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RESUMO

O SARS-CoV-2, agente etiolégico da COVID-19, é da familia dos coronavirus e
especializaram-se para infectar humanos, burlando as defesas imunes do hospedeiro.
A interacdo entre as proteinas do virus e do hospedeiro faz com que se desenvolva a
resposta imune celular e humoral. A imunidade celular contra o SARS-CoV-2 é
caracterizada pela producéo de citocinas, como IFN-y, TNF-qa, IL-6 e IL-10, e & morte
de células infectadas. Ja a imunidade humoral € determinada pela diferenciagdo dos
plasmadcitos, produzindo e secretando anticorpos especificos para controlar a
replicacdo viral. Entre 0s grupos mais expostos ao contagio pelo virus causador da
COVID-19 estao os profissionais da saude e pesquisadores. Por isso, n0osso objetivo
€ dosar anticorpos anti-SARS-CoV-2 e citocinas para auxiliar na determinacéo de
profissionais infectados assintomaticos, ser Uuteis no prognoéstico e indicar
repercussdes sobre a imunidade. Foram coletados dados ocupacionais e de pré-
exposicdo a COVID-19/vacinacdo e amostras de sangue de 267 profissionais em dois
hospitais da cidade de Uberaba/MG, em dois momentos, com intervalo de 6 a 8
meses. Foram realizados ELISA para quantificacdo de anticorpos anti-SARS-CoV-2
baseados na proteina N e suas subclasses, além de citocinas. Onde 98 (36,7%) dos
profissionais apresentaram IgG anti-SARS-CoV-2, indicando a COVID-19 prévia.
Profissionais que desenvolviam atividades assistenciais tiveram maior nivel de 1gG
em relacdo as atividades administrativas, devido ao possivel contato com pacientes
infectados. Houve queda de IgG e suas subclasses (IgG1 e IgG3) entre as coletas e
em relacdo a positividade da sorologia de anticorpos anti-SARS-CoV-2, além de
correlacdo negativa entre tempo e concentracdo de IgG. Foi visto aumento
progressivo de IgG entre a administracdo de nenhuma e duas doses de vacinas e ao
relacionar com a positividade ou ndo da sorologia de anticorpos anti-SARS-CoV-2.
Houve diminuicdo de IFN-y e IL-10 entre coletas. Nossos dados apontam significante
indice de prevaléncia de anticorpos anti-SARS-CoV-2 em profissionais da saude.
Conseguimos identificar um padrao da resposta imune humoral e celular, porém ainda

sdo necessarios mais estudos para compreender melhor esse padrao.

Palavras-Chaves: COVID-19, imunidade, anticorpos, citocinas, vacina.



ABSTRACT

SARS-CoV-2, the etiological agent of COVID-19, belongs to the coronavirus family and
has specialized to infect humans, bypassing the host's immune defenses. The
interaction between virus and host proteins causes the development of cellular and
humoral immune responses. Cellular immunity against sars-cov-2 is characterized by
the production of cytokines, such as IFN-y, TNF-a, IL-6, and IL-10, and the death of
infected cells. Humoral immunity is determined by the differentiation of plasma cells,
producing and secreting specific antibodies to control viral replication. Among the
groups most exposed to infection by the virus that causes COVID-19 are health
professionals and researchers. The dosage of anti- SARS-CoV-2 antibodies and
cytokines can help in the determination of asymptomatic infected professionals, be
useful in the prognosis and indicate repercussions on immunity. Occupational and pre-
exposure data to COVID-19/vaccination and blood samples were collected from 267
professionals in two hospitals in the city of Uberaba/MG, in two moments, with an
interval of 6 to 8 months. ELISAs were performed to quantify anti-SARS-CoV-2
antibodies based on N protein and its subclasses, in addition to cytokines. Where 98
(36.7%) of professionals had anti-sars-cov-2 igg, indicating the previous covid-19.
Professionals who developed care activities had a higher level of IgG in administrative
activities, due to possible contact with infected patients. there was a decrease in igg
and its subclasses (IgG 1 and IgG3) between collections and positive serology for anti-
SARS-CoV-2 antibodies, in addition to a negative correlation between time and IgG
concentration. A progressive increase in IgG was seen between the administration of
none and two doses of vaccines and when related to the positivity or not of the serology
of anti-SARS-CoV-2 antibodies. There was a decrease in IFN-y and IL-10 between
collections. Our data point to a significant prevalence rate of anti- SARS-CoV-2
antibodies in health professionals. We were able to identify a certain pattern of the
humoral and cellular immune response, but further studies are needed to better

understand this pattern.

Keywords: COVID-19, immunity, antibodies, cytokines, vaccines.
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1 INTRODUCAO

1.1 O SARS-CoV-2

Os coronavirus sdo uma grande familia de RNA virus que causam doencas que
variam do resfriado comum as doencas mais graves com intenso comprometimento
pulmonar, tendo periodo de incubagdo de aproximadamente cinco a seis dias
(BENVENUTO et al., 2020; HARRISON; LIN; WANG, 2020). Os coronavirus sao
zoonoticos, 0 que significa que sado transmitidos entre animais e pessoas. Varios
coronavirus que circulam em animais nao infectam humanos, porém mutacdes, mais
frequentes nos virus de &cido ribonucleico (RNA), podem mudar o padrao de
circulacdo (BENVENUTO et al., 2020).

O Coronavirus da Sindrome Respiratoria Aguda Grave 2 (SARS-CoV-2),
causador da COVID-19 (do inglés, Corona Virus Disease-19), € um membro do género
Betacoronavirus, do subgénero Sarbecovirus, que foi descoberta em 2019 na
provincia de Wuhan, China (WU et al., 2020). Para o0 SARS-CoV-2, ha indicios na
arvore filogenética que sugerem que o coronavirus do tipo SARS derivados de
morcego (Bat-SARS-Like-CoV) é geneticamente mais semelhante ao SARS-CoV-2
sustentando a hipotese de que a cadeia de transmissdo comegou no morcego e
chegou ao humano (BENVENUTO et al., 2020). Outra hipétese zoondtica envolve os
pangolins, estes sdo animais mamiferos que a carne é consumida em alguns paises
do oriente e abrigam grande variedade de virus, incluindo os coronavirus. Os
coronavirus isolados de pangolins demonstraram semelhanga genética ao SARS-
CoV-2, sugerindo a recombinacéo viral do pangolin-CoV com o Bat-SARS-Like-CoV.
Esses dados sugerem a participagdo na cadeia de transmisséo, a partir do potencial
dos pangolins de atuarem como hospedeiro intermediario do SARS-CoV-2 (DHAMA
et al., 2020). Nao € a primeira vez que 0s coronavirus sofrem mutacdes e causam
doencas graves em humanos. Infeccdes com gravidade semelhante, como a
Sindrome Respiratoria do Oriente Médio (MERS-CoV) e a Sindrome Respiratoria
Aguda Grave (SARS-CoV) foram descritas nas ultimas décadas (Coronaviridae Study
Group of the International Committee on Taxonomy, 2020).
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A pandemia pelo SARS-CoV-2 representa hoje o maior desafio de saude da
humanidade. Os boletins diarios das autoridades de saude de diversos paises e 0
consolidado da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) apontam a presenca global da
doenca e que em 22 de junho de 2022 apresentava cerca de 537 milhdes de
individuos contaminados e cerca de 6,3 milhdes de mortes (WHO3s, 2022). Destes
nameros indicados pela OMS ha cerca de 31,7 milhdes de individuos contaminados e

cerca de 669 mil mortes referentes a populacao brasileira (WHO1, 2022).

O contagio pelo SARS-CoV-2 ocorre principalmente através de goticulas
respiratorias, mas aerossol, contato direto com superficies contaminadas e
transmissao fecal-oral também foram relatados como possiveis meios de transmisséo
(HARRISON; LIN; WANG, 2020). A transmissédo direta por goticulas respiratorias é
reforcada pela replicacdo produtiva do SARS-CoV-2 tanto no trato respiratério
superior quanto no trato respiratério inferior, em sua maioria ocorrendo em ambientes
internos (HARRISON; LIN; WANG, 2020; BULFONE et al., 2021). Compreender a
importancia e as formas de transmissdo para a atual pandemia de COVID-19 é
essencial para que as autoridades de saude publica tomem as medidas de controle
de doencas mais abrangentes e eficazes, que incluem o uso de mascaras e
isolamento fisico (HARRISON; LIN; WANG, 2020).

1.2 ESTRUTURA DO SARS-CoV-2

Como o SARS-CoV-2 ndo possui maquinaria prépria para replicacdo, ele
explora a maquinaria da célula hospedeira para sua propria replicacdo e
disseminacdo. A base da fisiopatologia da COVID-19 envolve as interacdes virus-
hospedeiro, o conhecimento acerca do assunto é de grande importancia. Os
coronavirus codificam quatro proteinas estruturais (Figura 1) principais: proteinas das
espiculas virais (S de “Spike”), membrana (M), envelope (E) e nucleocapsideos (N),
além de codificar proteinas néo estruturais (NSPs), como nspl1-15.
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Figura 1 — Estrutura esquematica do SARS-CoV-2

SARS-CoV-2

> Spike

»Envelope

» Membrana

»Nucleocapsideo

»RNA

Fonte: Da Autora, 2022.

A estrutura viral é formada principalmente pelas proteinas estruturais, como as proteinas spike (S),
membrana (M), envelope (E) e nucleocapsideo (N). Essa figura foi criada no programa “BioRender
Customer Service”.

A proteina estrutural M é a mais abundante no virus e responséavel por dar
forma ao envelope viral. Ela se liga ao nucleocapsideo e organiza a montagem do
virion. A proteina E desempenha papel multifuncional na patogénese, montagem e
liberacdo do virus, pois esse pequeno polipeptideo atua como uma viroporina e sua
inativacdo ou auséncia pode conferir viruléncia alternativa devido as alteracdes na
morfologia e no tropismo. Também auxilia na secre¢éo de virions maduros das células
hospedeiras. A proteina N possui diversas func¢des, como na formagéao de complexos
com o genoma viral, facilitando a interacao da proteina M e aumentando a eficiéncia
da transcricdo do virus. Além disso, pode interferir na sinalizagéo celular, assim como
na resposta antiviral, atuando como antagonista do interferon (IFN) (DHAMA et al.,
2020; KIRTIPAL; BHARADWAJ; KANG, 2020).
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As proteinas S sdo responsaveis por mediar a entrada dos coronavirus em
células humanas pela ligacdo dessa proteina em moléculas de superficies expressas
em diversos orgaos e tecidos humanos, incluindo os tecidos do trato gastrointestinal,
respiratorio e placentarios, além de 6rgdos como rins e coracgdo (Ll et al., 2003;
VALDES et al., 2006; TROUGAKOS et al., 2021). As proteinas S sdo compostas por
duas subunidades funcionais (Fig. 1). A primeira subunidade S1 consiste no dominio
N-terminal (NTD) e no dominio de ligagéo ao receptor (RBD), e sua funcgéo é ligar ao
receptor na célula hospedeira. A segunda subunidade S2 contém mais dominios,
como o peptideo de fusdo, a repeticdo do heptada 1 e 2 (HRs), a hélice central, o
dominio conector e transmembranar, e a cauda citoplasmatica, e sua funcdo é fundir

as membranas dos virus e células hospedeiras, quando ativada (WANG: et al., 2020).

Dentre as proteinas humanas receptoras expressas estao diversas moléculas
gue servem para ancorar, catalisar e unir a particula viral com a célula hospedeira.
Sdo elas enzima conversora da angiotensina 2 (ECA2), serina protease
transmembrana celular 2 (TMPRSS2), cisteina proteases endossémicas / lisossomais
catepsina B e L (CatB/L), furinas e proteina dipeptidil peptidase 4 da célula hospedeira
(DPP4) (VARGHESE et al., 2020; TROUGAKOS et al., 2021).

O principal receptor da célula hospedeira para o SARS-CoV-2 é o receptor da
ECA2. A TMPRSS2, principal protease co-receptora do hospedeiro, forma um
complexo com ECA2 na superficie da célula hospedeira, facilitando assim o
direcionamento viral e a entrada na célula hospedeira e cliva a proteina S em suas
subunidades. Juntamente com a TMPRSS2 héa outras proteases que sao
responsaveis pela iniciacdo da proteina S, as CatB/L. Furina e outras proteases do
hospedeiro também podem estar envolvidas na clivagem da proteina S do SARS-
CoV-2, pois ela possui um local de clivagem para a furina. Os coronavirus podem usar
a proteina DPP4 para a entrada, de modo que a proteina S no virus interaja com DPP4
(HOFFMANN et al., 2020; VARGHESE et al., 2020).

Os virus podem interagir com exossomos, infectando células a partir deles. A
aminopeptidase N presente em mastécitos pode servir como um receptor. Outras
proteinas, como a CD9, um exemplo de tetraspanina, estdo em toda superficie da
membrana exossémica e podem participar de eventos de fusdo de coronavirus. Essa

interac&o virus com exossomos contribui para a infec¢ao de outras células, pois apos
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a captacdo do exossomo, seu contetdo é entregue as células receptoras e promove
a suscetibilidade a infeccéo por virus (HASSANPOUR et al., 2020).

A interacdo virus-célula ja foi em parte elucidada. A porcdo NTD da proteina S
viral direciona o receptor ECA2 da célula hospedeira e a por¢cado RBD facilita a ligacéo
com o receptor. Apos a ligacao do receptor através da porcdo S1, a por¢cdo S2 com
seus varios peptideos de fusédo e duas HRs conservadas, promovem o direcionamento
e fusdo do virus através da membrana celular, além de rompimento da membrana da
célula hospedeira. A proteina S viral € clivada por varias proteases do hospedeiro,
como a TMPRSS2 e a CatL presente no endossomo durante a entrada viral,
permitindo que a infecgcdo ocorra pela via endossdmica (VARGHESE et al., 2020;
WANG: et al., 2020) (Fig. 2).

ApoOs a liberacdo do genoma do coronavirus no citoplasma da célula
hospedeira, eles utilizam a maquinéaria da célula para replicar seu RNA gendmico de
sentido negativo, flanqueados por regides nao traduzidas 5' e 3' que contém estruturas
de RNA secundarias. Na extremidade 5', ha a presenca de dois grandes quadros de
leitura aberta (ORFs; ORFla e ORF1b). ORFla e ORF1b codificam cerca de 15 NSPs
gue compdem o complexo de replicagéo e transcri¢ao viral que abrange, enzimas de
processamento, modificacdo e revisdo de RNA necessarias para manter a integridade
do genoma de coronavirus. Ja4 na extremidade 3', encontram-se ORFs que codificam
proteinas estruturais, intercaladas por ORFs que codificam proteinas acessorias para
formar RNAs mensageiros (MRNAs) subgenémicos. As proteinas acessorias séo
variaveis, exibem alto nivel de conservacdo. Suas fun¢gBes ainda ndo estdo
completamente elucidadas, apesar de acreditar-se que contribuam para modular as
respostas do hospedeiro e sdo determinantes da patogenicidade viral (DHAMA et al.,
2020; ORTIZ-PRADO et al., 2020; V’KOVSKI et al., 2021).


https://www.nature.com/articles/s41579-020-00468-6#ref-CR4
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Figura 2 — Interacdo virus-célula hospedeira
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Fonte: Da Autora, 2022.

A proteina S viral direciona o receptor ECA2 da célula hospedeira e a porcdo RBD facilita a ligagédo
com o receptor. A proteina S viral é clivada por varias proteases do hospedeiro, como a TMPRSS2 e a
CatL presente no endossomo durante a entrada viral, permitindo que a infeccdo ocorra pela via
endossbmica. Essa figura foi criada no programa “BioRender Customer Service”.

1.3 IMUNIDADE INATA CONTRA O SARS-CoV-2

Para compreender a fisiopatogénese da COVID-19 é necessario entender
resposta imune do hospedeiro perante a infeccdo. As respostas imunes conservadas
contra diferentes virus envolvem duas fases. A fase inicial mediada por componentes
da resposta imune inata, visando contencao viral. Ja a segunda fase é a resposta
imune adaptativa, mais sofisticada e dividida em imunidade humoral e celular, capaz
de erradicar o patdgeno e gerar memoria imunolégica. As etapas de entrada e
replicacdo viral do SARS-CoV-2 na célula hospedeira sdo oportunidades para o
sistema imunoldgico detectar componentes virais. Como por exemplo, durante a
interac&o virus-célula, as proteinas virais sdo expostas aos sensores de superficie e
sensores citoplasmaticos da célula hospedeira que podem detectar proteinas S, E e

M do virion e acidos nucleicos.
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1.3.1 Receptores de reconhecimento viral

A resposta imunoldgica inata € desencadeada pelo reconhecimento
de PadrBes Moleculares Associados a Danos e Patdégenos (DAMPs/PAMPS). A
identificacdo desses padrdes ocorre por Receptores de Reconhecimento de Padrbes
(PRRs), como os Receptores do tipo Toll (TLRs), Receptores do tipo RIG (RLRS) e
Receptores do tipo NOD (NLRs). Isso desencadeia uma cascata de sinalizacao que
ativam fatores de transcri¢cdo, que leva a secrecéo de citocinas, como IFNs, fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina (IL)-6, entre outras. Essas citocinas
induzirdo atividade imune nas células hospedeiras, podendo ser atividades antivirais,
gue subsequentemente induzirdo respostas imunes adaptativas, como iremos abordar
mais detalhadamente (ORTIZ-PRADO et al.,, 2020; TRIGGLE, 2021; DIAMOND;
KANNEGANTI, 2022; WANG: et al., 2022).

Muitos virus ativam o sistema imune inato através do reconhecimento de
PAMPs por TLRs em células do organismo humano, incluindo células do trato
respiratorio humano e células imunes inatas, como 0s mondcitos e neutrofilos. Os
TLRs geralmente transduzem sinais por meio do Fator de diferenciacdo mieloide 88
(MyD88) e do Adaptador contendo dominio TIR induzindo IFN-B (TRIF), duas
moléculas adaptadoras que resultam na ativacao transcricional de varias citocinas
pré-inflamatérias, incluindo IFN-y, TNF-a, IL-6 e IL-1B3, de sensores imunes inatos,
como NLRP3 (do inglés Family pirin domain containing 3), e outros fatores de
transcricdo, alguns dos quais tém atividade antiviral direta (KAYESH; KOHARA,;
TSUKIYAMA-KOHARA, 2021; DIAMOND; KANNEGANTI, 2022).

O RNA de fita simples do SARS-CoV-2 também pode ser detectado
intracelularmente por RLRs, que incluem Receptores semelhantes a gene | induziveis
por acido retindico (RIG-1) e Proteina 5 associada a diferenciacdo de melanoma
(MDAS5), uma enzima do receptor RIG-I. Apés a ativacdo de RIG-I e MDAS5, estas
proteinas translocam para as mitocéndrias, onde formam complexo com a Proteina
adaptadora de sinalizac&o antiviral mitocondrial (MAVS). Este complexo ativa fatores
de transcricdo, como o fator de transcricdo associado ao receptor de TNF (TRAF),
responsaveis regulagdo chave das vias de IFN (ANAEIGOUDARI et al., 2021,
DIAMOND; KANNEGANTI, 2022).


https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/molecular-pattern
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O inflamassoma é um complexo macromolecular que consiste em receptores,
caspases, dominio de ativacdo e recrutamento de caspases, conhecido por sua
defesa contra patdgenos perfurando membranas e liberando citocinas que levam a
morte celular na forma de inflamag&o conhecida como piroptose. Os NLRs também
respondem a infeccao pelo SARS-CoV-2 e induzem a producéo de IFNs tipo | e outras
citocinas pro-inflamatorias. Na resposta antiviral, 0 NLRP3, um tipo de NLRs, é um
dos sensores de inflamassoma mais bem caracterizados. Ele é acionado em resposta
a antigenos, levando a ativacdo da caspase-1, producéo e liberacdo de IL-13 e IL-18
bioativos e clivagem da gasdermina D (GSDMD), que forma poros na membrana
plasmatica conduzindo a ruptura da mesma e morte celular piroptética (Fig. 3). A
ativacdo do NLRP3 em resposta ao SARS-CoV-2 pode ocorrer diretamente apos a
proteina S se ligar a ECA2 nas células hospedeiras ou pelo reconhecimento de
ORF3a, ORF8b, a proteina E e RNA viral (DIAMOND; KANNEGANTI, 2022; WANG:2
et al., 2022).

