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RESUMO

Avaliacao da reatividade de anticorpos IgG para as proteinas S e N anti - SARS-
CoV-2 em pacientes atendidos no HU-UFJF/EBSERH em Juiz de Fora

A Covid-19 é uma doenca que causou uma preocupac¢ao mundial em decorréncia dos
altos indices de casos e o6bitos ocorridos. Ela é provocada pelo virus SARS-CoV-2,
um betacoronavirus que possui em sua estrutura viral proteinas capazes de despertar
a resposta imune dos individuos através da infeccdo ou da vacinacdo. A fim de
verificar a reatividade de anticorpos IgG contra proteinas do SARS-CoV-2, um estudo
de corte transversal em pacientes atendidos nas unidades do HU-UFJF/EBSERH foi
realizado. Assim, soros de pacientes coletados em 2022 e 2023 foram submetidos a
avaliacao por ELISA para verificagdo da presencga de anticorpos IgG contra proteinas
spike e nucleocapsideo do SARS-CoV-2. Ensaios de avidez de ligagdo destes
anticorpos foram conduzidos com as amostras de 2023. Os resultados das analises
sorologicas mostraram que mais de 90% dos pacientes produziram anticorpos 1gG
contra proteinas do virus tanto em 2022 quanto em 2023. Pacientes da unidade
ambulatorial possuidores de comorbidades apresentam maiores niveis de reatividade
contra proteinas do virus em comparagao aos da unidade de internacéo. O percentual
de queda da reatividade para avidez frente ao tratamento com o agente caotropico
ureia foi baixo, indicando que os anticorpos IgG totais produzidos sao de alta avidez.
94,36% da populagao analisada em 2023 estavam imunizados com ao menos uma
dose da vacinacao contra a Covid-19. Tanto as amostras de 2022 quanto as amostras
de 2023 apresentaram uma reatividade IgG elevada contra as proteinas do SARS-
CoV-2 analisadas, com manutencao de elevada avidez. A associacao destes dados
podem ser bons indicadores para a verificagdo do desenvolvimento de imunidade

protetora na populagao analisada.

Palavras-chave: Covid-19. Sars-CoV-2. Epidemiologia da Covid. Avidez IgG. Saude

Coletiva.



ABSTRACT

Evaluation of IgG antibody reactivity to S and N anti - SARS-CoV-2 proteins in
patients treated at HU-UFJF/EBSERH in Juiz de Fora

Covid-19 is a disease that has caused worldwide concern due to the high rates of
cases and deaths that have occurred. It is caused by the SARS-CoV-2 virus, a
betacoronavirus that has proteins in its viral structure capable of awakening the
immune response of individuals through infection or vaccination. In order to verify the
reactivity of IgG antibodies against SARS-CoV-2 proteins, a cross-sectional study on
patients treated at HU-UFJF/EBSERH units was carried out. Thus, sera from patients
collected in 2022 and 2023 were subjected to ELISA evaluation to verify the presence
of IgG antibodies against the spike and nucleocapsid proteins of SARS-CoV-2. Binding
avidity assays for these antibodies were conducted with samples from 2023. The
results of the serological analyzes showed that more than 90% of patients produced
IgG antibodies against virus proteins in both 2022 and 2023. Patients in the outpatient
unit with comorbidities present higher levels of reactivity against virus proteins
compared to those in the hospitalization unit. The percentage of drop in avidity
reactivity following treatment with the chaotropic agent urea was low, indicating that
the total 1gG antibodies produced are of high avidity. 94.36% of the population
analyzed in 2023 were immunized with at least one dose of vaccination against Covid-
19. Both the 2022 and 2023 samples showed high IgG reactivity against the SARS-
CoV-2 proteins analyzed, with high avidity maintained. The association of these data
can be good indicators for verifying the development of protective immunity in the

population analyzed.

