dos imunizantes, como estratégia de contencdo de

novas ondas epidémicas.
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS

Para a realizacdo da imunofenotipagem, 500 doadores foram convocados. Destes, 70
compareceram, o que totalizou 7 para o grupo “Baixo”, 37 para o grupo “Médio” e 27
para o grupo “Alto”. Em novembro de 2024, as CMSPs dos 70 doadores serdo
descongeladas em banho-maria a 37°C e homogeneizadas em 9 mL de meio RPMI
suplementado com 5% de SFB (meio HR5). Elas serédo centrifugadas (1.800 rpm; 10 min;
4°C) e posteriormente homogeneizadas em 4 mL de HR5 contendo 50 U/mL de
benzonase. As amostras serdo contadas utilizando o contador Scepter™ 3.0 (Merck,
Alemanha) e centrifugadas novamente (1.800 rpm; 10 min; 4°C). As células serdo
diluidas a uma concentracdo de 1 x 10° células/100uL. Para cada tratamento, serdo
empregadas 1 x 10° células, enquanto 5 x 10° células serdo reservadas para cada uma das

seguintes condi¢bes: Ndo-marcado, Simples-Marcado e Fluorescent Minus One (FMO).

Cada amostra sera submetida a trés tratamentos distintos: i) Nao estimulado; ii)
Estimulado com 50 ng/mL de PMA e 1 ug/mL de lonomicina; iii) Estimulado com 1 x
10° copias da cepa Delta do SC2 inativado por aquecimento. Todas as amostras e
controles serdo alocados em uma placa de cultura celular de fundo “U”, com um volume
final de 250 pL, e incubados (6 horas; 5% de CO3; 37°C). Ap6s duas horas de incubacdo,
serd adicionado brefeldina A 1X. Ap6s o periodo total de incubacdo, a placa sera
centrifugada (1.800 rpm; 5 min; 4°C), as células serdo lavadas com 200 pL de MACS
buffer (RPMI, 2% de SFB, 2 mM de EDTA) e centrifugadas novamente (1.800 rpm; 5
min; 4°C). Em seguida, as células e os controles serdo incubados (20 min; temperatura
ambiente; auséncia de luz) com o anticorpo live-dead (Invitrogen). Apos essa etapa, as
células serdo incubadas (30 min; temperatura ambiente; auséncia de luz) com um painel

de anticorpos de superficie (Tabela 14).

Tabela 14 — Definicdo de cada pardmetro utilizado para as andlises de citometria de fluxo

" . ~ N° de ~
Pardmetro Conjugacdo  Clone Marca catalogo Funcéo
Avaliar a proporgéo e
CD3 BB515  UCHT1 BD 564465 . duantidadesde
linfocitos T auxiliares
e citotoxicos
CD19 APC HIB19 BD 555415  Definir a linhagem de

linfocitos B.
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Avaliar a ativacéo,
proliferagéo e
diferenciacéo de
linfocitos B

CD20 APC 2H7 BD 559776

MOPC- Avaliar a regulacdo da
CD279 PE BD 557946  ativacdo de células T
“ (PD-1)

Avaliar a expresséo
em linfocitos e
leucocitos e inducdo a
apoptose

CD9 BV421 DX2 BD 562616

Avaliar a expresséo
em leucacitos e
linfocitos e ativacao
celular

CD38 APC-H7 HB7 BD 653314

Avaliar a presenca e
ativacdo de
plasmacitos em
linfécitos.