Os DAMPs contendo acido nucleico, assim como os PAMPs, desempenham
um papel central na patologia dos pacientes com COVID-19 grave. A infeccdo das
células hospedeiras leva a liberacdo de DAMPs que sao reconhecidos por PRRs.
Essa identificacdo desencadeia a ativacdo de MyD88 e algumas quinases, 0 que
resulta na translocacdo de Fator nuclear-kB (NF-kB) para o nucleo, transcricdo de
mediadores pré-inflamatérios e regulacdo de processos celulares, como por exemplo
apoptose, adesao e angiogénese. DAMPs também podem ativar NLRP3, levando a
respostas tipicas de inflamassoma, como morte celular por piroptose, recrutamento
de células imunes e proliferacdo celular. Por esses fatores, acredita-se que essas
moléculas desencadeiam uma cascata imune inflamatéria amplificada caracterizada
por um ciclo de ativacéo das células imunes e perda adicional da integridade do tecido,
desempenhando um papel exacerbador na COVID-19 (NAQVI et al.,, 2022,
PARTHASARATHY et al., 2022) (Fig. 3).


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/cellular-processes
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0006295221004639?via%3Dihub#b0455
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0006295221004639?via%3Dihub#b0450
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/pyroptosis

Figura 3 —Imunidade Inata contra o SARS-CoV-2
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Os virus SARS-CoV-2 se ligam ao receptor ECA2 para entrada na célula. O RNA viral é reconhecido
por PRRs, que desencadeia respostas transcricionais e altera¢gdes citoplasméticas que ativam o IRF2,
TRIF e MyD88, levando & producéo de citocinas. Além desses fatores, ha ativagdo do inflamassoma
NLRP3. Isso leva & clivagem do precursor IL-13 (pro-IL-18), pro-IL-18 e gasdermina D, permitindo a
secrecdo de IL-1P e IL-18, e formag&o de poros na membrana celular. Essas altera¢6es coletivamente
induzem piroptose e inflamacéo. Essa figura foi criada no programa “BioRender Customer Service”.

1.3.2 Evasédo da imunidade inata pelo SARS-CoV-2

Apesar do hospedeiro ter desenvolvido estratégias de imunidade inata para
combater a invasdo de patégenos, 0 SARS-CoV-2 possui suas proprias maneiras de
escapar da defesa do hospedeiro. Pensando nas interacdes virus-hospedeiro e na
evasdao da resposta imune, os Coronavirus organizam estratégias para ocultar PAMPs
virais, que podem ser detectados por PRRs. A presenca de NSPs no citoplasma
celular podem afetar a tradugao celular no citoplasma para favorecer mRNAs virais
sobre mRNA celular e funcionar como um antagonista. Assim, ele diminui a expressao

de interferons tipo | e Ill e de outras proteinas hospedeiras da resposta imune
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inata. Essa diminuicdo da expressdo pode ser devido ao favorecimento do mRNA
viral, citado anteriormente, ou entdo do impedimento fosforilacdo de fatores de
transcricdo, como STAT e IRF, o que leva a diminui¢do da producéo de IFN. Os NSPs
também visam a via NF-kB, através da regulacdo da fosforilacdo de NF-kB e da
translocacao nuclear. Estes sédo considerados antagonistas do inflamassoma NLRP3,
por reprimir a atividade da caspase-1 e a secrecdo de IL-1B (MIN et al.,, 2021;
V’KOVSKI et al., 2021; WANG: et al., 2022).

As proteinas ORFs e estruturais do SARS-CoV demonstraram interferir em
varios niveis da via de sinalizacao do IFN-y celular, inibindo assim de forma eficiente
respostas imunes inatas. A interferéncia pode ocorrer na inibicdo da translocacao e
fosforilacdo de fatores de transcricdo, como IRF3 e STAT, ou entdo pela represséo a
expressdo de IFN-y por associacdo com translocases da membrana externa 70
(TOM70) ou da fosforilacéo e translocacdo de IRF3 através da interacdo com RIG-1 e
MDAZ5. A interacao entre ORF8 e o Complexo principal de histocompatibilidade (MHC)
suprime a imunidade inata desencadeando a degradacéo do MHC-1 dependente do
lisossomo. Além disso, a proteina M também pode impedir a inducéo de IFNs do tipo
| através do direcionamento da sinalizacdo RIG-1 e MDAS. A proteina N também é
considerada fator inibitério da producéo de interferon tipo | influenciando a agregacao
MAVS (V'’KOVSKI et al., 2021; WANG: et al., 2022).

1.4 IMUNIDADE ADAPTATIVA CONTRA O SARS-CoV-2

A imunidade adaptativa contra o virus SARS-CoV-2 envolve as respostas
imunes celulares e humorais, mediadas pelas células T e B, respectivamente. Nesse
sentido, a imunidade adaptativa é responsavel pela possivel erradicacdo do virus e

memoria imunoldgica.

1.4.1 Imunidade adaptativa celular

A imunidade mediada por células T auxiliares (CD4%) e citotoxicas (CD8*)

contra 0 SARS-CoV-2, induzem resposta efetiva devido sua funcédo de producgéo de
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citocinas e a morte de células infectadas. Uma das caracteristicas iniciais da COVID-
19, em relacdo aos leucadcitos, € a notavel linfopenia, particularmente células T CD4*
e CD8", que se correlaciona com a gravidade da doencga, principalmente nos niveis
de TCD8* ou ho aumento da razdo CD4*/CD8* (ORTIZ-PRADO et al., 2020; PENG et
al., 2020; TRIGGLE et al., 2021). Esta disfuncéo e deplecéo dos linfécitos pode ser
devido a mecanismos virais. O SARS-CoV-2 pode possivelmente infectar células T
através de receptor ECA2 dos linfocitos, além de infectar baco e linfonodos, podendo
causar atrofia do baco e necrose do linfonodo, induzindo a linfopenia. Também pode
haver o aumento do nivel de citocinas, como TNF-a, IL-6 e IL-10 pode promover a

diminuicdo do numero de células T (YANG: et al., 2020).

Em geral, as células T CD8* possuem funcdes efetoras citotdxicas antivirais,
focando na eliminacdo de células infectadas por virus (WEISKOPF et al., 2020). As
células T CD8* especificas para o0 SARS-CoV-2, cerca de 70% das células efetoras
deste tipo de linfécito, apresentaram um fendétipo mais efetor com altos niveis de
expressdo de moléculas citotoxicas (Fig. 4a), como perforina e granzima, e citocinas
como IFN-y e TNF-a. Porém, em casos graves de COVID-19, essas moléculas séo
reduzidas devido a linfopenia de células T CD8*. Células T CD8* funcionais sdo
importantes na eliminagao e recuperacéo viral, pois geram respostas imunes antivirais
contra a proteina S (GRIFONI et al.,2020; ZHANG: et al., 2020; TOOR et al., 2021).

Apos a infeccdo com o SARS-CoV-2, as células T CD4 *podem ser
rapidamente diferenciadas e ativadas, por fatores de transcricdo e expressdo de
citocinas e quimiocinas. As células T auxiliares (Th), podem ser divididas em
subconjuntos, sendo a resposta de perfil Thl, Th2, Thl7 e T regulatéria (Treg) de
importancia durante a infeccdo pelo SARS-CoV-2 (GRIFFIN et al., 2020; YANG: et al.
2020).

As células de padréo imune Thl que expressam IFN-y, TNF-a e IL-2 séo
importantes para resposta contra patdgenos intracelulares, como os virus (Fig. 4a).
Suas agbes estimulam as respostas citotoxicas e a resposta humoral, e tem sido
associado a resolucéo da doenca (DE CANDIA et al., 2021; WEISKOPF et al. 2020;
PETRONE et al., 2021). Estas células secretam GM-CSF, o que induz ainda mais
mondcitos com altos niveis de IL-6 e acelera a inflamacdo. (WEISKOPF et al. 2020;
YANG: et al. 2020). Na COVID-19 a resposta de perfil Thl demonstrou ter relacéo
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com o desenvolvimento de resposta humoral para IgGs. Estudos demonstraram que
pacientes deficientes de resposta de células T CD4* efetiva, por conta de falha no
desenvolvimento da resposta imune adaptativa de células T, eram deficientes em
anticorpos 1gG, sendo falha também a resposta de células B. No geral, tornando-os
mais propensos a doenca grave e ao Obito (GRIFFIN et al., 2020; PETRONE et al.,
2021).

Concomitante ao perfil Thl, temos a acdo dos perfis Th2 e Th1l7 durante o
curso da COVID-19. O perfil imune Th2, diferenciado pelo fator de transcricdo da
Proteina de transcricdo GATA 3 (GATAS3), expressa as citocinas IL-4, IL-5, IL-9, IL-10
e IL-13, e ajudam a proliferacdo de células B (GRIFFIN et al., 2020; WEISKOPF et al.
2020; DE CANDIA et al., 2021). Ja o perfil de células Th1l7 detectada em pacientes
com COVID-19, diferenciado pelo fator de transcricdo do Receptor 6rféo relacionado
ao acido retindico receptor y t (RORyt), produzem as citocinas inflamatorias IL-17 e
IL-22, que por sua vez recruta mondcitos/macrofagos e neutrdfilos para o local da
infeccdo, mediando o dano tecidual. Também h& a estimulagdo de citocinas, que
interferem na ativacdo de Thl (GRIFFIN et al., 2020; WEISKOPF et al. 2020; YANG:1
et al. 2020; PETRONE et al., 2021) (Fig. 4b).

Células Treg podem expressar CD25 e o fator de transcricdo FOXP3 (do inglés
forkhead box P3) e desempenham papel fundamental no controle anti-inflamatério da
resposta imunoldgica, via producdo de IL-10, IL-35 e Fator de crescimento
transformador (TGF)-3 (DE CANDIA et al., 2021). Na COVID-19, foram descritos dois
perfis de comportamento da Treg. O primeiro onde ocorre o aumento das células Treg,
na doenca leve e grave, e da expressdo de CD25, na doenca grave, pode indicar
ativacao funcional de Treg (TAN et al. 2020). Em contrapartida, o0 segundo demonstra
que a reducédo de Treg em pacientes graves pode ser devido a hiperativacao de
células T efetoras. Este fato pode ter impacto no estimulo a inflamacao sistémica em
pacientes graves com a COVID-19 (TOOR et al., 2020; DE CANDIA et al., 2021).

A COVID-19 pode levar a falha da funcéo das células T CD4* e T CD8*, além
de promover suas ativacdes excessivas, ocasionando possivel exaustdo das células
T e diminuindo a imunidade antiviral (ZHENG: et al., 2020; ZHENGs et al., 2020).
Estudos demonstraram essa possivel exaustdo através da analise de marcadores de

expressdo de memoria efetora relacionado a exaustdo que apresentaram
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significativamente maior no grupo de pacientes, como Proteina de morte celular
programada 1 (PD-1) e CD57, Imunoglobulina de células T e dominio de mucina
contendo-3 (TIM-3), Antigeno 4 associado ao linfocito T citotoxico (CTLA-4) e
Imunoglobulina de células T e dominio ITIM (TIGIT) (DE BIASI et al., 2020, DIAO et
al., 2020; ZHENG: et al., 2020) (Fig. 4b).

As citocinas sao um grupo de moléculas
sinalizadoras polipeptidicas responsaveis por regular um grande numero
de processos bioldgicos via receptores de superficie celular e sdo produzidas
majoritariamente pelos linfécitos T (BARTEE; MCFADDEN, 2013). O aumento na
concentracdo de citocinas € comumente observado no sangue de pacientes
infectados pelo SARS-CoV-2.

A IL-6 foi identificada como uma importante citocina envolvida no prognéstico
da COVID-19. Tem sido relatado que a IL-6 possui efeitos regenerativos e anti-
inflamatérios mediados pelo processo de sinalizacdo convencional, embora também
exerca efeitos pré-inflamatérios mediados por trans-sinalizacdo, como no caso de
infeccbes virais (COSTELA-RUIZ et al., 2020). Na COVID-19, a IL-6 pode ser
produzida e liberada por varios mecanismos diferentes, mais comumente através de
cascatas de sinalizacdo TLR e RLR. O TLR7 reconhece o RNA viral e, em seguida,
recruta a MyD88, ativando fatores de transcricdo, para o nucleo para transcrever
MRNASs de muitas citocinas, incluindo IL-6. Outra via de producéo € através da ligacao
viral & ECA2, onde a expresséo da angiotensina Il € aumentada e o acumulo desse
peptideo induz a producdo de citocinas, como o TNF-a e formas de receptores
sollveis de IL-6. Esta interleucina possui diversas acdes imunoldgicas e bioldgicas,
incluindo direcdo da diferenciacdo de células imunolégicas, producdo de
imunoglobulinas, respostas sentinela a patdégenos invasores (JORDAN, 2021; WANG:2
et al., 2022). Observou-se que podem danificar a capacidade das células T em relacao
as ceélulas dendriticas, comprometendo a viabilidade dessas células e a eliminacéo de
patdgenos pelo macrofago. Também foi demonstrado que uma alta expresséo de IL-
6 em pacientes com COVID-19 pode acelerar o processo inflamatoério, contribuindo
para a tempestade de citocinas e piorando o prognostico, associada a danos
cardiacos nesses pacientes (COSTELA-RUIZ et al., 2020).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/polypeptide
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/biological-phenomena-and-functions-concerning-the-entire-organism
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cell-surface-receptor
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Outras citocinas como IFN-y e TNF-a sdo produzidas e liberadas pelos
estimulos da sinalizacdo de PRRs, através da ativacdo de fatores de transcricao
responsaveis pela producdo de citocinas pro-inflamatérias. Em relacdo ao SARS-
CoV-2, a combinacdo de TNF-a e IFN-y contribui para a patogénese da doenca, ao
induzir sinalizacdo do Transdutor de sinal e do ativador de transcri¢cdo (STAT)1 e Fator
regulador de Interferon (IRF)1 e levar a ativacdo da caspase-8 para conduzir a morte
celular por PANoptose (ORTIZ-PRADO et al., 2020; DIAMOND; KANNEGANTI,
2022). A PANoptose é uma via de morte celular inflamatéria programada dependente
de PANoptossomas, complexos contendo caspase(s) com ou sem componentes do
inflamassoma e proteinas contendo um motivo de interacdo homotipica. Esta via de
morte celular ocorre através da ativacao coletiva de piroptose, apoptose e necroptose
(CHRISTGEN et al., 2020).

O |IFN-y participa de inumeras fungbes imunolégicas e processos
inflamatoérios. Promove a ativacdo de macrofagos e apresentacdo de antigenos,
principalmente na resposta antiviral. E dificil classificar o IFN-y como uma citocina pro
ou anti-inflamatoria, dada a sua complexa e variada funcéo. Niveis séricos de IFN-y
eram mais altos em pacientes com COVID-19 do que em individuos saudaveis e
propuseram que a elevacéo desta e de outras citocinas poderia resultar da ativacao
de células de perfil Thl e Th2. Os niveis dessa citocina eram mais baixos em linfocitos
T CD4* nos pacientes com sintomas mais graves, sugerindo que a infeccdo pode
afetar inicialmente as células T, reduzindo a producéo de IFN-y (COSTELA-RUIZ et
al., 2020).

O TNF-a tem sido relacionado a respostas pro-inflamatorias e € produzido por
varios tipos celulares, como mondcitos, macrofagos, células T, entre outros. Esta
envolvido na regulagéo de processos inflamatoérios, doencgas infecciosas e tumores
malignos. Foi observado que os niveis séricos de TNF-a estdo elevados em pacientes
com COVID-19 e sao mais elevados com doenca mais grave, tendo sido relacionado
anteriormente a um progndstico ruim em pacientes com SARS-CoV e MERS
(COSTELA-RUIZ et al., 2020).

A citocina anti-inflamatoéria IL-10 desempenha papel critico na resolugédo da
inflamacéo periférica. A IL-10 inibe a producdo de citocinas pro-inflamatérias, como

IFN-y, TNFa e IL-6 citadas acima, em varios tipos de células e previne a maturagcao
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das células dendriticas bloqueando a IL-12. No entanto, a IL-10 pode ter efeitos
imunoestimuladores, incluindo a estimulacdo da producéo de IFN-y pelas células T
CD8* (COSTELA-RUIZ et al., 2020). O aumento de IL-6 junto com interleucina-10
antecipa a progressao clinica da COVID-19. Dados demonstraram que a IL-10 poderia
aumentar a expressao de ECA2 na linha celular Calu-3, derivada do pulméo, e células
endoteliais in vitro. J& em pacientes foi descrito maior aumento em paciente graves,
tendo fortes correlagbes com os niveis de IL-6 e proteina C reativa. Niveis elevados
de IL-10 podem representar uma reacdo para conter a inflamacdo, como um
mecanismo de feedback negativo (HAN et al., 2020; LAING et al., 2020; ALBINI et al.,
2021).

As citocinas, principalmente pro-inflamatdérias, podem ser liberadas por células
infectadas ou células do sistema imune, através da ativacado de PRRs. Em sua funcgéo
fisioldgica, a liberacdo de citocinas em quantidade normal € importante para facilitar o
reparo tecidual e defender o corpo da invaséo do patégeno. Entretanto, a liberacdo de
uma grande quantidade de citocinas ao mesmo tempo € uma situacao prejudicial,
conhecida como tempestade de citocinas, que causa danos teciduais em diversos
orgaos (Fig. 4b). Ja foi elucidado que outros virus da familia do Coronavirus, como o
SARS-CoV e 0 MERS-CoV, apresentam grande alteracdo do nivel de citocinas e
quimiocinas em casos graves, incluindo, IL-6, IL-18, IL-2, IL-7, IL-12, CXCL8, CXCL9
e CXCL10. Ha forte correlacdo entre o aumento dos fatores pré-inflamatérios, dano
tecidual e inflamacdo grave, levando a tempestade de citocinas (JORDAN, 2021;
WANG: et al., 2022).

O reconhecimento de antigenos do SARS-CoV-2 por células T pré-existentes
e reatividade cruzadas geradas durante a infeccéo anterior com coronavirus humano
pode contribuir para a presenca frequente de células T reativas ao SARS-CoV-2 em
pacientes com a COVID-19 (MATEUS et al., 2020; PENG et al., 2020; TRIGGLE et
al., 2021).
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1.4.2 Imunidade adaptativa humoral

Sob estimulacdo por antigenos as células B dos centros germinativos podem
proliferar e se diferenciar em plasmdcitos, produzindo e secretando anticorpos
especificos para a neutralizacéo viral. Apds a infec¢éo inicial com o0 SARS-CoV-2, as
respostas iniciais sao realizadas pela Imunoglobulina M (IgM) e Imunoglobulina A
(IgA), mas nédo esté claro se podem modificar o curso da doenca. As respostas de
Imunoglobulina G (IgG) sao subsequentes e espera-se que fornegcam imunidade ao
virus, além de inducao de respostas IgG anti-SARS-CoV-2 de alta afinidade com o
desenvolvimento de células B de memoria. Ao contrario das células T, os anticorpos
podem resultar em uma imunidade esterilizante rapida, por ndo precisar da
apresentacao do antigeno e reinicio da resposta de memaria antes que a eliminacao
do virus possa ser realizada (JORDAN, 2021) (Fig. 4a).