Keywords: Covid-19. Sars-CoV-2. Covid epidemiology. IgG avidity. Collective Health.
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1 INTRODUGAO

Em dezembro de 2019, na cidade de Wuhan (China), 29 pessoas foram
internadas com uma pneumonia que possuia caracteristicas diferentes das infecgbes
do trato respiratério conhecidas naquele momento (H. Zhu, Wei, and Niu 2020). O
causador dessa pneumonia foi identificado e classificado como um virus pertencente
a familia dos coronavirus. No final de janeiro de 2020 a OMS (Organizagdo Mundial
de Saude) decretava o surto de coronavirus da China, de preocupacgao internacional
(D. Wang et al. 2020). Naquele momento, a pneumonia ja estava presente em 18
paises fora da China e havia alcangado a marca de 98 casos (WHO 2019). Em margo
de 2020 a OMS declarou a pandemia do coronavirus-2 (SARS-CoV-2) devido a ampla
distribuicdo geografica desse novo virus (OPAS, n.d.).

A pandemia provocou a unido mundial dos cientistas na tentativa de atender as
multiplas necessidades ocasionadas por esta doenca. O entendimento da
fisiopatologia do virus, o atendimento especializado ao paciente, desenvolvimento de
plataformas vacinais, deteccao e prevencao de infecgdes futuras, foram e vém sendo
estudados ao longo do tempo (Weissleder et al. 2020).

Toda essa movimentacgao cientifica se intensificou em decorréncia da viruléncia
deste microrganismo. O SARS-CoV-2 ja possuia uma alta taxa de replicagéo e rapida
modificagdo em sua estrutura viral (mutagdes) ocasionado o aumento do numero de
obitos, a principio entre individuos ndo vacinados associados ou ndo a comorbidades
(Nieto-Torres et al. 2014; R. Peng et al. 2021; D. Wang et al. 2020).

Préximo de alcangar o quarto ano da Covid-19, muitos foram os esforgos
cientificos para combater o virus e suas variantes, ampliacdo do desenvolvimento de
vacinas, tratamento e de métodos de diagnosticos (Rosenberg et al. 2022; Cascella
et al. 2022; R. Li et al. 2020).

Até a presente data de 22 de outubro de 2023 o Brasil possuia mais de 37,7
milhées de casos acumulados da doenca e ultrapassado a marca de 704 mil ébitos
(Brasil 2022), ocupando a sexta posigdo de casos de COVID-19 e o segundo lugar
mundial quando se trata de 6bitos em decorréncia da doenca e suas complicagdes
(mais de 704 mil obitos até a presente data).

Desde abril de 2022 a COVID-19 apresenta picos de retragdo de casos graves
da infeccdo, em parte devido a ampla cobertura vacinal mundial, que inicialmente

priorizou individuos que possuiam algum tipo de comorbidade (WHO 2023), isto



18

porque a presenga de comorbidades, por si sO, poderia ser um preditivo de queda da
protecao ou predispor o individuo a infec¢des graves (Lim Vos et al. 2020; Alam, Kabir,
and Reza 2021).

Em Juiz de Fora, quase um tergo da populagao estava suspeita com COVID-
19, superando a taxa nacional de infecgéo pela doenga. Ao mesmo tempo, sendo uma
cidade de médio porte, conseguiu alcangar mais de 93% do percentual de vacinagao
em 12 dose e 87% para a 22 dose (SESJF 2023).

Atualmente, ha muitos trabalhos que buscam analisar a resposta de anticorpos
contra a doenga em diferentes estratos populacionais. Algumas correlagcbes como
vacinacgao e protegao, presenca de comorbidades entre infectados e vacinados junto
a analise das reatividades de anticorpos vém sendo realizadas em decorréncia da
gravidade que foi o periodo pandémico, e das consequéncias ocasionadas a nivel
clinico, social e econémico para o mundo (Motta Filho et al. 2021; Bagno et al. 2022;
Tang et al. 2020). O emprego da 12 dose em 2021, reduziu de 25 a 50% dos casos
graves e mortes decorrentes da COVID-19. E as doses de reforgco heterélogas
aumentaram os niveis de protecéo contra a doencga, culminando em protecéao inclusive
para a nova variante Omicron (Santos et al. 2023).