CD138 V500 MI15 BD 650659

Avaliar a memoria
celular de linfocitos T
PERCP- M- e aativacdo e
iy CY5.5 T271 BD 560612 producio de
imunoglobulinas pelos

linfocitos B

CD119 BV650 GIR- BD 743029 Avaliar I,FN-l em
208 macrofagos

Avaliar a viabilidade

Live/Dead APC-R700 - Invitrogen  L34983
celular

Fonte: BD Biosciences, 2024; Thermo Fisher, 2024

Apos a incubacgdo, serd adicionado MACS buffer para realizar a lavagem das
células, que serdo posteriormente centrifugadas (1.800 rpm, 5 min, 4°C). Apds, 200 uL
de PFA 4% serad adicionado, as amostras serdo incubadas (10 min; 4°C; escuro) e
centrifugadas (2.000 rpm; 5 min; 4 °C). Ap0s essa etapa, serd adicionado 100 pL de PBS
1X nas células, que serdo novamente centrifugadas (2.000 rpm; 5 min; 4°C). Por fim, 300

pL de PBS 1X seré adicionado para a aquisi¢do no equipamento FACSCelesta (BD).

Antecipa-se que o0s resultados deste trabalho possibilitardo realizar a

imunofenotipagem dos grupos selecionados de amostras, de forma tal a determinar os
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padrdes de populacBes celulares que possam estar associados com o0s desfechos e

variaveis explanatorias deste estudo.

As células ndo viaveis serdo excluidas do estudo a partir do uso de uma estratégia
de gates. Com as células viaveis, serdo feitas as analises de avaliagdo dos parametros
imunologicos supracitados. Espera-se que o ensaio com o estimulo de PMA-ionomicina
ative os linfocitos B viaveis, promovendo sua proliferacdo e diferenciagdo como parte da
resposta imunoldgica adaptativa, mesmo na auséncia de antigenos especificos do SARS-
CoV-2. A guantidade de linfocitos B especificos para 0 SARS-CoV-2 sera avaliada por
meio do ensaio com o virus inativado, sendo crucial comparar essa resposta especifica
com a resposta ndo especifica para entender a indugcdo imunoldgica contra o virus. Além
disso, a analise da taxa de plasmdcitos, que sdo células B diferenciadas capazes de
produzir e secretar grandes quantidades de imunoglobulinas, utilizando o marcador
CD138, permitira investigar a capacidade do doador em produzir imunoglobulinas G.
Simultaneamente, 0s ensaios irdo avaliar as respostas de morte celular, especialmente por
meio dos marcadores CD279 (PD-1) e CD95 (Fas), fornecendo insights sobre a regulacéo
e eficicia da resposta imunoldgica contra o virus. Estes resultados, correlacionados
diretamente com os niveis especificos de 1gG contra 0 SARS-CoV-2, serdo essenciais
para entender a robustez da resposta imunoldgica especifica em um contexto pos-

pandémico.

Em trabalhos futuros, espera-se realizar novos cruzamentos e associagées com
outras variaveis do estudo, como reacdes adversas da vacinagdo e investigagdo, em
doadores de sangue, quanto a evolucdo para casos mais graves de COVID-19 e suas
consequéncias. Também serdo incorporados novos segmentos populacionais, como de
imunodeficiéncia primaria e pacientes transplantados de 6rgéos sélidos e de medula

0ssea, que ndo foram possiveis de serem incorporados para este estudo.
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CODIGO:
VIA DO PARTICIPANTE

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) Doadores de Sangue

Titulo abreviado da Pesquisa: BlOsseguranca do Sangue e Componentes, Inovacao Em
Saude No Ceara (Estudo BIOSCIENCE)

Nome da Pesquisa: “Biosseguranca da transfusdo de sangue e hemocomponentes e
vigilancia laboratorial de doencas transmissiveis na Hemorrede do Ceara:
Implementacgdo de abordagens translacionais e determinacéo geogréfica e sazonal”

Pesquisadores responsaveis: Luciana Maria de Barros Carlos, Franklin Candido Santos e
Fabio Miyajima

Prezado (a), Gostariamos de convida-lo(a) a participar deste projeto de pesquisa. Esse
convite esta sendo feito aos doadores de sangue do HEMOCE.

A participacdo é voluntaria. Para participar, € necessario ler atentamente este
documento e ouvir nossas explicacdes, em caso de duvidas. Se tiver interesse em
participar, solicitaremos que assine este documento.