Individuos infectados pelo SARS-CoV-2 produzem anticorpos IgG direcionados
as proteinas virais N, S e a porcéo especifica RBD, que sao de particular relevancia
por sua alta probabilidade de ser neutralizante. Os niveis de anticorpos IgM e IgG em
pacientes com COVID-19 estéo relacionados ao diagnostico soroldgico e a previsao
de progndstico (ZHENG: et al., 2022). Aparentemente, a quantidade de anticorpos em
amostras de pacientes infectados pelo SARS-CoV-2 é dependente do nimero de RNA
viral presente: quanto menor a carga viral, menor o nivel de anticorpos presentes e a
gravidade da evolucéo clinica (ALVIN et al., 2021). Dados indicaram uma possivel
concentracdo mais baixa de anticorpos anti-SARS-CoV-2 em pacientes
assintomaticos, com rapida queda, enquanto nos sintoméaticos leves, ha um ritmo de
gueda mais lento, mas com producdo mais continua. Pacientes graves tém altos
niveis de anticorpos, especialmente IgG (FIGUEIREDO-CAMPOS et al.,, 2020;
WANG: et al., 2020; ALVIN et al., 2021).

A natureza dos anticorpos direcionados ao SARS-CoV-2 é alvo de
estudos. Artigos recentes mostraram que os anticorpos que se ligam ao RBD séao
criticos para a imunidade protetora de longo prazo e estdo associados a melhor
sobrevida do paciente, pois previnem a ligacdo da proteina S ao receptor
ECAZ2. Esses estudos chegam a concluséo de que a quantificagéo de anticorpos para
epitopos especificos oferece uma avaliacdo mais precisa da imunidade esterilizante
(BARNES et al., 2020; SECCHI et al., 2020; JORDAN, 2021). Ainda pouco se sabe
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sobre a variacao e funcao dos isotopos de IgG na infec¢do pelo SARS-CoV-2. Em
estudos que quantificaram isétopos de IgG, foi possivel observar que 1gG3 exibiu a
maior reatividade, seguida de IgG1l, enquanto 1gG2 e IgG4 nao apresentou ou
apresentou pouca reatividade aos antigenos virais (AMANAT et al.,, 2020;
WHITCOMBE et al., 2021).

Assim como na imunidade celular, pode haver uma certa reacdo imunoldgica
cruzada entre o0 SARS-CoV-2, o SARS-CoV e o0 MERS-CoV, o que pode fornecer
protecdo imunoldgica temporaria. Estudo relevante, desenvolvidos na China, mostrou
gue pode haver um anticorpo anti-Coronavirus pré-existente reconhecendo o SARS-
CoV-2 em individuos néo infectados. Ja outro estudo indicou que anticorpos anti-
SARS-CoV-2 podem apresentar reatividade cruzada ndo neutralizante com a proteina
Hemaglutinina, do virus influenza, por exemplo. Portanto, identificar epitopos
conservados visando anticorpos neutralizantes (NAbs) pode ajudar no
desenvolvimento de uma vacina universal que protege contra os coronavirus atuais e
futuros (MURUGAVELU et al., 2021; ZHENG: et al., 2021).

Apesar destas informacdes, ainda existem preocupacfes e mais estudos
precisam ser realizados para esclarecer algumas questdes. Questbes essas acerca
da relacdo da resposta humoral com a reinfeccdo pelo SARS-CoV-2, do tempo de
permanéncia do anticorpo e se o desaparecimento do anticorpo se correlaciona com

o desaparecimento da memoria especifica ao virus.
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Figura 4 — Imunidade Adaptativa contra SARS-CoV-2
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Fonte: Da Autora, 2022.

Em A) no ambiente imunoldgico normal, as células epiteliais infectadas degradam as particulas virais
e as apresentam as células T citotdxicas, que liberam granulos citotoxicos e eliminam células
infectadas. As células T auxiliares reconhecem os antigenos apresentados via APC polarizam
principalmente para Thl, levando a liberacdo de IFN-y para eliminar o virus e Th2 para desencadear
respostas imunes humorais e secrecdo de anticorpos contra 0 virus SARS-CoV-2. B) As células T
podem estar esgotadas e podem superexpressar marcadores de exaustao, incluindo PD-1. Em casos
graves de COVID-19, a producdo de citocinas, incluindo IL-183, IL-6, IL-10 e TNF-a, € aumentada
levando a geracdo de tempestade de citocinas, que induz mais resultados desfavoraveis e pode
eventualmente levar a linfopenia. J& o perfil de células Th17 produzem as citocinas, podendo levar ao
dano tecidual e a interferéncia na ativacdo de Thl. Essa figura foi criada no programa “BioRender
Customer Service”.



32

1.5 RESPOSTAS VACINAIS CONTRA O SARS-CoV-2

Com conhecimentos sobre a interacdo virus-hospedeiro podemos comecar a
compreender a agao da vacina anti-SARS-CoV-2 no organismo do hospedeiro.
Sabemos que a entrada do virus na célula ocorre através da ligacdo proteina S a
ECAZ2, por isso é necessario impedir que essa ligacdo ocorra. A vacinacdo € uma
estratégia eficaz para induzir a produgcdo de NAbs que podem limitar a infec¢éo, a

replicagéo e a transmisséo.

As vacinas atuais anti-SARS-CoV-2 séo funcionais através de mecanismos,
como reducdo da infec¢do inicial, reducdo da replicacdo viral, redu¢do do niamero e
infecciosidade das particulas virais e reducdo dos sintomas. O efeito cumulativo
desses mecanismos pode contribuir para a reducéo da transmissao viral, como iremos

abordar nessa secéo.

No Brasil hoje, existem quatro vacinas aprovadas para uso. A Pfizer € indicada
para a imunizacdo em individuos com idade igual ou superior a cinco anos. E
composta de mRNA de cadeia simples, ndo replicante, formulado em nanoparticulas
lipidicas. O RNA néo replicante entra nas células para permitir a expressao do
antigeno S, induzindo imunidade celular e producdo de anticorpos neutralizantes
contra o antigeno S (Wyeth Industria Farmacéutica Ltda, 2022). A CoronaVac é uma
vacina adsorvida covid-19 (inativada) é indicada para individuos acima de seis anos.
Com base nos ensaios clinicos completos da vacina, infere-se que a vacina pode ter
potencial imune para produzir anticorpos neutralizantes (Instituto Butantan, 2022). A
Janssen € uma vacina indicada para individuos acima de 18 anos. Composta por um
vetor de adenovirus humano recombinante nao replicante, que codifica a proteina S
de comprimento total (JANSSEN, 2022). Ja a vacina Covid-19 (recombinante),
AstraZeneca, € indicada para a imunizacg&o ativa de individuos a partir de 18 anos. E
composta por um unico vetor adenovirus recombinante de chimpanzé, deficiente para
replicagdo (ChAdOx1), que expressa a proteina S (Instituto de Tecnologia em
Imunobiologicos Bio-Manguinhos / Fiocruz, 2022). Ambas as vacinas expressam a
proteina S transitoriamente, estimulando a resposta humoral e celular especifica anti-
S (Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos Bio-Manguinhos / Fiocruz, 2022;
JANSSEN, 2022) (Fig. 5).
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Figura 5 — Vacinas anti-SARS-CoV-2 administradas no Brasil.
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Fonte: Da Autora, 2022.

A Pfizer é composta de mRNA de cadeia simples, ndo replicante, formulado em nanoparticulas
lipidicas. A CoronaVac é uma vacina com virus inativado. A Janssen é composta por um vetor de
adenovirus humano recombinante nao replicante, que codifica a proteina S de comprimento total. A
AstraZeneca é composta por um unico vetor adenovirus recombinante de chimpanzé, deficiente para
replicacdo, que expressa a proteina S. Essa figura foi criada no programa “BioRender Customer
Service”.

De todas as vacinas para o SARS-CoV-2 atualmente aprovadas para uso no
Brasil espera-se que induzam NAbs na circulacé@o e nas superficies de mucosas que
revestem o epitélio do trato respiratério, porém essa geracdo pode ser
limitada. Estudos mostraram que algumas vacinas, como a Ad26.COV2.S da Johnson
& Johnson-Janssen, nao induziu anticorpos neutralizantes IgA ou IgG na saliva
(NAHASS et al., 2021), ja outras como a BNT162b2 da BioNtech, Pfizer e mMRNA-1273
da Moderna induziu NAbs de IgA e IgG na saliva de pacientes vacinados (KETAS et
al., 2021; MOHAMED et al., 2021; NAHASS et al., 2021). A quantidade e qualidade
do nivel de producdo de NAbs na mucosa junto com o mecanismo da vacina sao 0s
fatores que possivelmente influenciam se essas vacinas induzem imunidade

esterilizante, ainda precisando ser mais bem determinado.
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Além de concentracfes suficientes de NAbs, a imunidade induzida por vacina
deve induzir a producao de anticorpos nao neutralizantes e células imunes adaptativas
de memoria, para o SARS-CoV-2 ndo conseguir infectar as células e proliferar. Nos
participantes imunizados com duas doses de BNT162b1, as concentracdes séricas
meédias de IgG, marcadores de atividade de células T CD8* e marcadores de atividade
de células T CD4* mediadas por Thl aumentaram (SAHIN et al.,, 2020), com
resultados semelhantes em pacientes administrados com duas doses de mRNA-1273
(ANDERSON et al.,, 2020). Esses dados sugerem que as vacinas atualmente
aprovadas geram resposta imune que consequentemente podem reduzir a carga viral

em individuos infectados, limitando a replicacéo viral na mucosa.

A infeccéo e a replicagdo do SARS-CoV-2 levam aos sintomas caracteristicos
da COVID-19. Esses sintomas podem impactar diretamente na disseminacéo do virus.
Como ja é conhecido, uma das acfes mais importantes da vacina € a eficacia em
casos de infecgBes sintomaticas graves. A diminuicdo da sintomatologia diminui a
possibilidade de transmissao, assim como reduz a carga viral (MOSTAGHIMI et al.,
2021).

Com a imunidade induzida pela vacinagdo bloqueando a infeccdo e a
replicacdo intra-hospedeiro, ira possivelmente diminuir a taxa de transmissao inter-
hospedeiro devido a pequena carga viral. Um estudo demonstrou que em pessoas
vacinadas e positivas para COVID-19, a carga viral era 2 a 4 vezes menor do que em
pessoas nao vacinadas (CALLAWAY et al., 2021). Outro estudo, avaliando a
quantidade de RNA viral presente em swabs nasais, mostrou que a carga viral do
SARS-CoV-2 em individuos COVID-19 positivos e vacinados € 1,6 a 20 vezes menor
do que a carga viral presente em infectados e néo vacinados (LEVINE-TIEFENBRUN
et al., 2021). Esses fatos devem-se a imunidade direcionada pela vacinagao por meio
da inducéo de anticorpos que podem revestir 0 virus, que, por meio de impedimento
estérico ou fixacdo do complemento, pode impedir que os virions infectem
hospedeiros suscetiveis, reduzindo a disseminacdo viral através da reducdo do
namero de particulas infecciosas e a infectividade das particulas virais na mucosa do
trato respiratério (MOSTAGHIMI et al., 2021).

Profissionais envolvidos no manejo dos pacientes com suspeita ou

confirmacgdo de infeccdo pelo SARS-CoV-2, bem como cientistas e técnicos de
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laboratorios envolvidos nas pesquisas da COVID-19, estdo entre 0s grupos mais
expostos ao contagio, e o desenvolvimento de doenca sintomatica por estes
individuos gera, além do impacto em sua saude, fragilizacdo do sistema de saude
como um todo (VINCENT; SLUTSKY, 2020). Este risco ocupacional tem sido
apontado por diversos grupos de pesquisa, com a proposicdo de diversas
estratégias para minimizar sua ocorréncia (BASILE et al., 2020; HUH, 2020; KOH,
2020; MALHOTRA et al., 2020; ZHANG: et al., 2020). Os efeitos deletérios deste
risco sao potencializados pelos efeitos do estresse deste manejo sobre a saude
destes profissionais (LAI et al., 2020; XIANG et al., 2020).

Contudo, devido a grande demanda por diagndsticos, no Brasil, apenas
pacientes sintomaticos com agravamento de sintomas estdo sendo testados para
0 SARS-CoV-2,levando a uma subnotificacdo de casos. Por consequéncia,
apenas no caso da manifestacdo e agravamento de sintomas que sugiram a COVID-
19 profissionais de salude e cientistas serdo avaliados quanto a infeccdo pelo
SARS-CoV-2 e, potencialmente, incluidos em estudos de avaliagdo da dindmica
da resposta imune. Neste sentido, consideramos urgente a avaliacdo dos
profissionais de saude envolvidos no combate a COVID-19, mesmo na atual
politica de testagem de casos suspeitos, jA que, alternativamente, a presenca
de anticorpos anti-SARS-CoV-2 pode apontar prévia exposicdo, auxiliando na
determinacdo da quantidade de profissionais anteriormente infectados que se
mantiveram assintomaticos (LIs et al., 2020; BROBERG et al, 2022), bem a
determinacdo do padrdo da producdo de citocinas durante a pandemia podem
permitir a avaliagcdo prospectiva da resposta imune destes profissionais.

Ainda é necesséario estudos da resposta imune durante a COVID-19,
principalmente em pacientes n&o graves ou assintomaticos. Profissionais de saude
da atencdo aos pacientes e pesquisadores estdo na linha de frente do combate a
COVID-19, mas as caracteristicas da resposta imune e sua dindmica durante a
pandemia ainda ndo tem sido completamente avaliada. A andlise da producdo de
anticorpos anti-SARS-CoV-2 e a determinacdo da intensidade e da natureza da
resposta inflamatoéria durante o curso da infeccdo poderdo ser Uteis na prospeccao
de biomarcadores de evolugéo e progndstico e apontar mais claramente a proporgcéo

de individuos infectados, mas assintométicos e as repercussodes desta infec¢cdo no
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meédio prazo sobre a resposta imune. Este tema tem preocupado a comunidade e
levando a criagdo de um conjunto de recomendacfes partindo das sociedades
médicas especializadas em todo o mundo, como o uso de méscaras e alcool em gel,

além do distanciamento social.
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2 JUSTIFICATIVA

Dados atualizados em tempo real pela Johns Hopkins University and Medicine
mostram que até 22/06/2022, 540.963.088 pessoas foram infectadas pelo SARS-CoV-
2 em todo mundo e 6.323.007 evoluiram para o Obito. Profissionais de saude estédo
na linha de frente do atendimento dos pacientes com COVID-19 e da pesquisa dos
mecanismos da doenca, de tratamentos e profilaxia, maximizando o possivel contagio
com o SARS-CoV-2. Identificar a prevaléncia da infeccdo, as caracteristicas da
resposta imune de profissionais de saude atuantes nas diversas frentes de combate
a COVID-19, provenientes da infeccdo ou vacinacdo, é crucial para delinear
estratégias que visem minimizar o impacto neste grupo e determinar sua posicao na

cadeia epidemioldgica de transmissdo do SARS-CoV-2.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar a prevaléncia da infec¢cdo pelo SARS-CoV-2, além do padrdo da
resposta imune humoral e celular em profissionais envolvidos no manejo dos
pacientes com suspeita ou confirmacédo de infeccdo pelo SARS-CoV-2, bem como
cientistas e técnicos de laboratérios envolvidos nas pesquisas da COVID-19. Assim,
com a sorologia de anticorpos anti-SARS-CoV-2, indicando provavel infec¢éo prévia,
conseguir determinar sua posi¢ao e atuacdo na cadeia epidemiolégica de transmisséo
do SARS-CoV-2.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Avaliar, em profissionais de saude e pesquisadores, a presenca de anticorpos anti-

SARS-Cov-2 no sangue periférico ao longo da pandemia da COVID-19.

2) Determinar as alteragdes na resposta imune celular e humoral anti-SARS-Cov-2 ao

longo da pandemia da COVID-19, com analise em tempos distintos.

3) Correlacionar os dados acima com a apresentacao clinica da infeccdo e com o
desfecho, através de dados ocupacionais e de pré-exposicdo a COVID-19 e/ou

vacinacao, por formulario de pesquisa.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do  Triangulo Mineiro (UFTM), protocolado com  ndmero
31484220.0.0000.8667 (ANEXO A). Todos os voluntarios foram informados sobre os
riscos e beneficios deste estudo e assinaram o Termo de consentimento livre e

esclarecido (TCLE) (ANEXO B) ap6s esclarecimento.

4.2 POPULACAO ALVO

Profissionais de saude envolvidos no manejo de pacientes, manipulacdo de
amostras suspeitas de COVID-19 ou pesquisa cientifica relacionada as amostras
de pacientes potencialmente infectados ou diagnosticados com a infeccado pelo
SARS-CoV-2, no Hospital Regional e Hospital de Clinicas-UFTM, na macrorregido de
Uberaba, Minas Gerais (MG), Brasil.

4.3 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO DOS PARTICIPANTES

Serdo incluidos profissionais de saude que estejam envolvidos manejo de
pacientes, manipulacdo de amostras suspeitas de COVID-19 ou pesquisa cientifica
relacionada as amostras de pacientes potencialmente infectados ou diagnosticados
com a infeccdo pelo SARS-CoV-2, estabelecidos pelo MS-Br, podendo possuir
comorbidades indicadas no Anexo C. Serdo excluidos profissionais de saude

portadores de imunodeficiéncia, de doengas autoimune ou tumores.
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4.4 COLETA DE DADOS E AMOSTRAS

Profissionais da saude do Hospital de Clinicas da UFTM e Hospital Regional,
em Uberaba-MG, foram recrutados para pesquisa. Sendo divididos em profissionais
gue trabalham com atividades assisténcias, administrativas ou ambas (Organograma
1 e Anexo D). Foram obtidos o consentimento livre e esclarecido, amostra biologica e
coleta de dados ocupacionais e de pré-exposicdo a COVID-19 e/ou vacinacao,
através de formulario de pesquisa (ANEXO E), em dois tempos distintos, com

diferenca minima de 6 meses entre as coletas de cada doador.

Organograma 1 — Atividade laboral de acordo com tempo de coleta

188 atividade assistencial
267 profissionais - 38 atividade administrativa

41 atividade ASS + ADM
Perda de 130 -
profissionais -

87 atividade assistencial

137 profissionais - 26 atividade administrativa

24 atividade ASS + ADM

Fonte: Da Autora, 2022.
Numero de profissionais que desempenham casa atividade laboral: assistencial, administrativa ou
ambas. Dividido em primeira e segunda coleta, com diferen¢ca de 6 meses entre as coletas.

4.4.1 Coleta de dados

Os voluntarios apés assinar o TCLE foram submetidos nos dois momentos de
coleta a um formulario de pesquisa com diversas perguntas, presente no ANEXO E.

O formulario foi aplicado através da plataforma Google Forms.
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4.4.2 Coleta de amostras

Juntamente com a coleta de dados foram coletadas amostras de sangue
periférico, através de puncgéo venosa em tubo a vacuo com Acido etilenodiaminotetra-
acético (EDTA) ou com gel separador. A utilizagdo do anticoagulante EDTA e a
obtencdo do plasma para dosagem de anticorpos foi decidida pelo fato de possuir
maior concentracao de alguns componentes, por conter fibrinogénio e outros fatores
de coagulacado, tem maior viscosidade e teor de proteina total. J4 a utilizacao do gel
separador e a obtencdo do soro foi decidida pelo fato de possuir niveis séricos de
algumas proteinas mais elevados e o gel separador minimizam a adsorcao de alguns
analitos. Ap6s a indicacdo desses fatores, também € necessario pensar que a
degradacdo de elementos do sangue, como proteinas, inicia apés o0 momento da
coleta, e os anticorpos sdo mais resistentes a essa degradacao o que as citocinas
(BOWEN; REMALEY, 2014; WHO2, 2002).

Uma segunda amostra de sangue periférico foi coletada em um periodo maior
gue seis meses apos a primeira coleta. Todas as amostras foram centrifugadas e o
soro/plasma armazenados a -80°C até o momento das analises por Ensaio
imunoenzimético (ELISA/EIE). A utilizacdo desse ensaio é indicada para vigilancia em
saude publica, fins epidemiolégicos e pesquisa cientifica. Além de que, os testes de
anticorpos podem ser produzidos para detectar diferentes alvos virais, sendo assim,
testes especificos podem ser necessarios para avaliar os anticorpos originados de

infecgcdes anteriores ou da vacinagao (CDC, 2022).