Outro formato de analise muito explorado esta relacionado a participantes
hospitalares, tanto ambulatoriais quanto internados, por serem grupos de risco em
potencial para contagio, desenvolvimento e agravamento da doenca (Uip et al. 2022).
Nessa perspectiva, a verificagdo da presenga de anticorpos IgG contra proteinas do
SARS-CoV-2 em grupo de pacientes atendidos em ambiente hospitalar podem trazer

esclarecimentos acerca da imunizagao dessa populagao.
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1.1 Referencial teodrico

1.1.1 Familia Coronaviridae

Os coronavirus sao virus ja conhecidos pela comunidade cientifica. Entre os
anos de 2002 e 2003, um surto de pneumonia grave, provado pelo SARS-CoV-1, foi
relatado na provincia de Guangdong (China), sendo relatado sua presencga,
concomitantemente, no Vietnd, Hong Kong, Canada e outros paises (Centers for
Disease Control and Prevention (CDC) 2003) e, em 2012 o MERS-CoV — Sindrome
Respiratéria do Oriente Médio — Coronavirus, outro virus da linhagem zoondtica [3-
CoV responsavel por uma doenga respiratéria aguda, que em sua maioria, era
acompanhada da sindrome do desconforto respiratério e insuficiéncia respiratoria
aguda foi relatada na Jordénia e Arabia Saudita (Zaki et al. 2012).

Os virus da familia Coronaviridae possuem um RNA fita simples com
polaridade positiva. Sendo agrupados na ordem Nidovirales também compdem as
familias Arteriviridae, e Ronoviridae (figura 1). A familia Coronaviridae é considerada
0 maior grupo de virus dessa ordem com genoma conservado tendo a capacidade de
infectar uma ampla quantidade de animais desde aves a mamiferos (Codo et al. 2020;
Dolja and Koonin 2018).

Figura 1: Cladograma da ordem Nidovirales
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Sao apresentados os integrantes das familias Arteriviridae, Coronaviridae, Ronoviridae.
Fonte: Enjuanes et al. (2008) (adaptado).
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O nome coronavirus esta associado a proje¢cdes semelhantes a picos de
glicoproteinas presentes na superficie das membranas destes virus, uma espécie de
coroa quando observado ao microscopio eletrdnico (Lan et al. 2020). O SARS-CoV-2
€ um betacoronavirus (figura 2) pertecente a subfamilia Orthocoronaviridae, e se
subdividem em cinco géneros: Alfa, Beta, Gama, Delta e Omicron coronavirus
(Zmasek et al. 2022).

Figura 2 — Evolucao taxonémica da familia Coronaviridae
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Foi destacado os subgéneros Merbecovirus e Sarbecovirus (em vermelho) — grupos que abrigam o
MERS-CoV, o0 SARS-CoV-1 e SARS-CoV-2, causadores de doengas de preocupacgao nacional e
internacional, sendo o ultimo causador da pandemia de COVID-19.

Fonte: Zmasek et al. 2022 (adaptado).

O genoma do SARS-CoV-2 € composto por aproximadamente 30.000
nucleotideos. Sua configuragdo 5’ com a cauda poli-A 3’ (sentido 5’ — 3’) permite que
o0 RNA destes virus exerga a fungdo de RNA mensageiro (mRNA) para a tradugéo de
poliproteinas (D. Wang et al. 2020; N. Zhu et al. 2020). A maior parte do genoma do

coronavirus é formada por proteinas nao estruturais, responsaveis pela produgao de
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duas poliproteinas sobrepostas: as poliproteinas pp1a e pp1ab. Apdés degradacao
enzimatica elas geram um residuo de 15 proteinas nao estruturais necessarias para
a replicacao e transcrigao viral (Fehr and Perlman 2015; Mittal et al. 2020).

Apenas 10kb de nucleotideos sao responsaveis pela produgao de proteinas
estruturais e acessorias. A organizagao genémica do coronavirus € disposta em 5’ -
lider-UTR-replicase-S(spike)-E(envelope)-M(membrana)- N(nucleocapsideo) - 3’'UTR
poli-A, possuindo genes acessorios entre estes genes estruturais na extremidade 3’
(Fehr and Perlman 2015; W. Wang et al. 2020; N. Zhu et al. 2020). Ademais, nove
proteinas acessorias sdo responsaveis por neutralizar a imunidade do hospedeiro
durante a infecgcéo (Fehr and Periman 2015).