Por que essa pesquisa esta sendo feita?

O Brasil tem se deparado com sucessivas epidemias de doengas como arbovirus (dengue,
zika, chikungunya) e virus respiratorios (HIN1 e COVID-19). Além disso, outras
doencas que podem ser transmitidas pelo sangue como sifilis, HTLV, CMV, doenca de
Chagas e leishmaniose visceral, também chamada de calazar, sdo muito frequentes em
Nosso meio em que as pessoas frequentemente ndo apresentam nenhum sintoma.

Este trabalho tem como objetivo verificar a frequéncia dessas doencas em nossos
doadores de sangue, receptores e trabalhadores da salde, descobrir se 0 sangue
transfundido pode causar riscos aos pacientes, entender a efetividade e 0s custos de
medidas de intervencdo adotadas, propondor solucgdes tecnoldgicas e de inovagédo para o
sistema de saude.

Como sera feita essa pesquisa?

Apos ter concordado em participar do estudo e ter assinado este termo de
consentimento, aplicaremos questionarios de pesquisa e coletaremos uma pequena
guantidade de amostra de sangue de sua veia juntamente com a coleta do sangue
para doagao.

Inicialmente serdo coletados até 6 mL a mais do seu sangue (um pouco mais que 1
colher de chd) para a realizag&o de testes laboratoriais para o estudo, incluindo
hemograma, analises sorolégicas e de material genético humano e de patdgenos (e que
poderiam facilitar a infeccdo por esses patdgenos).

Amostras e materiais oriundos dos testes laboratoriais de rotina, ou da sua doacéo que
ndo forem aproveitados pelo Hemoce, poderédo constituir em arquivo de amostras e
material de pesquisa para o desenvolvimento de novos testes ou aprimoramento dos
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existentes a partir de: marcadores biologicos (infecciosos, inflamatorios, hormonais,
genéticos), nutricionais

(vitaminas, minerais e outros) e de medicamentos, a depender de disponibilidade de
recursos. Esta iniciativa também permitird a construgéo do perfil epidemioldgico e
molecular de doadores, bem como no entendimento da diversidade bioldgica de nossa
populacéo e variacdes entre individuos. Outras amostras, contudo, poderdo ser
solicitadas se requeridas para fins de vigilancia e monitoramento de doencas, incluindo
sangue, swab nasal e/ou saliva, por exemplo para exames de COVID-109.

Quanto tempo durard a pesquisa?

A pesquisa sera concluida em 4 anos a partir da data de inicio, podendo ser extendida
desde que autorizado pelo comité de ética em pesquisa designado. Em alguns casos,
nossa equipe podera lhe contatar para coletar informacGes acompanhamento e convidar
para coleta de amostras de pesquisa, inclusive para o aprimorarmos de testes que
estamos desenvolvendo. Garantimos que durante esse periodo e ap6s a conclusao
dos trabalhos da pesquisa, vocé sera devidamente acompanhado(a). Também,
durante esse periodo, sera prestada informacéo atualizada sobre o estudo, mesmo
gue essa possa afetar a sua vontade de continuar dele participando.

Quais 0s riscos e inconvenientes que podem ocorrer?

Os riscos que podem ocorrer sao relacionados a doacgdo de sangue, como dor no local da
puncao e extravasamento de pequena quantidade de sangue que pode aparecer como
uma mancha roxa. Nao ha outros riscos em participar do estudo.
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O gue acontece se ndo aceitar participar?

Caso ndo queira participar, vocé podera continuar doando sangue normalmente e ajudando a
salvar vidas. Também tem a liberdade de retirar o seu consentimento e deixar de participar
do estudo a qualquer momento. Asseguramos que qualquer amostra utilizada neste
projeto sera codificada (ou seja, anonimizada) de forma tal que ndo havera nomes ou dados
pessoais que possam levar a sua identidade. As informaces obtidas sdo confidenciais, ou
seja, sua identidade serda mantida em sigilo, inclusive nas publicacdes dos resultados.
Todas as informacdes obtidas sdo confidenciais, ou seja, 0s nomes dos participantes ndao
serdo divulgados em nenhum momento e sua identidade sera mantida em sigilo, inclusive
nas publicacbes dos resultados.