4.5 QUANTIFICACAO DE ANTICORPOS

Foram dosados IgG total e suas subclasses, IgG1 e IgG3, além de IgM. Todas
as imunoglobulinas foram quantificadas através do kit de EIE COVID-19 IgG Bio-
Manguinhos (Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos — Bio-Manguinhos/
FIOCRUZ), baseados na reatividade contra a proteina N do virus, utilizando plasma.
A 1gG foi determinada de acordo com a bula do kit. As IgG subclasses (IgG1/lgG3) e
IgM foram realizadas de forma adaptada, através de padronizacdo utilizando curva
padrdo. Resultados foram expressos em indice de ELISA, através do calculo da
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densidade Optica, obtida pelo Leitor de ELISA, divido pelo Cut-Off, obtido pelo céalculo

presente na bula do kit.

Para a dosagem de IgG total foram inseridas amostras de plasma e os
controles diluidos com o reagente diluente do kit (1:100), por 30 minutos a 37°C. As
placas foram lavadas com o tampdo de lavagem do kit. O anticorpo secundario
conjugado com a enzima peroxidase foi diluido em reagente diluente do kit (1:100),
incubado por uma hora a 37°C. Seguindo a lavagem foi utilizado Tetrametilbenzidina
(TMB), a solucéo reveladora do kit, por 10 minutos no escuro e a reacao de revelacao

bloqueada com o acido sulfarico (2M) do kit.

A dosagem das subclasses iniciou-se com a diluicdo dos plasmas e controles
com o reagente diluente do kit (1:10), por 30 minutos a 37°C. As lavagens entre as
etapas foram feitas com o tampéao de lavagem presente no kit. O anticorpo secundario
especifico para cada subclasse e a enzima Estreptavidina-Biotina foram diluidos com
o reagente diluente do kit (1:50), por uma hora a 37°C. Seguindo a lavagem foi
utilizado TMB, a solucéo reveladora do kit, por 30 minutos no escuro e a reacao de

revelacao blogueada com o &cido sulfurico (2M) do kit.

A quantificacao de IgM iniciou também com a diluicdo dos plasmas e controles
com o reagente diluente do kit (1:100), mantendo incubado por 30 minutos a 37°C. O
anticorpo secundario conjugado foi diluido com o reagente diluente do kit (1:2000),
incubado por uma hora a 37°C. Ap6s a insercdo da solugcao com anticorpo primeiro e
secundario, houve lavagem entre as etapas com o tampao de lavagem do kit. A
reacao foi revelada com o substrato TMB, por 5 minutos no escuro e a reacao de

revelacao blogueada com o &cido sulftrico (2M) do kit.

4.6 QUANTIFICACAO DE CITOCINAS

As citocinas foram quantificadas em soro de acordo com a bula do kit comercial
de ELISA de cada fabricante: IFN-y (BD BIOSCIENCES, EUA), TNF-q, IL-6 e IL-10
(R&D Systems). Resultados foram expressos em pg/mL, através do calculo da
densidade Optica, obtida pelo Leitor de ELISA, levando em consideracdo a curva

padréo.
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Para ensaios quantificadores de IFN-y, as placas de micro pocos foram
sensibilizadas com 50 pL/poc¢o de solugao de anticorpo de captura diluido em coating
carbonato, de Carbonato de sédio e Bicarbonato de sdédio, (1:250) e incubadas
durante a noite a 4°C. No dia seguinte, a placa de ELISA foi bloqueada com 150
pL/poco de solucédo PBS 1x + Albumina de soro bovino (BSA) 2%, por quatro horas a
4°C. Amostras de soro, 50 uL cada, de diluigdo 1:2 foram usadas para os ensaios de
ELISA, assim como curva padréo iniciando a diluicao em 1:2. As diluicbes das
amostras e curva foram preparadas em PBS+BSA 2%, incubadas durante a noite a
4°C. Anticorpos secundarios e enzima Estreptovidina-Biotina foram usados em
diluicdes de 1:250 por quatro horas em temperatura ambiente, no escuro. Apos cada
etapa realizada as placas foram lavadas com solu¢do de Tampao fosfato-salino (PBS)
1x + Tween 0,5%. A reacéo ELISA foi desenvolvida com substrato TMB, para reacao

colorimétrica, e bloqueada com &cido sulfarico (1M).

Para ensaios quantificadores de TNF-a, IL-6 e IL-10, as placas de micro pogos
foram sensibilizadas com 50 pL/poco de solugdo de anticorpo de captura diluido em
PBS 1x (1:120) e incubadas durante a noite a 4°C. No dia seguinte, a placa de ELISA
foi bloqueada com 150 pL/poco de solucédo PBS 1x + Albumina de soro bovino (BSA)
1%, por quatro horas a 4°C. Amostras de soro, 50 pyL cada, de diluicdo 1:2 foram
usadas para os ensaios de ELISA, assim como curva padréo iniciando a diluicdo em
1:2. As diluicdes das amostras e curva foram preparadas em PBS+BSA 1%,
incubadas durante a noite a 4°C. Anticorpos secundarios e enzima Estreptovidina-
Biotina foram usados em dilui¢cdes diferentes para cada citocina, por quatro horas em
temperatura ambiente, no escuro. A diluicdo utilizada para TNF-a foi de 1:40, para IL-
6 foi 1:180 e IL-10 de 1:60. ApOs cada etapa realizada as placas foram lavadas com
solucdo de Tampéo fosfato-salino (PBS) 1x + Tween 0,5%. A reacdo ELISA foi
desenvolvida com substrato TMB, para reacao colorimétrica por 20 minutos, e

blogueada com &cido sulfurico (1M).

4.7 ANALISES ESTATISTICAS

A andlise estatistica foi realizada utilizando os programas Excel (Microsoft
Office 365, versédo 2204, ano 2022) e GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc,
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versao 8.0.2, ano 2019). Os testes utilizados foram teste de Wilcoxon (pareados nao
paramétricos), teste-t, Mann Whitney, teste Kruskal-Wallis (multiplas comparacdes),
teste qui-quadrado, além do teste de concordancia Kappa. A correlacao de subclasses
foi definida pelo teste de Correlagdo. Testes foram considerados significantes para
p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 PADRAO DA IMUNIDADE HUMORAL DOS PROFISSIONAIS DA SAUDE.

5.1.1 Dados clinico-epidemiolégicos

Neste estudo, levamos em consideracdo que na dosagem de anticorpos um
resultado negativo ndo exclui a infeccdo por SARS-CoV-2, mas o resultado positivo
pode indicar fortemente a positividade para infec¢do anterior pelo Coronavirus. Por
isso, realizamos 2 avaliacdes da positividade de profissionais de saude para a COVID-
19, utilizando metodologia de determinacgéo de anticorpos anti-Sars-CoV-2, baseados
na reatividade contra a proteina N do virus. Além de quantificar anticorpos, também
aplicamos o formulario de pesquisa em ambas as coletas, e através das informacdes
obtidas por ele, relacionamos os produtos da imunidade dosados e informacdes
teoricas. A primeira coleta foi realizada entre dezembro de 2020 e margo de 2021,
periodo no qual a grande maioria dos nossos voluntarios ndo haviam sido vacinados.
Essa avaliacdo contou a participacdo de 267 profissionais alocados em 2 hospitais
envolvidos no combate a COVID-19 em Uberaba-MG: Hospital de Clinicas-UFTM e
Hospital Regional.

Em relacdo a positividade na sorologia para anticorpos IgG anti-proteina N do
SARS-CoV-2, 36,7% dos voluntarios apresentaram teste positivo, 58,8% teste
negativo e 4,5% resultado indeterminado (zona cinza). Nao houve diferengas na
proporc¢ao dos resultados em relacdo ao sexo dos voluntéarios, idade, IMC ou presenca

de comorbidades ou tipagem sanguinea para sistema ABO.

Em relac&o ao tipo de atividade laboral desenvolvida pelos profissionais, houve
um aumento de resultados positivos naqueles que desenvolviam atividades
assistenciais, 44,7%, em relacdo aos que desempenhavam atividades
administrativas, 5,3%, com um percentual intermediario naqueles que
desempenhavam ambas as atividades, 29,3% (p < 0,0001, teste de Qui-quadrado).

Neste sentido, houve uma tendéncia de maior positividade naqueles profissionais que
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atendiam diretamente os pacientes com a COVID-19 internados (43,2% vs 30,6%, p
= 0,06, teste de Qui-quadrado). N&o houve diferenca na proporcéao de testes positivos
entre profissionais que tiveram contato ou ndo com colegas de trabalho afastados por
COVID-109.

Em relacéo aos resultados da sorologia e o autorrelato de COVID-19 prévia ou
exame realizado anteriormente (PCR, teste rapido para antigeno ou anticorpo e
sorologia), observamos uma concordancia fraca tanto em relacdo ao relato do
resultado de testes anteriores para COVID-19 quanto de desenvolvimento prévio da
doenca (k=0,38 e k=0,53, respectivamente). Em relacao a vacinacdo, que para os
profissionais de salde estava em seus primeiros estagios quando da primeira
avaliacdo, 71 individuos haviam recebido a primeira dose e nenhum participante havia
sido imunizado com 2 doses. Nao houve diferenca na proporcéo de testes positivos
entre vacinados e nao vacinados (p = 0,14), neste primeiro momento todos o0s

participantes que foram imunizados receberam a Coronavac.

Uma segunda avaliacdo foi realizada a partir de agosto de 2021, com um
intervalo de 6 a 8 meses entre as coletas. Esta segunda avaliacdo contou com a
participacdo de 137 voluntérios, todos estes avaliados anteriormente. Na segunda
avaliacdo, apenas 18 (13,3%) dos profissionais apresentaram sorologia para
anticorpos IgG anti-proteina N do SARS-CoV-2 (utilizando a mesma metodologia e kit
diagnéstico da primeira avaliacdo), sendo que 9 destes ja estavam positivos
previamente. Trinta e trés profissionais previamente positivos para a COVID-19
negativaram o teste e dois apresentaram o0 segundo exame com resultado

indeterminado. Todos esses resultados estdo na tabela 1.



Tabela 1 - Dados clinico-epidemiolégicos
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Casuistica

Sexo
Masculino

Feminino

IMC
Abaixo do peso
Peso Normal
Sobrepeso
Obesidade

N&o informado

Comorbidades
Sim
Nao

Nao relatada

IgG anti-Sars-Cov2 - Primeira coleta

Indeterminada

IgG anti-Sars-Cov2 - Segunda coleta

Indeterminada

Positiva (%)  Negativa (%) (%) Total Positiva (%)  Negativa (%) (%) Total
98 (36,7%) 157 (58,8%) 12 (4,5%) 267 18 (13,1%) 116 (84,7%) 3 (2,2%) 137
Positi . Indeterminada - . Indeterminada
ositiva (%) Negativa (%) (%) Valor de p Positiva (%) Negativa (%) (%) Valor de p
28 (31,1%) 58 (64,4%) 4 (4,4%) 7 (16,7%) 34 (80,9%) 1 (2,4%)
0,388 0,71
70 (39,6%) 99 (56,9%) 8 (4,5%) 11 (11,6%) 82 (86,3%) 2 (2,1%)
0 1 (100%) 0 0 0 0
12 (33,3%) 21 (58,3%) 3 (8,3%) 4 (8,7%) 41 (89,1%) 1 (2,2%)
20 (37,7%) 30 (56,6%) 3 (5,7%) 0,912 4 (8,3%) 42 (87,5%) 2 (4,2%) 0,001
12 (40%) 17 (56,7%) 1 (3,3%) 10 (33,3%) 20 (66,7%) 0 (0%)
54 (39,7%) 78 (57,4%) 4 (2,9%) 0 (0%) 8 (100%) 0 (0%)
33 (34,7%) 60 (63,2%) 2 (2,1%) 9 (18,4%) 40 (81,6%) 0 (0%)
65 (38,9%) 94 (56,3%) 8 (4,8%) 0,012 9 (10,5%) 74 (86%) 3 (3,5%) 0,485
0 (0%) 1 (50%) 1 (50%) 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%)




Tipagem ABO

A

B
AB

O

Nao sabe/Néao

relatou
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Atividade no servi¢o de saude

Assistencial

(Ass)

Administrativa

(Adm)

Ass + Adm

Pacientes internados

Sim

Nao

Sim

20 (31,7%) 38 (60,3%) 5 (7,9%) 6 (11,8%) 44 (86,3%) 1 (1,9%)
8 (42,1%) 10 (52,6%) 1 (5,3%) 3 (16,7%) 15 (83,3%) 0 (0%)
1(12,5%) 7 (87,5%) 0 (0%) 0525 0 (0%) 4 (100%) 0 (0%) 0955
19 (33,3%) 36 (63,2%) 2 (3,5%) 7 (14,3%) 40 (81,6%) 2 (4,1%)
50 (41,7%) 66 (55%) 4 (3,3%) 2 (13,3%) 13 (86,7%) 0 (0%)
84 (44,7%) 95 (50,5%) 9 (4,8%) 9 (10,3%) 76 (87,4%) 2 (2,3%)
2 (5.3%) 35 (92,1%) 1(2,6%) 0,001 5 (19,2%) 21 (80,8%) 0 (0%) 0611
12 (29,3%) 27 (65,8%) 2 (4,9%) 4 (16,7%) 19 (79,2%) 1 (4,1%)
Contato com individuos com COVID-19 confirmada ou suspeita
60 (43,2%) 72 (51,8%) 7 (5%) 7 (11,7%) 52 (86,7%) 1 (1,6%)
0,061 0,803
38 (30,6%) 82 (66,1%) 4 (3,2%) 11 (14,7%) 62 (82,7%) 2 (2,6%)
Colaboradores no ambiente de trabalho
86 (38,4%) 127 (56,7%) 11 (4,9%) 15 (13,3%) 96 (84,9%) 2 (1,8%)
0,189 0,718
12 (30,8) 27 (69,2%) 0 (0%) 3 (13,7%) 18 (81,8%) 1 (4,5%)

Nao




Exame para COVID-19 previamente positivo
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Sim 65 (61,9%) 35 (33,3%) 5 (4,7%) k=0,38 (teste 9 (21,9%) 31 (75,6%) 1 (2,4%) k=0,09 (teste
Néo 30 (25%) 84 (70%) 6 (5%) conco(igéncia 9 (13,4%) 56 (83,6%) 2 (3%) concoolgéncia
N&o realizado 3 (7,3%) 37 (90,2%) 1 (2,4%) de Kappa) 0 (0%) 28 (100%) 0 (0%) de Kappa)
Autorelato de COVID-19 prévia
Sim 55 (70,1%) 18 (23,1%) 5 (6,4%) 9 (29,1%) 21 (67,7%) 1 (3,2%)
k=0,53 (teste k=0,26 (teste
N&o 29 (18,7%) 120 (77,4%) 6 (3,9%) de 7 (7,6%) 84 (90,3%) 2 (2,1%) de
) concordéancia concordancia
SuSpseiltma que 14 (45,2%) 17 (54,8%) 0 (0%) de Kappa) 2 (16,7%) 10 (83,3%) 0 (0%) de Kappa)
Vacinagéo prévia a primeira coleta de amostras
Sim 21 (28,8%) 50 (68,5%) 2 (2,7%) 7 (14,6%) 40 (83,3%) 1(2,1%)
0,11 0,933
N&o 77 (40,3%) 104 (54,4%) 10 (5,2%) 11 (12,4%) 76 (85,4%) 2 (2,2%)

Fonte: Da Autora, 2022.

Avaliacdes da positividade de profissionais de saude para COVID-19, utilizando metodologia de determinacao de anticorpos anti-Sars-CoV-2 pelo método de
ELISA. Os resultados foram expressos em mediana Indice ELISA. Todos considerados significativos para p<0,05 *, teste aplicado qui-quadrado. Teste de
concordancia de Kappa, considerado perfeito préximo de 1.
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5.1.2 Producéo de IgG total e IgM

Quantificamos a concentracdo de anticorpos IgG total e IgM no sangue dos
voluntarios. Constatamos que a concentracdo de IgG total diminui significativamente
guando comparados os valores da primeira e segunda coleta (Figura 6a), mas ao

analisar IgM foi visto o inverso, um aumento na segunda coleta em relacao a primeira
coleta (Fig. 6b).

Figura 6 — Nivel de IgG total e IgM em duas coletas
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Fonte: Da Autora, 2022.

Nivel de IgG total e IgM medidos nas amostras das duas coletas pelo método de ELISA. Os resultados
foram expressos em mediana indice ELISA. Todos considerados significativos para p<0,05, teste
aplicado Wilcoxon. **** diferenca significativa de <0,0001 entre primeira e segunda coleta. a) Nivel de
IgG total na primeira e segunda coleta. b) Nivel de IgM na primeira e segunda coleta.

5.1.3 Nivel de IgG total em relacéo as atividades laborais

O nivel de IgG total dos profissionais com diferentes atividades laborais
apresentou diferengas significantes (Fig. 7). Podemos observar a diminuicdo
significativa desse anticorpo em questdo entre a primeira e segunda coleta nos
profissionais com atividade relacionada a Assisténcia e Administrativa + Assistencial.
Ja ao comparar as primeiras coletas dos trés tipos de atividades, vemos diminui¢ao

significativa entre os profissionais assistenciais e administrativos.
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Figura 7 — Nivel de IgG total em diferentes atividades laborais
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Fonte: Da Autora, 2022.

Nivel de 1gG total em profissionais com diferentes atividades laborais, medido nas amostras das duas
coletas pelo método de ELISA. Os resultados foram expressos em mediana indice ELISA. Todos
considerados significativos para p<0,05, teste aplicado Wilcoxon. *** diferenca significativa de 0,0004
entre primeira e segunda coleta em voluntarios com atividade Administrativa + Assistencial. ****
diferenca significativa de <0,0001 entre primeira e segunda coleta em voluntarios com atividade
Assistencial. Todos considerados significativos para p<0,05, teste aplicado Kruskal-Wallis (multiplas
comparacgdes). «++ diferenca significativa de 0,0009 entre as primeiras coletas em voluntarios com
atividade Assistencial e Administrativa.

5.1.4 Nivel de IgG total em relacdo ao contato dos profissionais com individuos

positivados

Dosamos o nivel de IgG total dos profissionais que tiveram contato ou ndo com
pacientes ou colaboradores do hospital positivados (Fig. 8). E possivel identificar
diferenca significativa através da queda de IgG total entre a primeira e segunda coleta
de voluntarios que tiveram contato ou ndo com pacientes ou colaboradores
positivados (Fig. 8a e b). Entretanto, ao relacionar as primeiras coletas dos individuos
gue nao tiveram e tiveram contato com pacientes positivados, observamos aumento

estatistico de 1gG total naqueles que tiveram contato com esses pacientes (Fig. 8a).
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Figura 8 — Nivel de IgG total em diferentes classes de individuos positivados
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Fonte: Da Autora, 2022.

Nivel de IgG total em profissionais que fizeram contato com pacientes e colaboradores positivados,
medido nas amostras das duas coletas pelo método de ELISA. Os resultados foram expressos em
mediana indice ELISA. Todos considerados significativos para p<0,05, teste aplicado Wilcoxon. ****
diferenca significativa de <0,0001 entre primeira e segunda coleta em voluntérios que ndo tiveram
contato com pacientes positivados. **** diferenca significativa de <0,0001 entre primeira e segunda
coleta em voluntarios que tiveram contato com pacientes ou colaboradores positivados. ** diferenca
significativa de 0,0011 entre primeira e segunda coleta em voluntarios que nao tiveram contato com
colaboradores positivados. Todos considerados significativos para p<0,05, teste aplicado Kruskal-
Wallis (multiplas comparagdes). ¢ diferenca significativa de 0,0173 entre as primeiras coletas em
voluntarios que nédo tiveram contato e que tiveram contato com pacientes positivados.