As proteinas estruturais sao responsaveis pela entrada do virus no hospedeiro,
fusdo de membranas, montagem do virion, morfogénese e liberacdo de particulas
virais, enquanto as proteinas nao estruturais estao relacionadas a replicacéo viral e
transcricdo (Hofmann and Pohlmann 2004). Podem ser chamadas de proteinas
estruturais, as proteinas da espicula (S), da membrana (M), do envelope (E) e do

nucleocapsideo (N), respectivamente (Siu et al. 2008).

1.1.2 Biologia e replicagao dos coronavirus com enfoque no SARS-CoV-2

Os coronavirus (figura 3) infectam as células do hospedeiro através da proteina
S quando ha fusdo de virions a receptores celulares de superficie presentes nas
células alvo. Ou a sua entrada ocorre por meio de uma via endocitica a depender da
cepa viral e da célula parasitada (Hofmann and Péhimann 2004; W. Wang et al. 2020;
Zeng et al. 2020).

Apos alcancar o citoplasma ocorre a remogao do capsideo viral e liberacao do
RNA genémico no citoplasma, ficando disponivel para a tradugdo. As regides
organizadoras estdo dispostas em regides 5’ codificadoras de proteinas nao-
estruturais e, em regides codificadoras de proteinas estruturais 3’, na proporgéo 2 para
1, respectivamente (Q. Wang et al. 2020).

O mRNAs subgendmicos codificam as principais proteinas estruturais do virus,
incluindo a proteina spike (S) (figura 3a), proteina do envelope (E) proteina de
membrana (M), proteina do nucleocapsideo (N) (figura 3b), além das proteinas

acessorias.
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Figura 3 — Estrutura do SARS-CoV-2.

RBD

RNA viral genome

a) Estrutura da proteina spike S com suas respectivas subunidades S1, S2 e dominio de ligagao ao
RBD. b) Componentes estruturais presentes em um virion do SARS-CoV-2.
Fonte: Artik et al. (2022); Mayi et al. (2021).

A proteina S é uma glicoproteina de fusdo viral de classe | e possui mais de
1200 (mil e duzentos) residuos de aminoacidos. Ela € composta por duas subunidades
proteicas principais associadas nao-covalentemente: proteinas S1 e S2. A agao de
furinas permite que estas subunidades sejam clivadas para que ocorra a ligagao junto
aos receptores do hospedeiro. A subunidade S1 é responsavel pela ligagédo entre o
ligante viral e o receptor celular, enquanto a subunidade S2 esta relacionada com a
fusdo de membranas apos a ativagao protéica (Lan et al. 2020; Walls et al. 2020).

E no dominio S1 que se observa a presenca do RBD (um subdominio de
ligacdo ao receptor ACE-2). O RBD possui dois subdominios, um motivo de ligagao
ao receptor e uma estrutura central (Fehr and Perlman 2015). A proteina S € montada
como um homodimero e multiplas cépias sdo depositadas na membrana celular do
virion, dando-lhe a aparéncia de uma coroa (Shang et al. 2020).

A interacdo entre o receptor por glicoproteinas de entrada viral induz
modificagdes na conformacéo tridimensional de ambas as subunidades que unem as
membranas (viral e celular) originando um poro de fusdo permitindo, dessa maneira,
que o genoma viral seja liberado no citoplasma do hospedeiro (Matsuyama et al. 2010;
Shulla et al. 2011).

Durante o processo de entrada no hospedeiro (figura 4), a proteina S sofre acao

de proteases que a decompde em suas subunidades. A subunidade S1 pode ser
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dividida no dominio amino terminal (NTD) e dominio carboxi-terminal (CTD). O
dominio C-terminal é responsavel por se ligar a enzima conversora da angiotensina-2
(ACE-2) — denominando-se dominio de ligagéo ao receptor (RBD) (Hoffmann, Kleine-
Weber, and P6himann 2020; Q. Wang et al. 2020).