Havera alguma despesa para mim nesse estudo?

A sua participacdo € importante e ndo Ihe acarretara despesas pessoais, ndo havendo também
qualquer tipo de compensacdo financeira

Terei beneficios ao participar do estudo?

Vocé ndo terd nenhum ganho em dinheiro. VVocé podera ter beneficio direto com este estudo, se
for diagnosticado com alguma doenca infecciosa, ja que sera encaminhado para
acompanhamento clinico e realizacdo de outros exames e, se necessario, para tratamento. Podera
também haver beneficios para todos os pacientes transfundidos ao nos auxiliar a entender
melhor essas doencas e o risco de transmissdo pela transfuséo de sangue e no ambiente de
trabalho (Hemocentros e centros de coleta). Vocé tem a garantia de receber a resposta a
gualquer pergunta ou esclarecer davidas durante a realizacéo do estudo.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) - VERSAO IMPRESSA E ELETRONICA
EsTtupo BIOSCIENCE: Biosseguranca do Sangue e Componentes, Inovacdo em Satdde no Ceara 127

Versdo 4-11/09/2020



i Ministério da Saude

HE@EE fg Fundacdo Oswaldo Cruz

| FIOCRUZ
CENTRO DE HEMATOLOGIA E UNIVERSIDADE
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Qualquer duvida sobre essa pesquisa, entrar em contato com Juliana Bezerra Frota
juliana.bezerra@hemoce.ce.gov.br, (Coordenacao de Hemovigilancia), pelo
telefone (85) 3101-2289 ou com Veridiana Pessoa Miyajima pelo telefone (85) 3101-
2297. Se voce tiver alguma consideracdo ou duvida, sobre a sua participacdo na pesquisa,
entre em contato com a secretaria do Comité de Etica em Pesquisa do HEMOCE pelo
telefone (85) 3101-2301, email: cep@hemoce.ce.gov.br (de 22 a 62 feira durante horario
comercial).

As informagdes contidas neste TCLE estdo de acordo com as normas éticas destinadas a
pesquisa envolvendo seres humanos da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) do
Ministério da Saude.

Para o(a) PARTICIPANTE:

Vocé entendeue se sente perfeitamente esclarecido(a) quanto aos objetivos e
importancia desta pesquisa?

Sim m Nao

Vocé entendeu e se sente perfeitamente esclarecido(a) sobre como sera sua participagdo na
pesquisa?

mSim mNao

Vocé concorda que os resultados dos testes laboratorias, bem como informagdes coletadas
como parte dos procedimentos de doagdo de sangue possam ser utilizadas para fins de
pesquisa?

Sim m Nao

Vocé concorda em receber mensagens ocasionais para comunicagao com a equipe ou
alertando sobre a importancia de comunicar a equipe o surgimento dos sintomas sugestivos
de infecgdes testados por esta pesquisa?

Sim m Nao

Vocé concorda com a coleta de sangue e outras amostras, assim como utilizacdo daquelas que
nao serdo aproveitadas para doagdo possam ser utilizadas para analises laboratoriais desta
pesquisa?

Sim m Nao

Vocé autoriza o armazenamento das amostras coletadas para futuras analises de marcadores
bioldgicos, nutricionais e de medicamentos de importancia para esta pesquisa e para o
entendimento de variacGes entre individuo e da diversidade bioldgica de nossa populacdo?
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Sim m Néo
Confirmo ter recebido cdpia assinada deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Nome do Participante:

Assinatura do Participante:

Data: / /

Assinatura do Pesquisador:
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