5.1.5 Nivel de IgG total em relacédo a exposicao prévia ao SARS-CoV-2

No questionario ao qual os participantes foram submetidos, eles relataram se
ja haviam tido, ndo tido ou suspeitavam ter tido exposicéo prévia ao SARS-CoV-2,
assim como se ja haviam realizado exames diagndésticos. Ao analisar o nivel de IgG
total dos profissionais que autorrelatam nao ter tido, ter tido ou suspeita que teve
exposicdo prévia ao SARS-CoV-2 em algum momento anterior as coletas,
observamos que ha diminuicéo significativa entre a primeira e segunda coleta de todas
as condi¢cdes. Quando comparamos as primeiras coletas das mesmas condicdes,
vimos que ha aumento estatistico de IgG total nos individuos que autorrelataram ter
tido ou que suspeitavam ter tido exposicdo prévia ao SARS-CoV-2 quando
comparados com os que acreditavam nao ter tido (Fig. 9a). Ja em relacdo aos exames
diagnosticos realizados (informagdes obtidas no formulario de pesquisa aplicado)

houve queda significativa do anticorpo entre a primeira e segunda coleta dos que
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foram positivos, negativos ou nao realizaram exames. Relacionando somente as
primeiras coletas, também vimos a diminuicdo significativa a de IgG total nos
pacientes que foram negativos ou que ndo realizaram exames, comparado com

aqueles positivos em algum exame diagnostico para a COVID-19 (Fig. 9b).

Figura 9 — Nivel de IgG total em autorrelato ou exames para a COVID-19
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Fonte: Da Autora, 2022.

Nivel de IgG total em profissionais que autorrelataram infeccdo por SARS-CoV-2 ou exames
confirmatorios, medido nas amostras das duas coletas pelo método de ELISA. Os resultados foram
expressos em mediana indice ELISA. Todos considerados significativos para p<0,05, teste aplicado
Wilcoxon. **** diferenca significativa de <0,0001 entre primeira e segunda coleta em voluntarios que
autorrelatam ter tido ou ndo a COVID-19, assim como 0s que apresentaram algum exame positivo ou
negativo. *** diferenca significativa de 0,0001 entre primeira e segunda coleta em voluntarios que
apenas suspeitam ter tido a COVID-19 / voluntarios que ndo realizaram nenhum exame diagnéstico.
Todos considerados significativos para p<0,05, teste aplicado t-teste. * diferenca significativa de 0,0109
entre primeira e segunda coleta em voluntarios que apenas suspeitam ter tido a COVID-19. Todos
considerados significativos para p<0,05, teste aplicado Kruskal-Wallis (multiplas comparagdes). see*
diferenca significativa de <0,0001 entre as primeiras coletas entre voluntarios que autorrelataram n&o
ter tido a COVID-19 e ter tido, e entre voluntarios que foram positivos e 0s negativos em algum exame
diagnéstico realizado. « diferenca significativa de 0,0025 entre as primeiras coletas entre voluntarios
gue autorrelataram néo ter tido a COVID-19 e os que suspeitam que tiveram, e entre voluntarios que
foram positivos e os que nao realizaram exame diagnéstico.

5.1.6 Nivel de IgG total em relacéo as vacinas anti-SARS-CoV-2

Quantificando o nivel de IgG total e cruzando com os dados sobre a vacinagao

foi possivel observar que tanto os profissionais que ndo tomaram a vacina contra o
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SARS-CoV-2, quanto os que tomaram ao menos uma dose, houve diminuicdo
significativa dos niveis entre a primeira e segunda coleta (Fig. 10a). Somente aqueles
voluntarios que tomaram ao menos uma dose antes da segunda coleta tiveram
diminuicao significativa de IgG total da primeira para a segunda coleta. Comparando
a segunda coleta entre os voluntarios que ndo tomaram e 0s que tomaram ao menos
uma dose antes da segunda coleta, vemos aumento significativo de IgG total naqueles
que tomaram a vacina (Fig. 10b). Também analisamos qual vacina foi administrada
nos participantes, demonstrou a mesma diminuic¢ao significativa de anticorpos entre a
primeira e segunda coleta nos vacinados com AstraZeneca ou Coronavac, mas ao
comparar as segundas coletas dos individuos vacinados com essas vacinas indicou
aumento significativo de IgG total naqueles que foram administradas doses da
CoronaVac. Os niveis relacionados com a Pfizer ndo sofreram diferencas

significativas (Fig. 10c).
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Figura 10 — Nivel de IgG total em relacdo as vacinas anti-SARS-CoV-2
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Fonte: Da Autora, 2022.

Nivel de 1gG total em profissionais que tomaram ou ndo a vacina contra SARS-CoV-2, medido nas
amostras das duas coletas pelo método de ELISA. Os resultados foram expressos em mediana indice
ELISA. Todos considerados significativos para p<0,05, teste aplicado Wilcoxon. **** diferenca
significativa de <0,0001 entre primeira e segunda coleta em voluntarios que tomaram ou ndo ao menos
uma dose antes da primeira ou segunda coleta e aqueles que foram administrados doses da
AstraZeneca. *** diferenca significativa de 0,0005 entre primeira e segunda coleta em voluntérios que
receberam doses da CoronaVac. Todos considerados significativos para p<0,05, teste aplicado Mann-
Whitney. ¢ diferenca significativa de 0,0073 entre as segundas coletas entre voluntarios que tomaram
ou ndo ao menos uma dose antes da primeira ou segunda coleta. Todos considerados significativos
para p<0,05, teste aplicado Kruskal-Wallis (multiplas comparacdes). ¢« diferenca significativa de 0,0092
entre as segundas coletas entre voluntarios que receberam doses da AstraZeneca e CoronaVac.

5.1.7 Nivel de IgG total em relac&o as doses vacinais anti-SARS-CoV-2

Ao analisar o nivel de IgG total em voluntarios que ndo receberam, receberam
uma ou duas doses das vacinas anti-SARS-CoV-2, identificamos o aumento

significativo dessa imunoglobulina nos profissionais que receberam duas doses
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gquando comparado com aos que nao receberam nenhuma (Fig. 1la). Ja ao
correlacionar a infecgcdo por SARS-CoV-2 e a vacinacdo, n0s vemos um aumento
significativo de IgG total naqueles pacientes que tiveram a COVID-19 e recebeu duas
doses da vacina, quando comparados ao que néo tiveram a COVID-19 e néo

receberam ou receberam uma ou duas doses da vacina (Fig. 11b).

Figura 11 — Nivel de IgG total em relacdo as doses vacinais anti-SARS-CoV-2
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Fonte: Da Autora, 2022.

Nivel de IgG total em profissionais ndo receberam ou receberam uma ou duas doses das vacinas anti-
SARS-CoV-2, medido nas amostras das duas coletas pelo método de ELISA. Os resultados foram
expressos em mediana indice ELISA. Todos considerados significativos para p<0,05, teste aplicado
Kruskal-Wallis (multiplas comparagfes). * diferenga significativa de 0,0371 entre nenhuma e duas
doses administradas e entre voluntérios que nado teve a COVID-19 e recebeu uma dose e voluntérios
que teve a COVID-19 e recebeu duas doses. **** diferenca significativa de <0,0001 entre voluntérios

que ndo teve a COVID-19 e recebeu duas doses e voluntario que teve a COVID-19 e recebeu duas
doses.

5.1.8 Producéao de IgG subclasse

Quantificamos a concentragao de subclasses de anticorpos IgG no sangue dos
profissionais voluntarios. Constatamos que a concentragdo das subclasses IgG1 e
IgG3 diminuiram significativamente na segunda coleta quando comparados aos
valores da primeira coleta (Fig. 12).
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Figura 12 — Nivel de IgG subclasse em duas coletas
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Fonte: Da Autora, 2022.

Niveis de subclasses de 1gG (IgG1 e I9gG3) medidos nas amostras das duas coletas pelo método de
ELISA. Os resultados foram expressos em mediana Indice ELISA. Todos considerados significativos

para p<0,05, teste aplicado Wilcoxon. **** diferenca significativa de <000,1 entre primeira e segunda
coleta.

5.1.9 Niveis de subclasses de IgG em relacdo a sorologia para anticorpos anti-
SARS-CoV-2

Ao analisar o nivel das subclasses de IgG em voluntarios que foram positivos
para IgG total e IgM ou apenas para IgG total, identificamos a diminuig&o significativa
de 1gG1 e IgG3 ao comparar entre as duas coletas realizadas, nas duas condi¢des
citadas acima. J4 ao correlacionar as primeiras coletas, observamos a diminui¢édo
significativa de IgG1 e IgG3 na condicao de profissionais que apresentaram apenas
IgG total positivo, quando comparados com as primeiras coletas de profissionais que
apresentaram positividade para IgG total e IgM (Fig.13a e b).
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Figura 13 — Niveis de subclasses de IgG em relagéo a sorologia para
anticorpos anti-SARS-CoV-2
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Fonte: Da Autora, 2022.

Niveis de subclasses de 1gG (IgG1 e IgG3) em relacéo a positividade do voluntario para 1gG total
apenas ou IgG total e IgM, medidos nas amostras das duas coletas pelo método de ELISA. Os
resultados foram expressos em mediana indice ELISA. Todos considerados significativos para p<0,05,
teste aplicado Wilcoxon. ** diferenca significativa de 0,0017 nos niveis de IgG1, entre primeira e
segunda coleta de voluntarios positivos para IgG total e IgM. * diferenca significativa de 0,0294 nos
niveis de IgG3, entre primeira e segunda coleta de voluntarios positivos para IgG total e IgM. ****
diferenca significativa de <0,0001 nos niveis de anticorpos entre primeira e segunda coleta de
voluntarios positivos apenas para IgG total. Todos considerados significativos para p<0,05, teste
aplicado Mann-Whitney. «* diferenca significativa de 0,0038 entre as primeiras coletas entre voluntarios
positivos para IgG total e IgM e apenas para IgG total.

5.1.10 Correlacéo entre subclasses de IgG

Correlacionamos IgG1 e IgG3 na primeira (p = <0,0001, r = 0,7104, teste de
correlacdo de Spearman) e segunda coleta (p =0,0029, r = 0,4427, teste de correlacéo
de Spearman) e foi possivel identificar a existéncia de uma correlacdo significativa
entre as subclasses. Como podemos ver, a concentragdao de IgGl e 1gG3
acompanham-se, mostrando que as concentragcbes estdo positivamente

correlacionadas, ou seja, um mesmo padréo para ambas (Fig. 14a e b).
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Figura 14 — Correlacao entre subclasses de IgG
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Fonte: Da Autora, 2022.

Correlacdo dos niveis de subclasses de 1gG (IgG1 e IgG3), medidos nas amostras das duas coletas
pelo método de ELISA. Os resultados foram expressos em mediana indice ELISA. Todos considerados
significativos para p<0,05, teste aplicado Correlagdo de Spearman. **** diferenca significativa da
correlacdo de 1gG1 e IgG3 12 coleta (p = <0,0001, r = 0,7104, teste de correlagcdo de Spearman). **
diferenca significativa da correlacdo de IgGl e 1gG3 22 coleta (p = 0,0029, r = 0,4427, teste de
correlacdo de Spearman).

5.2 PADRAO DA IMUNIDADE CELULAR DOS PROFISSIONAIS DA SAUDE.

5.2.1 Nivel de citocinas nas duas coletas

Ao realizar o método de ELISA para quantificar esses produtos da imunidade
celular, notamos diminuicéo significativa na concentracdo de IFN-y e IL-10 quando
comparadas a primeira e a segunda coletas (Fig. 15a e d).
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Figura 15 — Niveis de citocinas nas duas coletas
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Fonte: Da Autora, 2022.

Producéo de IFN-y, TNF-q, IL-6 e IL-10 medidas nas amostras das duas coletas pelo método de ELISA.
Os resultados foram expressos em mediana pg/mL. Todos considerados significativos para p<0,05,
teste aplicado Wilcoxon. **** diferenca significativa de <0,0001 entre primeira e segunda coleta nos

niveis de IFN-y. *** diferenca significativa de 0,0004 entre primeira e segunda coleta nos niveis de IL-
10.

5.2.2 Nivel de citocinas em relacdo a IgG total

Dividimos os voluntarios em IgG negativo e IgG positivos e analisamos seus
niveis de citocinas. O nivel de producéo de IFN-y diminuiu significativamente entre a
primeira e segunda coleta, naqueles profissionais IgG negativo e positivo (Fig. 16a).
Além disso, houve a diminuic¢ao significativa de IL-10 entre as coletas dos profissionais
IgG negativos (Fig. 16d).
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Figura 16 — Niveis de citocinas em relacédo a IgG total
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Fonte: Da Autora, 2022.

Producéo de IFN-y, TNF-q, IL-6 e IL-10 em relacdo ao anticorpo IgG medidas nas amostras das duas
coletas pelo método de ELISA. Os resultados foram expressos em mediana pg/mL. Todos considerados
significativos para p<0,05, teste aplicado Wilcoxon. **** diferenca significativa de <0,0001 entre primeira
e segunda coleta nos niveis de IFN-y em pacientes IgG negativos. *** diferenca significativa de 0,0006
entre primeira e segunda coleta nos niveis de IFN-y em pacientes IgG positivos. *** diferenca
significativa de 0,0003 entre primeira e segunda coleta nos niveis de IL-10 em pacientes IgG positivos.

5.2.3 Nivel de citocinas em rela¢do ao anticorpo IgM

Usando os dados dos niveis de IgM, continuamos analisando os niveis de

citocinas em voluntarios IgM negativos e IgM positivos. O nivel de producéo de IFN-y

diminuiu significativamente nos profissionais IgM positivos ao comparar primeira e
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segunda coleta (Fig. 17a). Em contrapartida a IL-10 aumentou significativamente entre
as coletas dos profissionais IgM positivos (Fig. 17d).

Figura 17 — Niveis de citocinas em relacdo ao anticorpo IgM
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Fonte: Da Autora, 2022.

Producéo de IFN-y, TNF-qa, IL-6 e IL-10 em relagédo ao anticorpo IgM medidas nas amostras das duas
coletas pelo método de ELISA. Os resultados foram expressos em mediana pg/mL. Todos considerados
significativos para p<0,05, teste aplicado Wilcoxon. **** diferenc¢a significativa de <0,0001 entre primeira
e segunda coleta nos niveis de IFN-y em pacientes IgM positivos. *** diferenca significativa de 0,0003
entre primeira e segunda coleta nos niveis de IL-10 em pacientes IgM positivos.
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5.2.4 Nivel de citocinas em relacdo a sorologia para anticorpos anti-SARS-CoV-
2

Com os dados citados anteriormente, foi possivel identificar aqueles individuos
gue possuiam altos niveis de IgG total e IgM, mostrando uma positividade quanto a
sorologia para anticorpos IgG e IgM anti-proteina N do SARS-CoV-2. Houve a divisédo
de voluntérios em IgM positivo/lgG positivo e IgM negativo/IgG positivo e analisamos
seus niveis de citocinas. Apenas o nivel de producdo de TNF-a aumentou de forma
significativa na segunda coleta em relacdo a primeira, naqueles profissionais IgM

positivo/lgG positivo, mas sem mudancas no grupo de profissionais IgM negativo/lgG
positivo (Fig. 18b).

Figura 18 — Niveis de citocinas em relacdo a sorologia para anticorpos
anti-SARS-CoV-2
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Fonte: Da Autora, 2022.

Producdo de IFN-y, TNF-a, IL-6 e IL-10 em relacdo aos anticorpos IgM e IgG total medidas nas
amostras das duas coletas pelo método de ELISA. Os resultados foram expressos em mediana pg/mL.
Todos considerados significativos para p<0,05, teste aplicado Wilcoxon. ** diferenca significativa de
0,0092 entre primeira e segunda coleta nos niveis de TNF-a em pacientes IgM e 1gG positivos.
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5.2.5 Nivel de citocinas em relacao as atividades laborais

O nivel de citocinas dos profissionais com diferentes atividades laborais
apresentou diferencas significativas. Foi possivel observar a diminui¢cao significativa
de IFN-y entre a primeira e segunda coleta nos profissionais com atividade
relacionada a Assisténcia e Administrativa + Assistencial (Fig. 19a). Também houve
diminuicdo significativa da concentragdo de IL-10 nos profissionais com atividade
assistenciais e administrativas (Fig. 19d).

Figura 19 — Nivel de citocinas em diferentes atividades laborais
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Fonte: Da Autora, 2022.

Nivel de citocinas em profissionais com diferentes atividades laborais, medido nas amostras das duas
coletas pelo método de ELISA. Os resultados foram expressos em mediana pg/mL. Todos considerados
significativos para p<0,05, teste aplicado Wilcoxon. *** diferenca significativa de 0,0003 na
concentracdo de IFN-y entre primeira e segunda coleta em voluntarios com atividade Assistencial. **
diferenca significativa de 0,0047 na concentracdo de IFN-y entre primeira e segunda coleta em
voluntarios com atividade Administrativa + Assistencial. ** diferenca significativa de 0,0035 na
concentracdo de IL-10 entre primeira e segunda coleta em voluntarios com atividade Assistencial. *
diferenca significativa de 0,0113 na concentracdo de IL-10 entre primeira e segunda coleta em
voluntarios com atividade Administrativa.
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5.2.6 Nivel de citocinas em relacdo ao contato dos profissionais com individuos

positivados

Analisamos a concentracdo de citocinas no sangue de profissionais que
possuiam contato com pacientes infectados. Foi possivel identificar queda significativa
de IFN-y entre a primeira e segunda coleta de voluntarios que tiveram contato ou nao
com pacientes positivados (Fig. 20a). Também houve a diminui¢ao significativa de IL-
6 e IL-10 no sangue de profissionais que tiveram contato com pacientes infectados
(Fig. 20c e d).

Figura 20 — Nivel de citocinas em profissionais da salde com contato com pacientes
positivados
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Fonte: Da Autora, 2022.

Nivel de citocinas em profissionais com contato com pacientes positivados, medido nas amostras das
duas coletas pelo método de ELISA. Os resultados foram expressos em mediana pg/mL. Todos
considerados significativos para p<0,05, teste aplicado Wilcoxon. *** diferenc¢a significativa de 0,0003
na concentracdo de IFN-y entre primeira e segunda coleta em voluntarios que tiveram contato com
pacientes positivados. ** diferenca significativa de 0,0045 na concentracao de IFN-y entre primeira e
segunda coleta em voluntarios que ndo contato com pacientes positivados. * diferenca significativa de
0,0468 na concentracdo de IL-6 entre primeira e segunda coleta em voluntarios que tiveram contato
com pacientes positivados. ** diferenca significativa de 0,0016 na concentracdo de IL-10 entre primeira
e segunda coleta em voluntarios que tiveram contato com pacientes positivados, respectivamente.
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Ao quantificar a producdo de IFN-y, notou-se a diminuicdo significativa da
concentracdo em voluntarios que tiveram ou nao contato com colaboradores
positivados (Fig. 21a). As concentragfes de IL-10 diminuiram significativamente no
grupo cujos profissionais tiveram contato com os colaboradores (Fig. 21d).

Figura 21 — Nivel de citocinas em profissionais da saldde com contato com colaboradores
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Fonte: Da Autora, 2022.

Nivel de citocinas em profissionais com contato com colaboradores positivados, medido nas amostras
das duas coletas pelo método de ELISA. Os resultados foram expressos em mediana pg/mL. Todos
considerados significativos para p<0,05, teste aplicado Wilcoxon. * diferenca significativa de 0,0166 na
concentracdo de IFN-y entre primeira e segunda coleta em voluntarios que n&do contato com
colaboradores positivados. *** diferenca significativa de 0,0002 na concentra¢éo de IFN-y entre primeira
e segunda coleta em voluntérios que tiveram contato com colaboradores positivados. ** diferenca
significativa de 0,0013 na concentracdo de IL-10 entre primeira e segunda coleta, em voluntarios que
tiveram contato com positivados.
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5.2.7 Nivel de citocinas em relacdo em relacdo a exposi¢cao prévia ao SARS-
CoV-2

Os profissionais que autorrelatam n&o ter tido, ter tido ou suspeita que teve
exposicdo prévia ao SARS-CoV-2 em algum momento anterior as coletas
apresentaram uma diminuicdo significativa dos niveis de IFN-y entre a primeira e
segunda coleta de todas essas condi¢fes (Fig. 22a). Uma diminui¢c&o significativa de
IL-10 também foi vista entre a primeira e segunda coleta dos voluntarios que
autorrelataram nédo ter tido exposicao prévia ao SARS-CoV-2 ou dos que suspeitavam
(Fig. 22d).