FIGURA 4 — O ciclo de vida do SARS-CoV-2
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O SARS-CoV-2 infecta células hospedeiras através de uma via de endocitose mediada por enzimas
conversoras da angiotensina-2 (ACE2). Incluindo entrada, replicagéo e transcrigdo, montagem e
liberagao viral.

Fonte: Pairo-Castineira et al, 2021 (adaptado).
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A subunidade S2 é a porgao fusogénica do pico. Ela é formada pela regido de
hélice a montante (UH), peptideo de fusédo (FP), nas repeticées do heptal 1 e 2 (HR1
e HR2) no dominio central (CD), no dominio transmembranar (TM), e na cauda
citoplasmatica (CP). A subunidade S2 ndo apresenta o dominio de ligagao aparente
na regido N-terminal sendo protegidas pelo dominio UH, necessitando uma segunda
decodificagao para expor o FP (Clausen et al. 2020; Kim et al. 2020; Watanabe et al.
2020). Essa protedlise para a decodificagdo de S2 € um fator crucial para a remogéo
do UH, permitindo alteracgdes irreversiveis na estrutura conformacional da maquina de
fusdo S2 e, desse modo, iniciar a fusdo de membrana (Kim et al. 2020; Mayi et al.
2021).

Na infecgdo pelo virus SARS-CoV-2, o receptor da enzima conversora da
angiotensina 2 (ACE-2) é o principal responsavel pela ligagdo a subunidade S1. A
ACE-2 é uma caboxipeptidase ligada ao endotélio que pode ser clivada por diferentes
metaloproteases. Ela esta altamente expressa em varios 6rgdos, como: coragao,
pulmdes, rins, endotélio vascular e 6rgaos digestivos. Baixos niveis no soro de ACE-
2 estdo associados a alta expressao de angiotensina Il, observado em individuos
COVID-19 sintomaticos (Bojkova et al. 2020).

O dominio de ligagdo RBD da proteina S pode assumir diversas conformagoes.
Ele se apresenta no estado de pré-fusdo em conformacéo fechada ou se apresenta
em conformacgédo aberta (exposta para a ligacdo ao ACE-2) (Shang et al. 2020;
Cascella et al. 2022). Como as interagdes entre os receptores e a porgéo trimérica
ocorrem de modo nao sincronizado, ACE-2 e um RBD podem ativar a mudanca
conformacional de um RBD fechado para um estado aberto, permitindo a entrada viral
(Bangaru et al. 2020; Benton et al. 2020; Cai et al. 2020).

Embora o SARS-CoV-2 utilize o ACE-2 como principal receptor de entrada na
célula, existem outras moléculas envolvidas na entrada do virus, como AXL (receptor
de tirosina quinase em tecidos pulmonares e brénquicos) e KREMEN1 (proteina
contendo Kringle — marcador da proteina 1 do nariz e do olho) (Lukassen et al. 2020),
dentre outras (Puelles et al. 2020; T. Zhou et al. 2020).

Além da proteina S e receptores associados, existem outras proteinas
estruturais importantes para a multiplicacdo viral como a glicoproteina M, uma
proteina transmembrana com uma por¢ao amino-terminal exterior ao virus € uma
porcao carboxi-terminal no interior do virion. Essa proteina possui 222 aminoacidos

com trés dominios de membrana N-terminal, tendo a capacidade de se ligar a todas
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as outras proteinas e de estabilizar as proteinas N. A glicoproteina M modula a
localizagdo e o processamento pés - traducional da proteina S para montagem do
virions (Neuman et al. 2011; Siu et al. 2008). Ademais, a proteina M pode interferir na
sinalizagdo mediada pelo sistema imune inato para descoberta de patdégenos
intracelulares (Lim Vos et al. 2020; Sui et al. 2021).

A proteina E € uma proteina transmembrana. Ela possui variagdes entre as
classes dos coronavirus. Entretanto, conserva uma estrutura basica comum. A
presenca dessa proteina viral parece facilitar a entrada e liberacdo dos virions nas
células, aumentando sua patogenicidade (DeDiego et al. 2007; Maeda et al. 2001).
Essa proteina se apresenta como uma estrutura pentamérica em forma de poro idnico,
auxiliando na maturacdo e producdo viral, sendo utilizado como marcador de
viruléncia (Torres et al. 2006; Ye and Hogue 2007): a sindrome do desconforto
respiratorio agudo (SDRA) ocasionada por danos ao epitélio pulmonar de pessoas
infectadas no SARS-CoV-2, foi associada a presenca da proteina E. Ela ativa citocinas
pré-inflamatérios como IL-1B8, TNF e IL-6 ocasionando uma resposta inflamatdria
aguda no parénquima pulmonar (Nieto-Torres et al. 2014). A proteina E do SARS-
CoV-2 se liga a proteina de jungao estreita PALS1, retardando a formacgao de jungdes
estreitas e alterando a morfologia e polaridade das células epiteliais, sendo
determinante para a ruptura do epitélio pulmonar em pessoas infectadas com o virus
(Teoh et al. 2010).

A proteina N € a unica proteina do nucleocapsideo composta por dois dominios
separados - um carbéxi-terminal e um dominio amino terminal capaz de se ligar de
modo distinto ao RNA viral, servindo como potente antigeno para a imunidade do
hospedeiro (D. Peng et al. 1995). A funcao da proteina N se relaciona diretamente
com a entrada na célula alvo, ligacao ao genoma do RNA viral e formar o nucleo da
ribonucleoproteina (Zeng et al. 2020). A ela também é atribuido a fung&o da ativacéo
do inflamassoma NLRP3, responsavel para inducéo de hiperinflagdo pulmonar, pela
inflamacéo de macrofagos e células dendriticas, resultando na expresséao de citocinas
e quimiocinas pro-inflamatdrias geradora de les&o tecidual pulmonar (Pan et al. 2021).

Ao longo destes quatro anos de pandemia, o SARS-CoV-2 acumulou em seu
genoma modificacbes consideraveis. Muitas dessas novas cepas mutantes sao
classificadas como variantes de preocupacgao internacional (VOCs) (Wurtzer et al.
2022). De acordo com a OMS (2023), as alteragbes encontradas nessas variantes

modulam as propriedades do virion quanto ao aumento de sua transmissibilidade,
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viruléncia e diminui¢do da eficacia nos diagndsticos, vacinas e terapias disponiveis.
Desde fevereiro de 2023 a variante de maior preocupacao internacional € a XBB.1.5,
um recombinante de duas linhagens descendentes de BA.2 da Omicron. Entretanto
as linhagens BA.1, BA.3, BA.4, BA.5, seus descendentes e recombinantes se
encontram em circulagdo (WHO 2023). Existem, ainda, outras VOCs anteriormente
classificadas que circulam em todo o mundo, como as linhagens Alfa - B.1.1.7, Beta —
B.1.351, Gama — P.1, Delta — B.1.617.2 e seus respectivos descendentes (Rambaut
et al. 2020)

1.1.3 Aspectos imunolégicos da COVID-19

As etapas iniciais relacionadas ao contagio e infecgado pelo virus ocorrem
quando pessoas saudaveis tém contato com goticulas aerossoéis emitidas por pessoas
infectadas com o SARS-CoV-2 (figura 5) (Coutard et al. 2020). Apesar de algumas
pessoas ndo apresentarem sintomas pos contagio, em sua maioria entre 4 — 7 dias
apos exposicao a presenca de tosse, febre, diarréia, dispnéia sao indicativos da
doenca (Hoffmann, Kleine-Weber, and Péhlmann 2020).