Figura 22 — Nivel de citocinas em relagédo ao autorrelato de positividade para a COVID-19
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Fonte: Da Autora, 2022.

Nivel de citocinas em profissionais que autorrelataram infeccéo por SARS-CoV-2, medido nas amostras
das duas coletas pelo método de ELISA. Os resultados foram expressos em mediana pg/mL. Todos
considerados significativos para p<0,05, teste aplicado Wilcoxon. ** diferenca significativa de 0,0016
na concentracdo de IFN-y entre primeira e segunda coleta em voluntarios que autorrelatam n&o
infeccdo da COVID-19. * diferenca significativa de 0,0269 na concentracdo de IFN-y entre primeira e
segunda coleta em voluntarios que autorrelatam infeccdo. * diferenca significativa de 0,0391 na
concentracdo de IFN-y entre primeira e segunda coleta em voluntarios que autorrelatam suspeita de
infeccdo prévia. *** diferenca significativa de 0,0004 na concentracéo de IL-10 entre primeira e segunda
coleta, em voluntarios que autorrelatam néo ter sido infectado. * diferenca significativa de 0,0186 na
concentracdo de IL-10 entre primeira e segunda coleta, em voluntarios que autorrelatam suspeita de
infeccao prévia.
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Com nossos dados demonstrados anteriormente, pode-se pensar no risco
ocupacional existente na profissdo dos voluntarios, e por isso, € comum eles terem
realizados diversos exames diagnosticos para a COVID-19. Observamos a queda
significativa do IFN-y entre a primeira e segunda coleta dos que foram positivos ou
negativos (Fig. 23a). O aumento € visto na concentracdo de TNF-a nos voluntarios
gque nao haviam realizado exames diagndésticos prévios a pesquisa (Fig. 23b).
Entretanto, nota-se um padréo de diminuicdo de IL-6 e IL-10 entre as coletas nos

voluntarios que apresentaram exames prévios negativos (Fig. 23c e d).

Figura 23 — Nivel de citocinas em relacdo aos exames diagndésticos para a COVID-19 realizados
previamente
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Fonte: Da Autora, 2022.

Nivel de citocinas em profissionais que realizaram exame diagndstico para a COVID-19 prévio a
pesquisa, medido nas amostras das duas coletas pelo método de ELISA. Os resultados foram
expressos em mediana pg/mL. Todos considerados significativos para p<0,05, teste aplicado Wilcoxon.
*** diferenca significativa de 0,0001 na concentracdo de IFN-y entre primeira e segunda coleta em
voluntarios que tiveram resultado positivo um ou mais exames. * diferenca significativa de 0,0421 na
concentracao de IFN-y entre primeira e segunda coleta em voluntarios que tiveram resultado negativo
em um ou mais exames. * diferenca significativa de 0,0201 na concentracdo de TNF-a entre primeira e
segunda coleta, em voluntarios que nao realizaram nenhum exame prévio. ** diferenca significativa de
0,0046 na concentracao de IL-6 entre primeira e segunda coleta, em voluntarios que tiveram resultado
negativo em um ou mais exames. ** diferenca significativa de 0,0059 na concentracdo de IL-10 entre
primeira e segunda coleta, em voluntarios que tiveram resultado negativo em um ou mais exames.
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5.2.8 Nivel de citocinas em relacéo as vacinas anti-SARS-CoV-2

Quantificamos as citocinas e cruzamos o0s resultados com os dados de
vacinacao contra 0 SARS-CoV-2. Ao dosar IFN-y foi possivel observar que tanto os
profissionais que ndo tomaram a vacina contra o SARS-CoV-2, quanto 0s que
tomaram ao menos uma dose, houve diminuicdo significativa dos niveis entre a
primeira e segunda coleta (Fig. 24a). Além disso, foi observado uma diminuicao
significativa de IL-10 na segunda coleta dos voluntarios que ndo haviam tomado
vacina (Fig. 24d). Comparando a segunda coleta de TNF-a entre os voluntarios que
nao tomaram e os que tomaram ao menos uma dose antes da segunda coleta, vimos

aumento significativo da citocina nagueles que tomaram a vacina (Fig. 24b).

Figura 24 — Nivel de citocinas em relacdo a vacinagdo antes da primeira coleta
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Fonte: Da Autora, 2022.
Nivel de citocinas em profissionais que receberam ao menos uma dose antes da primeira coleta da

pesquisa, medido nas amostras das duas coletas pelo método de ELISA. Os resultados foram
expressos em mediana pg/mL. Todos considerados significativos para p<0,05, teste aplicado Wilcoxon.
** diferenca significativa de 0,0035 na concentracdo de IFN-y entre primeira e segunda coleta em
voluntarios que ndo receberam a vacina. *** diferenca significativa de 0,0003 na concentracédo de IFN-
y entre primeira e segunda coleta em voluntarios que receberam a vacina. ** diferenca significativa de
0,0026 na concentracdo de de IL-10 entre primeira e segunda coleta, em voluntarios que nao
receberam a vacina. Todos considerados significativos para p<0,05, teste aplicado Mann-Whitney. ¢
diferenca significativa de 0,0208 entre as segundas coletas entre voluntarios que receberam ou nédo a

vacina.
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Avaliamos a mudanca nos niveis de citocinas comparando primeira e segunda
coleta de individuos que tomaram uma ou mais doses da vacina antes da segunda
coleta. Nesse sentido, foi observado uma diminuigéo significativa de IFN-y e IL-10,
entre a primeira e segunda coleta, nos profissionais que tomaram ao menos uma dose

antes da segunda coleta (Fig. 25a e d).

Figura 25 — Nivel de citocinas em relacédo a vacinacao antes da segunda coleta

IFN-y TNF-a.
a 300 i b 40007 . .
. ——tty eestgatety
50T .
200 ; 40- ¥ -
™ - ‘ ? o — Pz
: N -
E b E3 £ 5
100 t 20- . ®
. Sesaselleap s,
i 104 T =
I _— B3 -
0 T L} ] T 0 T T T -i..: -=I'-:-
g g 3 £ g g 3 2
8 8 8 8 3 3 3 3
* & + & = & 3 2
L "] L= "] | | \ o
NAO SIM NAO SIM
IL-6 IL-10
c 30001 . d 300001 .
wPamy -:—— el Sl
50T 50T
it :
o 407 . o 40 i .
- - &
‘E; 307 2 oY %, 30 { i
o = Y % ¢
20+ e ; % 204 —— . 9 ?
- —— ! _I_
104 . 104 -~
B 2= - £ ]
) Y =3
0 T T T O 0 T T T o —
= pel = o S 8 k) &
© © o o [7] 7] o o
g 8 8 8 8 g 8 g
T & S A z & 2 &
L L | L ] L |
NAO Sim NAO SIM

Fonte: Da Autora, 2022.

Nivel de citocinas em profissionais que realizaram exame diagnéstico para a COVID-19 prévia a
pesquisa, medido nas amostras das duas coletas pelo método de ELISA. Os resultados foram
expressos em mediana pg/mL. Todos considerados significativos para p<0,05, teste aplicado Wilcoxon.
**+x diferenca significativa de <0,0001 na concentracdo de IFN-y entre primeira e segunda coleta em
voluntarios que nao receberam a vacina. *** diferenca significativa de 0,0005 na concentra¢éo de IL-10
entre primeira e segunda coleta em voluntarios que receberam a vacina.
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5.2.9 Nivel de citocinas em relacéo as doses vacinais anti-SARS-CoV-2

Analisamos o nivel de citocinas de duas formas referentes a vacinacdo. A
primeira em voluntarios que nédo receberam dose da vacina, receberam uma ou duas
doses das vacinas anti-SARS-CoV-2, e a segunda correlacionando a infeccédo pelo
SARS-CoV-2 e a vacinacdo. Em nenhuma das condi¢cdes analisadas, para nenhuma
das citocinas foi vista diferencga significativa na produgcao desses componentes (Fig.
26).
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Figura 26 — Nivel de citocinas em relacdo as doses vacinais anti-SARS-CoV-2
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Fonte: Da Autora, 2022.

Nivel de citocinas em profissionais que ndo receberam ou receberam uma ou duas doses das vacinas
anti-SARS-CoV-2, medido nas amostras das duas coletas pelo método de ELISA. Os resultados foram
expressos em mediana pg/mL. Teste aplicado Kruskal-Wallis (multiplas comparacdes).



73

6 DISCUSSAO

Este estudo avaliou a imunidade humoral e celular anti-SARS-CoV-2 nos
profissionais da saude, do municipio de Uberaba-MG. Nossos resultados apontam a
relagdo da modulacdo da resposta imune em casos de voluntérios positivados ou ndo
para a COVID-19. Nesta discussdo iremos nos ater ao fato de ser um virus novo e
ainda ser necessario elucidar muitas questdes acerca de sua interacdo com o
hospedeiro, principalmente, em torno de pacientes assintomaticos. A sorologia para
anticorpos anti-proteina N do SARS-CoV-2 foi realizada no plasma e 0s grupos
separados de acordo com a positividade na sorologia. E importante salientar que a
dosagem de anticorpos nado serve, isoladamente, para determinar se o individuo foi
infectado, imunizado ou ambos. Ainda, levamos em consideracéo que na dosagem de
anticorpos um resultado negativo ndo exclui a infeccdo por SARS-CoV-2, mas o
resultado positivo pode indicar fortemente a positividade para infecgdo anterior pelo

Coronavirus.

Em nosso estudo a maioria dos voluntarios apresentaram a sorologia de 1gG
total teste negativo, seguida por positivo e indeterminado. Em contrapartida, estudos
feitos pelos grupos de pesquisa do Plebani, na Itdlia (2020) e do Mdiller, na Alemanha
(2021), em profissionais da saude que trabalhavam em atendimento direto a
pacientes, mostrou um menor indice de positividade em relacdo ao total de
profissionais testados. Os resultados encontrados em nossos estudos demonstram
gue os profissionais da saude possuem maior indices de positividade na sorologia, e
se d& ao fato de ser um servico essencial, que estd em contato direto com o publico e
continuou os atendimentos desde o inicio da pandemia. Quando comparado com 0s
dados dos artigos apresentados a menor porcentagem pode ser devido ao indice de

desenvolvimento dos paises, onde possuem melhor condi¢des de trabalho.

N&o houve diferencas na proporgéao desses resultados em relacéo ao sexo dos
voluntarios, idade, presenca de comorbidades assim como em outro trabalho
realizado em pacientes e profissionais da saude (CERVIA et al., 2021). Porém, neste
trabalho citado foram dosados titulos especificos de IgG anti-proteina-S, o que nos

leva a ver a necessidade de realizar novos estudos envolvendo anticorpos contra
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diferentes proteinas. Devemos levar em consideracdo que na grande maioria dos
casos, o0s profissionais de saude incluidos nos estudos, gozam de bom estado geral.
Ja quando comparamos as pessoas obesas com as de peso normal, vemos que as
obesas possuem maior indice de anticorpos IgG, demonstrando uma tendéncia
desses individuos a apresentarem consequentemente doenca sintomatica e com
maior carga viral. Assim como, na literatura ha artigos falando do mau progndstico que
pessoas obesas tem perante pessoas com niveis de IMC inferiores, tendo maior
indices de gravidade e mortalidade na doenca COVID-19 (ANDERSON; FERRANTE;
BALDWIN, 2021; PRANATA et al., 2021).

Ao contrario dos nossos achados, dois grupos de estudos de Wuhan indicaram
que pacientes femininas de grupo sanguineo A possuem maior risco de infeccdo, o
gue pode ser devido as diferencas no nivel hormonal e sistema imune (FAN et al.,
2020; ZHAO et al., 2021), enquanto pacientes de grupo sanguineo O possuem menor
risco (ZHAO et al., 2021). A menor suscetibilidade do grupo sanguineo O e a maior
do grupo sanguineo A para COVID-19 podem estar ligadas a presenca de anticorpos
naturais anti-grupo sanguineo, particularmente anticorpo anti-A, no sangue. O fato de
nao termos encontrado diferencas em nossos resultados demonstra a necessidade
de mais estudos, para melhor compreensao das particularidades do grupo ABO
perante a COVID-19.

O tipo de atividade laboral realizada pelos profissionais pode ser um indicativo
do risco ocupacional envolvido no dia a dia dos voluntarios. Um estudo realizado em
hospital e universidade da Suécia pode ser correlacionado com os achados de nosso
trabalho. No estudo de David Nygren e colaboradores (2021), os autores analisaram
a positividade para o SARS-CoV-2 dividido em trés grupos: 1) profissionais de saude
nas unidades COVID-19, podendo ser comparado aos nossos profissionais
assistenciais; 2) profissionais de saude nas unidades ndo COVID-19, em comparacéo
com nossos profissionais administrativos-assistenciais; 3) funcionarios néo
profissionais da Universidade, como nossos profissionais administrativos. Assim como
em nosso estudo, o maior indice de positividade foi em profissionais com maior
contato com pacientes positivos, 22% em comparacao com nossos 44,7%. Entretanto,
em relagcéo aos profissionais em ambas as atividades ou somente administrativa, 0s

indices obtiveram valor proximo de 5% e 6%, respectivamente, em contrapartida aos
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29,3% e 5,3% de nosso estudo. De qualquer forma, podemos analisar em ambos 0s
estudos que houve uma tendéncia de maior positividade naqueles profissionais que
atendiam diretamente os pacientes com COVID-19 internados, demonstrando a que
hé risco ocupacional relativo ao tipo de atividade laboral realizada pelos profissionais.
N&o foram encontrados estudos sobre a diferenca na proporcéo de testes positivos
entre profissionais que tiveram contato ou ndo com colegas de trabalho afastados por
COVID-19.

O profissionais da saude voluntarios em nosso estudo fizeram autorrelato de
exposicao prévia ao SARS-CoV-2 e de realizacdo de exames de diagndstico para
COVID-19, fator importante para ser levado em consideracéo na hora da dosagem de
anticorpos, devido a frequente exposicdo a pacientes possivelmente infectados.
Observamos uma surpreendente concordancia fraca tanto em relacdo ao relato do
resultado de testes anteriores para a COVID-19 quanto de desenvolvimento prévio da
doenca. A maior interacdo com 0s pacientes leva a um alto risco ocupacional, com
maior indice de positividade nos exames, porém essa concordancia fraca, pode

indicar meios corretos e um bom preparo dos profissionais para lidar com pacientes.

Estudo encontrado na literatura, analisou amostras antes e apds a primeira
dose vacinal, e relatou que o nivel de IgG foi maior apos a vacinacdo (TAUZIN et al.,
2021). Ja em nosso estudo, a quantidade de IgG em individuos vacinados e nao
vacinados nao foram dosadas nos mesmos pacientes, como Tauzin e colaboradores
realizaram. Isso pode explicar o porqué de nossos dados nao terem apresentado
diferenca significativa no valor da IgG, representando individuos com diferencas em

sua resposta imune.

Na segunda avaliacdo realizada com a participacdo de 137 voluntarios, todos
estes avaliados anteriormente, o indice de profissionais que apresentou sorologia
positiva para a COVID-19 caiu, sendo que nove desses voluntarios jA estavam
anteriormente positivos. Trinta e trés profissionais previamente positivos para a
COVID-19 negativaram o teste. Em estudo feito com diferenca de 4 meses, indicou
gque o0s niveis de anticorpos diminuiram entre as coletas das amostras
(GUDBJARTSSON et al., 2020). O fato analisado em nosso estudo, de queda do
indice de sorologia positiva, pode ocorrer por conta de a quantidade de anticorpos ser

relacionada com a carga viral, ou seja, menor concentragdo em pacientes
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assintomaticos e leves. Ainda n&o foram totalmente elucidados os mecanismos de
memaoria humoral e a variacao do carater e duracao destas respostas (IBARRONDO
et al., 2020; ALVIN et al., 2021; JORDAN, 2021). Outro fator que podemos indicar € o
fato do surgimento de NADbs por infeccdo natural que impedem a reinfeccdo e NAbs
induzidos por vacinacéo, impedindo até mesmo uma infeccéao primaria (MOSTAGHIMI
et al., 2021).

A resposta humoral é inicialmente estimulada por antigenos. Os plasmacitos
produzem e secretam anticorpos especificos para controlar a replicacdo viral
(MESQUITA JUNIOR et al., 2010). Devido & essa caracteristica, as imunoglobulinas
podem ser dosadas nas duas coletas para avaliar o padréo de resposta da imunidade
humoral no sangue dos profissionais da saude contra 0 SARS-CoV-2. Ao analisar a
imunidade humoral dos profissionais de saude foi constatado queda da concentracao

de anticorpos IgG total e aumento de IgM no sangue dos voluntarios.

Um estudo ja mencionado anteriormente indicou ligeira queda de IgG e queda
substancial de IgM, ndo sendo detectados apds dois meses (GUDBJARTSSON et al.,
2020). Em contrapartida, outro estudo realizado no periodo de 3 meses, mostrou o
nivel de IgM foi relativamente baixo na primeira semana e aumentou gradativamente
até a quinta semana, seguido de uma diminuicdo continua, ja o nivel de IgG total foi
superior ao de IgM durante a primeira semana e aumentou continuamente até a 52
semana, manteve platé até a 72 semana e depois diminuiu gradualmente a partir da
82 semana, mas ainda estava consideravelmente elevado no final do periodo de
observacéo (LI et al., 2020). Em casos de queda de anticorpos IgG e IgM, podem ser
explicados pela diminuicdo da resposta imune ao decorrer do tempo e menor
frequéncia do SARS-CoV-2 desafiando o sistema imune dos individuos, devido a
desaceleracdo da pandemia e vacinacdo. Em ambos os artigos citados anteriormente,
a IlgM decaiu no decorrer das semanas, o que foi contrario aos nossos achados onde
a IgM aumentou. Ao comparar o tempo de coletas com os dados das semanas
epidemioldgicas da cidade de Uberaba, vimos que a segunda coleta aconteceu em
semanas que houve mais casos notificados do que nas semanas da primeira coleta,
podendo ser um fator que influenciou esse aumento de IgM (OBSERVATORIO
COVID-19 UBERABA, 2022). Entretanto, ndo se sabe ao certo o porqué desse

ocorrido, sendo necessarios novos estudos.
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Quisemos analisar o risco ocupacional que determinadas atividades laborais
oferecem aos profissionais da saude, entdo comparamos as duas coletas e entre os
tipos de atividades exercidas. Com isso, vimos que o nivel de IgG total dos
profissionais com diferentes atividades laborais apresentou diminuicdo tendenciosa
entre as coletas nos profissionais de todas as atividades, o que é corroborado pelos
estudos de Gaebler e Gallais, ambos de 2021. Pode-se imaginar que o declinio do
nivel de 1gG representa uma contracdo da resposta imune, e assim como mostrado
no estudo de Gallais (2021), os anticorpos anti-N ao contrario do anti-RBD ha declinio
acentuado. Ja ao comparar as primeiras coletas dos trés tipos de atividades, vemos
diminuicao significativa entre os profissionais assistenciais e administrativos. O estudo
de David Nygren e colaboradores (2021), mostra que assim como em nosso estudo,
0 maior indice de positividade foi em profissionais com maior contato com pacientes
positivos, da area assistencial, quando comparados com profissionais em atividades
administrativas. Esses dados indicam que o trabalho assistencial de contato direto

com pacientes revela ter elevado risco ocupacional para os profissionais da saude.