Dentre os sintomas associados a infec¢do, a ocorréncia de dispneia (falta de
ar) é uma das manifestagées mais graves relatadas (Le Coupanec et al. 2015; H. Zhou
et al. 2020). Essa baixa saturagdo de oxigénio, conhecida como hipoxemia, evolui
para a Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo (SDRA) marcado por lesdes no
tecido pulmonar decorrentes da inflamacao, extravasamento vascular pulmonar e
perda do tecido aerado (Millet and Whittaker 2014; Suzuki et al. 2020).
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Figura 5 - Entrada do SARS-CoV-2 e infec¢ao do trato respiratério
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Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

O virus ao atacar as células alveolares provoca o rompimento do epitélio
alveolar levando a lesées exsudativas e a producao de fibroses que os impedem de
acumular fluidos inflamatdrios, entretanto limita a trocas de oxigénio. Desse modo,
auxiliando na formacédo de trombos de fibrina, nos casos mais graves, estando
diretamente associados aos quadros de 6bito (Iba et al. 2020; Tang et al. 2020).

Na Covid-19 mondcitos e macrofagos estao altamente expressos (figura 6). Em
pacientes COVID-19 leve, os niveis de HLA-DR (um receptor de superficie celular
analogo ao MHC-II que se liga as células T) se encontram aumentados em mondcitos
inflamados, assim como IL-1[3, IL-6, células dendriticas, quimiocinas como CCL7,
CCL8, CC13, células NK. Em pacientes graves ha uma baixa expressdo de HLA-DR,
baixos niveis de células T, DCs plasmocitdides e mieldides, mostrando uma alteracéo
na fungcédo dos mondcitos (Herold et al. 2020; Schulte-Schrepping et al. 2020; Venet et
al. 2021; Zuo et al. 2021). Além disso, quando uma pessoa desenvolve a Covid-19
grave ha possibilidade de lesbes em 6rgaos extrapulmonares como lesdes cardiacas,
hepaticas e renais, podendo apresentar coagulopatia e choque (Pinto et al. 2020;
Yang et al. 2020).
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Normalmente, como primeira etapa as células imunes inatas detectam a
infeccao viral por meio de padrées moleculares derivados dos virus (PAMPs), como o
RNA viral, proteinas de membrana, dentre outros (Rashid et al. 2022). Os PAMPs se
ligam e ativam receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs) resultando na
ativacao de células imunes reconhecidas pelos receptores do tipo Toll-like (TLR) 3 e
7 elou por sensores de RNA citoplasmatico, chamados de gene | indutivel por acido
retindico (RIG-I) e proteina 5 associada a diferenciacédo de melanoma (MDAS) (Yin et
al. 2021).

A ativagdo de TLR 3 e 7 resultam na translocagcao dos fatores de transcricao
NFkB e do fator regulador do interferon 3 (IRF3), enquanto a ativacao de RIG-1/MDA5
promove a ativacdo de IRF3 ocasionando a expressao aumentada de IFN e outras
citocinas pro-inflamatdrias inatas (IL-1, IL-6, TNF-a) ocasionando a fosforilagdo dos
fatores de transcrigdo da familia STAT 1 e 2, enquanto a ativagao do receptor de IL-
1, IL-6 e TNF alimentaria a expressao de citocinas pro-inflamatorias através de fator
de transcricdo NFkB (Sui et al. 2021; Yin et al. 2021).

FIGURA 6 — Resposta imune viral na Covid-19
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1.1.3.1 Visao geral da resposta imune inata e adaptativa contra SARS-CoV-2

Os macroéfagos residentes sdo os primeiros respondedores antivirais da
imunidade inata, sendo ativados por PRRs (receptores de reconhecimento de
padrées). As células dendriticas plasmocitdides (pDCs) em seguida migram dos
tecidos linféides proximais para o local da infec¢do, ativando as células envolvidas na
imunidade inata e adaptativa (Frieman, Heise, and Baric 2008). O reconhecimento
viral inato desencadeia uma cascata de sinalizacdo induzindo citocinas proé-
inflamatadrias, como IL-1, IL-6, fator de necrose tumoral -a (TNF-a) mediadas pelo fator
nuclear kB (NF-kB) nesta fase. Além dessas citocinas, o reconhecimento de
patdogenos via PRRs ativam cascatas intracelulares dentro das pDCs que produzem
citocinas chamadas de interferon do tipo | (IFN-1) e do tipo Il (IFN-IlII (figura 6)
(Frieman, Heise, and Baric 2008).