O nivel de IgG total pode ser avaliado em voluntarios que tiveram contato ou
ndo com pacientes ou colaboradores do hospital positivados, pois aqueles que
contactaram individuos positivos possuem maior chances de infectar-se. E possivel
identificar a queda no nivel de IgG total entre as coletas de voluntarios que tiveram
contato ou ndo com pacientes ou colaboradores positivados, podendo ser devido a
contracdo da resposta imune. Esses achados e a hip6tese sdo consistentes com o0s
achados de outras publicacées onde indicaram queda de IgG total no decorrer do
tempo (GUDBJARTSSON et al., 2020; GAEBLER et al., 2021; GALLAIS et al., 2021;
LUMLEY et al., 2021; YAMAYOSHI et al., 2021). Como dito anteriormente, voluntarios
gue tiveram contato com individuos positivados possuem maior chances de infectar-
se, foi o que foi visto em nosso trabalho ao comparar individuos que nao tiveram e
tiveram contato com pacientes positivados. Entretanto, ndo ha trabalhos na literatura
que fizeram essa comparacdo, porém Gallais e colaboradores, em 2021,
demonstraram que 65,9% de seus profissionais da saude voluntarios, haviam tido
contato anterior com individuo positivo para a COVID-19, mas nao fizeram a

comparacao dos niveis de IgG total com aqueles que nao haviam tido contato.
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Nosso trabalhou trouxe a analise de IgG total entre primeira e segunda coleta
dos profissionais que autorrelatam COVID-19 prévia, ou dos profissionais que
realizaram ou ndo exames diagnoésticos, e foi observada a tipica queda de IgG total,
ja descrita anteriormente demonstrando a corroboragcdo em diversos trabalhos
(GUDBJARTSSON et al.,, 2020; GAEBLER et al.,, 2021; GALLAIS et al., 2021;
LUMLEY et al., 2021; YAMAYOSHI et al., 2021). Gallais (2021) mostrou que 87,8%
dos profissionais haviam ao menos um exame anterior de PCR positivo para o SARS-
CoV-2, e 97,4% apresentaram sintomas para a COVID-19. Outro estudo, indicou que
21% dos pacientes haviam ao menos um exame anterior de PCR positivo para o
SARS-CoV-2, e 61% apresentaram sintomas para a COVID-19 (LUMLEY et al., 2021).
Nosso estudo trouxe resultados que correlacionaram os niveis de IgG total entre os
autorrelatos de COVID-19 prévia e exame para diagndstico da COVID-19 prévio e ndo
foi encontrado estudos sobre essas diferencas analisadas. Todos esses resultados
encontrados indicam, fortemente, que um exame positivo para COVID-19 é seguido
pelo aumento da resposta de anticorpos, assim como a afirmacdo de COVID-19

prévia.

Atualmente, a vacinacao contra o SARS-CoV-2 é um dos meios de combate ao
avanco da pandemia, por isso esse assunto esta em foco nas pesquisar feitas acerca
do assunto. Quantificamos o nivel de IgG total e cruzando com os dados sobre a
vacinacao foi possivel observar que independente da vacinacao houve diminui¢éo dos
niveis de IgG entre a primeira e segunda coleta. Dois artigos, possuem dados que vao
de encontro aos nossos achados. Os autores descobriram que os titulos de anticorpos
IgG plasmaticos contra proteina S sobem no inicio, logo apds a imunizacao, e depois
decaem de forma acelerada apés 4 meses (CHEMAITELLY et al., 2021; TURNER et
al., 2021). Fato este, que pode confirmar a diminuicdo entre as coletas de nosso
estudo, porém ha a permanéncia em baixos niveis. As células B do centro germinativo
antigeno-especifico persistirem por pelo menos um ano, mesmo que em niveis muito
baixos (TURNER et al., 2021).

Conhecer sobre a imunidade induzida nos diferentes tipos de vacinas anti-SARS-
CoV-2 € importante para saber como limitar a infeccdo, a replicacdo e a
transmissao. Por isso, analisamos qual vacina foi administrada, nos profissionais da

saude, e vimos a diminuicdo de anticorpo entre a primeira e segunda coleta nos
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vacinados com AstraZeneca ou Coronavac, sem mudancas na Pfizer. Podemos
atribuir esse dado ao tipo de imunidade induzida por cada vacina e o0 anticorpo
pesquisado através do método de ELISA, por exemplo, a vacinagdo com AstraZeneca
e Pfizer induziram a producgéo de anticorpos anti-S, ja a Coronavac possui todo o virus
inativado em sua composicdo; o teste utilizado para deteccdo foi baseado na
reatividade contra a proteina N do virus. Esses dados vao contra os achados da
pesquisa de Sadarangani, Marchant e Kollmann (2021), onde em seu artigo
demonstrou que em todas as vacinas citadas aqui, 0 aumento dos niveis de IgG

ocorrem de forma robusta a partir da segunda dose.

Os NAbs podem levar a cura esterilizante séo produzidos em maior escala ap6s
completar o esquema vacinal e naqueles pacientes anteriormente infectados (LEVI et
al., 2021; STEENSELS et al., 2021). Em nosso estudo o aumento do nivel de IgG total
em voluntarios que receberam duas doses da vacina anti-SARS-CoV-2 e sendo
proeminente em pacientes foram infectados pelo virus anteriormente a vacinagéo,
pode ser explicado pela produgéo macica de NAbs. Nossos dados foram corroborados
por estudos encontrados na literatura, onde indicam a maior concentracédo de IgG total
nos grupos vacinados, com duas doses, e anteriormente infectados em comparacao
aos nao vacinados ou aos vacinados com uma dose/duas doses e néo infectados
anteriormente (CALLEGARO et al., 2021; LEVI et al., 2021; STEENSELS et al., 2021;
TAUZIN et al., 2021).

Ainda pouco se sabe sobre a variacéo e funcéo dos isotipos de IgG na infeccao
pelo SARS-CoV-2. Estudos sobre métodos sorolégicos que quantificaram isotipos de
IgG, foi possivel observar que IgG3 apresentou grande reatividade a antigenos
seguida de IgG1 (AMANAT et al.,, 2020; WHITCOMBE et al., 2021). Ao contrario
desses estudos, nossos dados indicaram que ao correlacionar 1gG1l e 1gG3 nos
momentos das duas coletas as concentragcdes estdo positivamente correlacionadas,
ou seja, um mesmo padréo para ambas. Ao correlacionar IgG1l com a IgG3 era
esperado uma diferenca de padréo, ja que a IgG3 tem uma afinidade mais forte para
ativar os receptores Fc, mas uma meia-vida mais curta que a IgG1. Ainda ha muitas
incognitas em relacdo aos correlatos de protecéao para a infecgcdo por SARS-CoV-2,
ja que ndo sabemos o padrédo de resposta imune por células B de memoéria. Além

dessas analises, vimos que a concentracdo das subclasses IgG1 e IgG3 diminuiram


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0732889320304715?via%3Dihub#bb0040
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na segunda coleta quando comparados aos valores da primeira coleta em voluntarios
que foram positivos para IgG total e IgM ou apenas para IgG total; e ao correlacionar
as primeiras coletas, observamos a diminuicdo de IgG1l e IgG3 na condicdo de
profissionais que apresentaram apenas IgG total positivo, quando comparados com
as primeiras coletas de profissionais que apresentaram positividade para IgG total e
IgM. Como podemos observar, os estudos visaram diferentes tipos de avaliacdes, ndo
conseguindo chegar a conclusédo sobre a variagdo e fungdo dos isotipos de IgG na
infeccdo pelo SARS-CoV-2. Sendo assim, é necessario realizar mais estudos na area.

Para definir funcionalmente a resposta imune celular antiviral presente nos
individuos, projetamos um ensaio no qual o nivel de IFN-y, TNF-qa, IL-6 e IL-10 foram
testadas diretamente no sangue total. Levando em consideracdo que a producao
dessas citocinas é realizada predominantemente pelos Linfocitos T auxiliares e
citotoxicos (COSTELA-Ruiz et al., 2020). Onde o aumento de todas essas citocinas
esta associado a les@es epiteliais e endoteliais graves no SARS-CoV e MERS-CoV
(CHIEN et al., 2006; Chu et al.,, 2014), além de apresentarem concentracfes
plasmaticas aumentadas em casos graves de COVID-19, podendo indicar mau
prognéstico (LUO et al., 2020).

Ao realizar o método de ELISA para quantificar essas citocinas, notamos
tendéncia de diminuicdo nas citocinas em geral, porém sdo diminuices que nao
podem ser interpretadas isoladamente apenas com a apresentacao deste resultado.
Estudo de Liu e colaboradores (2020), usou grupo de voluntérios diferentes do nosso,
dosou citocinas em pacientes leves positivos para a COVID-19, que é o grupo que
podemos relacionar melhor com o0 nosso, néo teve flutuacdes nos niveis dessas

citocinas no decorrer dos 16 dias em que foram dosadas.

ApoGs definir a resposta celular geral, quisemos identificar a cinética das
citocinas perante a sorologia de anticorpos anti-SARS-CoV-2. O primeiro passo foi
dividir os voluntarios em IgG negativo e IgG positivos. Nosso grupo de pesquisa foi
em dire¢cdo ao segundo passo e realizou a dosagem de citocinas usando os dados
dos niveis de IgM, em voluntarios IgM negativos e IgM positivos. O terceiro passo de
nosso estudo em relagédo as citocinas e a sorologia de anticorpos anti-SARS-CoV-2,

foi identificar aqueles individuos que possuiam altos niveis de IgG total e IgM,



81

mostrando uma positividade quanto a infeccdo pelo SARS-CoV-2. Nado sabemos o
porqué de ocorrer o padrdo de manter os niveis ou diferenciar em algumas dosagens,
mas podemos concluir que existe correlacdo entre as respostas imunes humorais e
celulares ao COVID-19, como iremos ver para cada citocina. Mais estudos precisam

ser realizados acerca do assunto.

O IFN-y atua estimulando a resposta Tnl, e possui papel crucial na resposta
antiviral como ativador de macroéfagos e produtor de IgG pelos linfécitos B (BRANDAO
et al., 2020). Nossos resultados demonstraram queda no nivel de IFN-y entre a
primeira e segunda coleta, naqueles profissionais IgG negativo e positivo, e em
profissionais IgM positivos. O baixo nivel em individuos 1gG negativos pode ser
explicado pela queda de producéo de IgG, j& que o IFN-y esta em baixos niveis e com
isso ha menor producao de IgG. Apenas um estudo analisou a concentracdo de IFN-
y nos tempos de 0 a 90 dias, nao relatando diferencas nos niveis entre os pacientes
a COVID-19 positivos e negativos (PETRONE et al., 2021).

O TNF ativa a expressao endotelial de moléculas de adesédo que, junto com as
guimiocinas, € responsavel pelos infiltrados de neutréfilos e mondcitos A IL-6 é uma
citocina pleiotrépica que influencia respostas imune antigeno especificas e reacdes
inflamatérias, sendo um dos maiores mediadores da fase aguda da inflamacéo
(Abbas, A. K.; LICHTMAN, A. H.; PILLAI, S., 2019; VARELLA, P. P. V.; FORTE, W.
C., 2001). Na imunopatologia da COVID-19 se caracteriza por elevacao de IL-6 e TNF-
a. Essas citocinas sédo produtos de ativagao do TLR4, que é ativado através da ligagao
da proteina-S (BRANDAO et al., 2020). E nosso estudo ndo houve diferencas nos
niveis de TNF-a e IL-6 ao correlacionar com IgM e IgG separadamente. Estudos na
literatura ndo encontrou diferenca de TNF-a e IL-6 para os saudaveis (YANG: et al.,
2021) e entre os pacientes a COVID-19 positivos e negativos (PETRONE et al., 2021).
A sintese exagerada e excessiva de TNF-a e IL-6 desempenham um papel
proeminente na lesédo de érgaos vitais, induzindo a morte celular inflamatéria e leva a
uma tempestade de citocinas de resposta inflamatoria sistémica grave aguda (HAN et
al., 2020; KARKI et al., 2020).

Ao identificar agueles individuos que possuiam altos niveis de IgG total e IgM,
mostrando uma positividade quanto a infec¢do pelo SARS-CoV-2, podemos ver que

somente o nivel de TNF-a aumentou naqueles profissionais positivos para a COVID-



82

19, demais condicfes e citocinas tiveram tendéncia a diminuicdo. Esse padrdo pode
ser explicado pela ativacao do fator de transcricdo NF-kB, através do reconhecimento
do virus pelos PRRs (DIAMOND; KANNEGANTI, 2022).

A dosagem de IL-10 quando relacionada com IgG total houve uma queda nos
pacientes negativos, podendo ser devido ao estado saudavel dos voluntarios nos
momentos das coletas. Petrone e colaboradores (2021) ndo encontraram diferenga
nos niveis de IL-10 entre os pacientes COVID-19 positivos e negativos. Ja ao
correlacionar com IgM a IL-10 aumentou em casos de individuos positivos. Um estudo
de Albini e colaboradores (2020) demonstrou o aumento de IL-10 em casos graves da
COVID-19, mas ndo em casos leves. Niveis elevados de IL-10 em pacientes
infectados podem ser responsaveis pelo mecanismo anti-inflamatorio ou
imunoinibitorio, criando um feedback negativo da inflamacéo sistémica e local,
estimulado pelo rapido acumulo de citocinas pré-inflamatérias (HUANG et al., 2021;
LU et al., 2021). No entanto, a medida que a producdo enddgena de IL-10 aumenta,
ela pode funcionar como um agente imunoativador/pré-inflamatério que estimula a

producado de outros mediadores da tempestade de citocinas (LU et al., 2021).

Os profissionais da saude enfrentam diariamente diversos riscos ocupacionais,
por desempenhar diferentes tipos de atividades laborais, sendo elas assistenciais,
administrativas ou ambas, e estar em constante contato com outros individuos
infectados pelo SARS-CoV-2 durante as suas jornadas de trabalho. Desses
profissionais a maioria autorrelataram néo ter tido a COVID-19 prévia, seguido pelos
que tiveram e em terceiro 0s que suspeitavam. Devido ao possivel contato diario com
virus € normal realizarem exames de diagndéstico frequentes, grande parcela dos
voluntérios foram testados positivamente, seguido dos testados negativamente e a
menor parcela de profissionais que ndo foram testados. Pensando em analisar se
esses fatores citados influenciam na imunidade celular dos voluntarios dosamos o
nivel IFN-y, TNF-a, IL-6 e IL-10 nessas condi¢fes. Assim vimos, de forma geral, a
tendéncia de diminuicdo das citocinas IFN-y IL-10 e entre a primeira e a segunda
coleta, o aumento de TNF-a na maioria das situagdes e na IL-6 ndo seguiu padréo.
N&o foi encontrada literatura semelhante para que pudéssemos averiguar Nn0OSS0S
resultados e entender o porqué as citocinas comportaram-se dessa forma, ja que na

segunda coleta a maioria dos voluntarios ja estavam imunizados através de vacinas,
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esperando que tivessem criado um padrao de resposta imune, assim como vimos com
0s anticorpos, onde houve a diminuicdo de IgG total na segunda coleta de todas as

situacOes analisadas.

Como sabemos, a vacinacgéo contra 0 SARS-CoV-2 esta acontecendo de forma
acelerada e € necessario compreender sua interagcdo com a resposta imune celular.
Para tal feito, comecamos quantificando as citocinas e cruzamos os resultados com
os dados de vacinacédo contra o0 SARS-CoV-2 antes da primeira coleta e antes da
segunda coleta. Em todos os resultados, sendo significativos ou nao, observamos
uma tendéncia de diminui¢do das citocinas IFN-y, IL-6 e IL-10. J& o aumento de TNF-
a pode ser explicado pela ativacdo do fator de transcricdo NF-kB, através do
reconhecimento do virus pelos PRRs (DIAMOND; KANNEGANTI, 2022). Estudo de
PAYNE e colaboradores (2021), apresentou o contrario de nossos resultados. Ao
analisar pré-vacina, 4 semanas apos primeira dose, 12 semanas apés primeira dose
e 4 semanas apos a segunda dose, eles viram uma tendéncia de aumento ao dosar

IFN-y, tanto em individuos nao infectados quanto em infectados.

Analisamos o nivel de citocinas referentes a vacinacdo. Nos voluntarios que
nao foram vacinados ou foram vacinados com uma ou duas doses, para nenhuma das
citocinas foi vista diferenca significativa na producdo desses componentes. E
esperado que haja o aumento de citocinas pro-inflamatérias devido a estimulagcéo da
imunidade pela vacinacdo, assim como € visto no estudo onde comparou os niveis de
IFN-y no dia da primeira dose e apds a segunda dose e reparou que houve seu
aumento (MALIPIERO et al., 2021), mas em nosso trabalho nenhuma das citocinas
modificaram suas concentracdes, mostrando a necessidade de mais trabalhos que
abordam essas questdes, para melhor compreensdo do comportamento da resposta

imune celular na vacinagao para COVID-19.

A resposta imune humoral combinada com infeccdo prévia torna-se robusta.
Contudo, nossos dados néo indicaram diferenca entre doses vacinais combinadas ou
nao com infeccdo em relacdo aos niveis de citocinas. Nao sabemos a causa que
manteve o0s niveis. Ao contrario dos achados, um estudo mostrou que ao
relacionarmos doses vacinais e citocinas foi visto aumento de IFN-y naqueles
individuos com infeccdo prévia e esquema vacinal completo, indicando que h&a a

estimulacdo de células T produtoras de IFN-y (ZOLLNER et al., 2021). J& em outro
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estudo, apenas individuos néo infectados previamente apresentaram uma inducao
robusta da maioria das citocinas analisadas IL-6, IL-10 e TNF-a, mas IFN-y mostrou
também em infectados (LOZANO-RODRIGUEZ et al., 2022). A relacdo que
encontramos em nosso trabalho e na literatura de citocinas em pessoas vacinadas
indica a importancia da vacinacao. A vacinacao combinada com infeccao anterior traz
robustez a resposta imune, assim como o esquema vacinal completo em pessoas nao

infectadas.
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7 CONCLUSAO

Nossos dados apontam significante indice de prevaléncia de anticorpos anti-
SARS-CoV-2 em profissionais envolvidos no manejo dos pacientes com suspeita ou
confirmagédo de infeccdo pelo SARS-CoV-2, bem como cientistas e técnicos de
laboratorios envolvidos nas pesquisas da COVID-19. Conseguimos identificar um
certo padrao da resposta imune humoral e celular. A resposta imune dos individuos
perante a COVID-19 nao é tdo duradoura quanto em outros tipos de doencas, mas ela
pode tornar-se mais robusta através do esquema completo de vacinacdo que
mimetiza a infeccdo pelo SARS-CoV-2, ou pela combinacéo de vacinacao e infec¢ao
anterior. Apesar desses achados, ainda sdo necessarios mais estudos envolvendo
profissionais da saude para compreender melhor o mecanismo da imunidade que

gerou as respostas encontradas no presente estudo.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Vocé estd sendo convidado para participar da pesquisa “Anélise da resposta imune celular
e humoral em profissionais de satide envolvidos no enfrentamento da COVID-19 no
municipio de Uberaba-MG”, coordenado por mim Prof. Dr. Marcos Vinicius da Silva. O
objetivo dessa pesquisa avaliar, em profissionais de satde, a presen¢a de anticorpos anti-
SARS-Cov-2 e outros pardmetros imunoldgicos ao longo da pandemia da COVID-19.
Gostaria de contar com sua participagdo, uma vez que estes resultados s3o fundamentais

para melhor tratar os pacientes e prospectar futuros alvos terapéuticos.

Caso aceite participar dessa pesquisa serdo necessdrias as coletas de 2 (duas) amostras de
sangue periférico, através de punc@o venosa, a primeira na data de assinatura deste termo
e outra 6 (seis) meses depois. Isso poderd ser realizado em sua residéncia ou unidade
hospitalar, por membro da equipe da pesquisa devidamente capacitado, com tempo
estimado de cinco minutos. O profissional responsdvel lhe explicard os objetivos desta
pesquisa, como a sua amostra serd coletada, a importancia da sua participacdo, assim
como todos os termos descritos no Termo de Consentimento. Vocé terd o tempo
necessdrio para ler e assinar o termo de consentimento, caso aceite participar da pesquisa.
Caso concorde, a assinatura do presente termo de consentimento ocorrerd imediatamente

antes da coleta de material biolégico.

Os riscos previstos de sua participagdo nessa pesquisa sdo riscos sdo o de perda de
confidencialidade e de pequeno sangramento local no momento da coleta de sangue.
Como medidas para minimizar estes riscos serdo tomadas as seguintes providéncias:
identificagdo de todos os participantes por nimeros e coleta de sangue realizada por
profissional habilitado e treinado. Caso sinta desconforto e deseje cancelar a sua
participagd@o basta entrar em contato por telefone ou e-mail descritos ao final deste termo
e solicitar o cancelamento da sua participagdo. Neste caso, todos os seus dados serdo

excluidos do projeto e vocé nao terd nenhum prejuizo por isso.

DATA RUBRICA DO PARTICIPANTE RUBRICA DO PESQUISADOR
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Como beneficio direto de sua participacdo na pesquisa espera-se apontar a prevaléncia da
aquisicdo da COVID-19, como ela se desenvolve e quais fatores do sistema imune estao
associados com sua recuperagdo ou piora; bem como divulgar para toda a sociedade e

comunidade cientifica estes resultados.

Sua participagdo € voluntdria, e em decorréncia dela vocé ndo receberd qualquer valor em
dinheiro. Vocé ndo terd nenhum gasto por participar nesse estudo, pois qualquer gasto

que voceé tenha por causa dessa pesquisa lhe serd ressarcido.

Vocé pode recusar a participar do estudo, ou se retirar a qualquer momento, para isso
basta dizer ao pesquisador que lhe entregou este documento. Em qualquer momento, vocé
pode obter quaisquer informagdes sobre a sua participa¢@o nesta pesquisa, diretamente

com os pesquisadores ou por contato com o CEP/HC-UFTM.

Sua identidade ndo serd revelada para ninguém, ela serd de conhecimento somente dos
pesquisadores da pesquisa, seus dados serdo publicados em conjunto sem o risco de vocé
ser identificado, mantendo o seu sigilo e privacidade. Vocé tem direito a requerer

indenizacdo diante de eventuais danos que vocé sofra em decorréncia dessa pesquisa.

Quanto adivulgacio dos resultados, o relatdrio final serd encaminhado a superintendéncia
do HC-UFTM e para a dire¢do do Hospital Regional José de Alencar para conhecimento
e utilizacdo dos dados nas acdes de gestdo que se fizerem pertinentes. Realizaremos os
testes sorolégicos, para IgM e IgG para COVID-19, apés coletar uma grande quantidade
de amostras, para otimizar os processos técnico-laboratoriais. Desta forma, estes
resultados serdo obtidos e as andlises de suas amostras serdo concluidas apenas semanas
ou meses depois da coleta, ndo tendo intengdo de diagnéstico precoce/imediato, sendo,
neste momento, encaminhados para vocé, ficando os pesquisadores a disposi¢do para
esclarecer quaisquer dividas que eventualmente surgirem.

Os dados obtidos a partir da sua participacdo (material biolégico, dados de prontudrios
eletronicos e fisicos) serdo utilizados somente para os objetivos dessa pesquisa e serdo
destruidos ou descartados apds 5 anos do fim da pesquisa. Em relag@o aos dados derivados

de prontudrios, serdo obtidos dados de exames laboratoriais, como andlises

DATA RUBRICA DO PARTICIPANTE RUBRICA DO PESQUISADOR
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hematoldgicas, andlises bioquimicas, enzimdticas, niveis de saturacdo de oxigénio,
exames de imagem como Raio X, tomografia e ressoniancia magnética de tdrax,
solicitados para acompanhamento da evolugéo clinica e indices de gravidade, apenas na
eventualidade de desenvolvimento de COVID-19 sintomdtica durante a realizacdo deste
estudo. Caso haja interesse, por parte dos pesquisadores, em utilizar seus dados em outro
projeto de pesquisa, vocé serd novamente contatado para decidir se participa ou ndo dessa
nova pesquisa e se concordar deverd assinar novo TCLE. Os dados obtidos e/ou material
biolégico coletado no estudo mencionado serdo utilizados somente para as finalidades
descritas no protocolo. Apos ter sido analisado, o material biolégico serd armazenado no
laboratério de imunologia por um periodo de 5 anos apds a conclusdo do estudo, para
eventuais necessidades de contraprovas. Apds este periodo, todo o material bioldgico serd
submetido a inativagcdo microbiana, acondicionados em sacos autoclavdveis para serem
submetidos a autoclavacdo. Posteriormente, o material serd acondicionado em sacos
especiais de lixo infectante (sacos brancos) de acordo com a classificacdo da Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA RDC, N° 306 de 07 de dezembro de 2004.

Contato

Pesquisador Responsdvel: Prof. Dr. Marcos Vinicius da Silva.
Enderego: Av. Getiilio Guaritd SN, - Bairro Nossa Senhora da Abadia
E-mail: marcos.silva@ uftm.edu.br

Telefone/Celular: (034) 3118-5289 /988393947

*Duvidas ou denincia em relacdo a esta pesquisa, entrar em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do TriAngulo Mineiro
(CEP/HC-UFTM), pelo e-mail: cep.hctm @ebserh.gov.br, pelo telefone (34) 3318-5319,
ou diretamente no endereco Rua Benjamim Constant, 16, Bairro Nossa Senhora da
Abadia — Uberaba — MG — de segunda a sexta-feira, das 07h as 12h e das 13h as 16h.

DATA RUBRICA DO PARTICIPANTE RUBRICA DO PESQUISADOR
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Eu, , li efou

ouvi o esclarecimento acima referente a pesquisa “Anélise da resposta imune celular e
humoral em profissionais de satide envolvidos no enfrentamento da COVID-19 no
municipio de Uberaba-MG”, coordenado pelo Prof. Dr. Marcos Vinicius da Silva.
Compreendi para que serve a pesquisa € quais procedimentos serei submetido. A
explicacdo que recebi esclarece os riscos e beneficios da pesquisa. Entendi que sou livre
para interromper minha participacdo a qualquer momento, sem justificar minha deciséo e
que isso ndo afetard o(a) minha atuagdo como profissional de satde. Sei que meu nome
ndo serd divulgado, que ndo terei despesas e ndo receberei dinheiro para participar da
pesquisa. Concordo em participar da pesquisa, “Andlise da resposta imune celular e
humoral em profissionais de satide envolvidos no enfrentamento da COVID-19 no

municipio de Uberaba-MG”, e receberei uma via assinada deste documento.

Uberaba, / /

/

NOME/ ASSINATURA DO VOLUNTARIO

Prof. Dr. Marcos Vinicius da Silva (0xx34) 33185299
PESQUISADOR RESPONSAVEL

Anna Victéria Bernardes e Borges (34) 99795-2605
PESQUISADOR ASSISTENTE

DATA RUBRICA DO PARTICIPANTE RUBRICA DO PESQUISADOR
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ANEXO C — Comorbidades

Comorbidade Frequéncia dos voluntarios
Anemia megaloblastica 0,37%
Arritmia 0,37%
Asma 225%
Cardiopatia 0,37%
Diabetes 3,75%
Ectasia da aorta ascendente 0,37%
Hipertensdo 13,86%
Insuficiéncia mitral 0,37%
Insuficiencia renal 0,37%
Linfangioleiomiomatose pulmonar 0,37%
Microadenoma hipofise 0,37%
Sobrepesofobesidade 19,85%
WVasculite 0,37%
Mio 53,30%
Mao relatou 1,50%

Fonte: da Autora, 2022
Tabela 2 - Comorbidades
Tabela demonstrativa da frequéncia das comorbidades dos profissionais voluntarios no tempo 0.



ANEXO D - Profissionais da Saude

SETOR

ATIVIDADE LABORAL

N° DE PROFISSIONAIS

ADMINISTRATIVO

ASSISTENCIA

ADMINISTRACAO

ADM + ASS

o|d| O

AUDITORIA

ASSISTENCIA

ADMINISTRAGCAO

ADM + ASS

BLOCO CIRURGICO

ASSISTENCIA

ADMINISTRACAO

(=2

ADM + ASS

CENTRO DE TERAPIA INTENSIVA

ASSISTENCIA

49

ADMINISTRACAO

ADM + ASS

CLINICA MEDICA

ASSISTENCIA

ADMINISTRAGAO

ADM + ASS

o | o

DOENGAS INFECTOPARASITARIAS

ASSISTENCIA

ADMINISTRAGAO

ADM + ASS

o | o

ENDOCRINOLOGIA

ASSISTENCIA

ADMINISTRACAO

ADM + ASS

ENFERMARIA

ASSISTENCIA

ADMINISTRACAO

o|lN|O| O

ADM + ASS

-

GINECOLOGIA E OBSTETRICIA

ASSISTENCIA

-

ADMINISTRACAO

ADM + ASS

FARMACIA

ASSISTENCIA

ADMINISTRAGAO

o|lo | NN| O

ADM + ASS

HEMODINAMICA

ASSISTENCIA

ADMINISTRACAO

ADM + ASS

| O | | =

LABORATORIO CENTRAL

ASSISTENCIA

ADMINISTRACAO

ADM + ASS
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ASSISTENCIA 8
LABORATORIO DE PESQUISA ADMINISTRAGAO 6
ADM + ASS 3
ASSISTENCIA 0
LIMPEZA ADMINISTRACAO 2
ADM + ASS 0
ASSISTENCIA 17
NEUROLOGIA ADMINISTRACAO 0
ADM + ASS 4
ASSISTENCIA 0
NUCLEO INTERNO DE REGULGCAO ADMINISTRACAO 16
ADM + ASS 1
ASSISTENCIA 1
NUTRICAO CLINICA ADMINISTRAGAO 0
ADM + ASS 0
ASSISTENCIA 1
OFTALMOLOGIA ADMINISTRAGAO 0
ADM + ASS 0
ASSISTENCIA 0
ORTOPEDIA ADMINISTRAGAO 0
ADM + ASS 2
ASSISTENCIA 1
PATOLOGIA ADMINISTRAGAO 0
ADM + ASS 1
ASSISTENCIA 6
PEDIATRIA ADMINISTRAGAO 0
ADM + ASS 0
ASSISTENCIA 44
PRONTO ATENDIMENTO ADMINISTRAGAO 0
ADM + ASS 5
ASSISTENCIA 20
UNIDADE DE DIAGNOSTICO POR IMAGEM ADMINISTRAGAO 6
ADM + ASS 3
SEM INFORMGCAO - 2
TOTAL 267

Fonte: da Autora, 2022
Tabela 3 — Profissionais da Saude
Tabela demonstrativa do nimero de profissionais voluntarios em cada setor no tempo 0.
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ANEXO E - Formulério de Pesquisa

11/05/2022 12:15 Pesquisa: Andlise da resposta imune celular e humoral em profissionais de saude envolvidos no enfrentamento da COVID-1...

Pesquisa: Analise da resposta imune celular e humoral
em profissionais de saude envolvidos no
enfrentamento da COVID-19 no municipio de
Uberaba-MG.

A leitura e preenchimento do formulério demora em torno de 15 minutos, referente a
segunda coleta do projeto de pesquisa: Andlise da resposta imune celular e humoral em
profissionais de saude envolvidos no enfrentamento da COVID-19 no municipio de
Uberaba-MG.

*Qbrigatério

1. E-mail *

2. Estou de acordo em comparecer para a segunda coleta: *

Marcar apenas uma oval.

() sim

Pesquisador Responsavel:
Prof. Dr. Marcos Vinicius da Silva.
Enderego: Av. Getulio Guarita SN, - Bairro Nossa Senhora da Abadia
E-mail: marcos.silva@uftm.edu.br

Contato dos Telefone/Celular: (034) 3118-5289 /988393947

responsaveis pela

pesquisa Pesquisador Assistente:

Ms. Anna Victéria Bernardes e Borges
E-mail: annab.borges@outlook.com
Celular: (034) 997952605

Formulario de pesquisa

3. Nome completo: *

https://docs.google.com/forms/d/1P1YErLwXapBJyNBd9IpRP_0vH7EBph2v3ZpChXfphY8/edit 110
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11/05/2022 12:15 Pesquisa: Andlise da resposta imune celular e humoral em profissionais de satde envolvidos no enfrentamento da COVID-1...

4. E-mail *

5. Data de nascimento: *

6. Tipo sanguineo: *

7. Alturaemcm*

8. Pesoemkg*

9. Telefone de contato: *

10. Profissao: *

11.  Hospital(is) em que vocé trabalha: *

https://docs.google.com/forms/d/1P1YErLwXapBJyNBd9IpRP_OvH7EBph2v3ZpChXfphY8/edit 2/10
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11/05/2022 12:15 Pesquisa: Anélise da resposta imune celular e humoral em profissionais de satde envolvidos no enfrentamento da COVID-1...

12. Setor(es) em que vocé trabalha: *

13. Caso esteja cursando residéncia, qual a especialidade? Especificar se Médica
ou Multiprofissional.

14. Horario de trabalho: *

Formulario de pesquisa

15. Tipo de atividade hospitalar: *
Marcar apenas uma oval.

) Administrativa
() Assistencial

p

(") Administrativa + Assistencial

16. Trabalha em outro(s) local(is) além de hospitais? *

Marque todas que se aplicam.

—,, Clinica

|| consultério

f N&o trabalho em outro local
|| outro:

https://docs.google.com/forms/d/1P1YErLwXapBJyNBd9IpRP_0vH7EBph2v3ZpChXfphY8/edit 3/10
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11/05/2022 12:15 Pesquisa: Anélise da resposta imune celular e humoral em profissionais de satde envolvidos no enfrentamento da COVID-1...

17.  Quais vacinas vocé ja foi imunizado previamente?

Marque todas que se aplicam.

' |BcG
| Tétano
: Poliomelite
: Difteria
| Coqueluche
7 Meningocdcica
| Pneumocécica
| sarampo
' | Rubéola
*j Caxumba
: Hepatite B
| Hepatite A
| Febre Amarela
| HPV
|| varicela
|| Dengue

Formulario de pesquisa

18. Realizou exame(s) para diagndstico de COVID-19 apds a primeira coleta? *
Marcar apenas uma oval.
) Sim

() Ngo

https://docs.google.com/forms/d/1P1YErLwXapBJyNBd9IpRP_OvH7EBph2v3ZpChXfphY8/edit 4/10
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11/05/2022 12:15 Pesquisa: Anélise da resposta imune celular e humoral em profissionais de satde envolvidos no enfrentamento da COVID-1...

19. Quantas vezes? *

Marque todas que se aplicam.

Exame do Swab - PCR

DM

Sorologia em laboratério

Sorologia por teste rapido

Busca de antigeno por
teste rapido

L (O |dj=
O agd
HEIERn
OO |dfe
OO (g (g
H IR IR

20. Quais foram os resultados dos exames? *

Marque todas que se aplicam.

Positivo Negativo Nao realizado

Exame do Swab - PCR D D D

Sorologia em laboratério []

Sorologia por teste rapido [:]

00O
00O

Busca de antigeno por teste rapido D

21. Teve COVID-19 ap6s a primeira coleta? *

Marcar apenas uma oval.

() sim
() Nao

( ) Suspeito que sim

22. Seteve COVID-19, quanto tempo ficou afastado do trabalho no hospital?

https://docs.google.com/forms/d/1P1YErLwXapBJyNBd9IpRP_OvH7EBph2v3ZpChXfphY8/edit 5/10



11/05/2022 12:15 Pesquisa: Anélise da resposta imune celular e humoral em profissionais de satde envolvidos no enfrentamento da COVID-1...

23. Seteve COVID-19, precisou de internagao?

Marcar apenas uma oval.

) Sim

) Né@o

Formulario de pesquisa

24. Alguma pessoa de sua convivéncia proxima teve COVID-19? *

Marcar apenas uma oval.

() Sim

() Néo

() Suspeito que sim

25. Caso essa pessoa tenha sido um familiar, teve a forma leve, moderada ou grave
da COVID-19?

Marcar apenas uma oval.

) Leve
) Moderada

) Grave

26. Teve contato, no trabalho, com alguém diagnosticado com COVID-197? *
Marcar apenas uma oval.
) Sim

) Néo

109

https://docs.google.com/forms/d/1P1YErLwXapBJyNBd9IpRP_OvH7EBph2v3ZpChXfphY8/edit 6/10
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27. Se sim, paciente e/ou colega de trabalho?

Marque todas que se aplicam.

|| Paciente

: Colega de trabalho

28. Em sua atividade didria no hospital, tem contato direto com pacientes com *
diagnostico de COVID-19?

Marcar apenas uma oval.

) Sim, trabalho diretamente com pacientes com COVID-19

oy

() Sim, mas apenas até serem diagnosticados
() Néo trabalho com pacientes com COVID-19

) Trabalho no manejo de amostras ou material biolégico de pacientes com suspeita
de COVID-19

29. E portador de algumas das condigdes a seguir (marque todas que forem
pertinentes)?

Marque todas que se aplicam.

| Diabetes tipo 1 ou 2
7\ Hipertensao
_W Sobrepeso/obesidade
i ‘ Malignidades
|| outro:

30. Faz uso de medicamento regularmente? *

Marcar apenas uma oval.

a3

_ ) Sim

() Nao

https://docs.google.com/forms/d/1P1YErLwXapBJyNBd9IpRP_OvH7EBph2v3ZpChXfphY8/edit 7110

Pesquisa: Anélise da resposta imune celular e humoral em profissionais de satde envolvidos no enfrentamento da COVID-1...
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11/05/2022 12:15 Pesquisa: Andlise da resposta imune celular e humoral em profissionais de satde envolvidos no enfrentamento da COVID-1...

31. Se sim, quais e ha quanto tempo (estimado)?

Formulério de pesquisa

32. Jafoivacinado contra SARS-CoV-2? *
Marcar apenas uma oval.
~ ) Sim

) Nao

33. Sesim, quantas doses?
Marcar apenas uma oval.

)1
D2

) Unica

34. Caso aresposta para as perguntas anteriores sejam afirmativas, qual foi a
vacina tomada?

35. Caso aresposta para as perguntas anteriores sejam afirmativas, quando
ocorreu a vacinagao de ambas as doses?

https://docs.google.com/forms/d/1P1YErLwXapBJyNBd9IpRP_OvH7EBph2v3ZpChXfphY8/edit 8/10
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11/05/2022 12:15 Pesquisa: Anélise da resposta imune celular e humoral em profissionais de satde envolvidos no enfrentamento da COVID-1...

36. Foram observados efeitos adversos?
Marcar apenas uma oval.
() Sim

) Ndo

\
N/

37. Os efeitos adversos foram observados apds quantos dias da vacinagao?

38. Quais foram os efeitos adversos?

Marque todas que se aplicam.

| cefaleia
| Mialgia
" | Dores articulares
: Febre
| Nadsea
" | Diarréia
j Inapeténcia
‘ | Hipotens@o
| Taquicardia
| Sudorese
|| Calafrios
|| outro:

39. Quanto tempo duraram os sintomas?

https://docs.google.com/forms/d/1P1YErLwXapBJyNBd9IpRP_0vH7EBph2v3ZpChXfphY8/edit 9/10
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11/05/2022 12:15 Pesquisa: Anélise da resposta imune celular e humoral em profissionais de satde envolvidos no enfrentamento da COVID-1...

40. Necessitou ser medicado por conta desta reagéo? Se sim, com quais
medicamentos?

Este conteldo néo foi criado nem aprovado pelo Google.

Google Formularios

https://docs.google.com/forms/d/1P1YErLwXapBJyNBd9IpRP_OvH7EBph2v3ZpChXfphY8/edit 10/10