O IFN-I liga-se ao receptor do IFN tipo | resultando em centenas de genes
ativados que interferem em cada replicagao viral (Periman and Netland 2009; Park
and lwasaki 2020). IL-1B contribui para a atividade de neutrdfilos, enquanto a IL-6
induz a diferenciagao de células T, ativagdo de fibroblastos, angiogénese, produgao
de colageno, ativagdo e maturacao de células B. As células NK reconhecem o tecido
hospedeiro lesado e induzem a necrose de células infectadas, sua chegada atenua a
replicagéo viral, enquanto aguarda a formagcéo dos CTL’s que fornecem um ataque
mais direcionado e eficaz contra o virus (Katsura et al. 2020; Konno et al. 2020).

As células TCD 8+ sao essenciais para eliminagao de varias infec¢des virais,
atacando e eliminando as células infectadas. A presenca de células TCD8+
especificas contra o virus tem sido associada a melhores resultados de COVID-19.
Assim como nas células TCD 4+, as respostas TCD 8+ contra o virus sao elicitadas
rapidamente durante o processo de COVID-19 aguda. Epitopos HLA de classe | séo
capazes de identificar uma gama de respostas das células TCD 8+ contra o SARS (R.
Peng et al. 2021; Rydyznski et al. 2020).

Células TCD8+ naive sao atraidas a partir da secrecao de IL-6 e sdo ativadas
para se tornarem CTLs via apresentacao cruzada por MHC-I (figura 6). Os CTLs
liberam TNF, enzimas citoliticas e proteinas para induzir a apoptose em células
infectadas. Os CTLs liberam TNF, enzimas citoliticas e proteinas para induzir a
apoptose em células infectadas. Os CTLs também liberam interferon y (IFN-Il) para

aumentar a resposta antiviral. Simultaneamente, células TCD4+ naive tornam-se
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ativadas por meio de interagcdo do MHC-II com os antigenos apresentados pelas
células dendriticas. Essas células T CD4+ auxiliares interagem com células T CD8+
naive ativando-as (Tan et al. 2021).

Para manter a homeostase imunoldgica, as células TCD4+ auxiliares (TH)
podem aumentar ou diminuir a inflamagao. JAKs (Janus ativando quinases) e a familia
STAT (ativadores transcricionais) desempenham um papel na sinalizagao de citocinas
e determinam a diferenciagcdo de células T em células TH1, produzindo IFN — |l
(Yamaoka et al. 2004). Outras células T CD4 +, como células T reg (IL-
10), células TH 17 (IL-17) e células TH 2 (IL-4), neutralizam as células TH 1. IL-17
aumenta a producio de substancias antimicrobianas, induz inflamacgao de neutrofilos
e inibe a diferenciagcdo de TH 1 (Moss 2022; Stephens and McElrath 2020).

1.1.3.2 Formacgao de anticorpos e memaéria imunolégica

A imunidade adaptativa fornece protegcao especifica contra o virus, reparando
a infeccdo, proporcionando memoéria longa e reparo tecidual. As células B
amadurecem em células plasmaticas de longa vida dentro do tecido linfoide.
Diferentes classes de anticorpos, como IgM, IgA, IgG e IgE, estdo associadas as
respostas imunes de infecgdes virais. Apds exposigao viral, IgD e IgM sao os primeiros
anticorpos a serem produzidos (Long et al. 2020). Os anticorpos IgG surgem mais
tardiamente, devido ao periodo necessario para maturagao de afinidade adquirida de
alta avidez e capacidade de bloqueio mais potente do virus. Elas sao ativadas com a
ajuda de células dendriticas foliculares, macrofagos e células TCD4+ especializadas
— células T foliculares auxiliares (TFH)I (Oja et al. 2020).

Na COVID-19 a resposta viral possui uma associagao entre a extensao da
imunidade de células T e a resposta humoral em individuos convalescentes. Pacientes
COVID-19 grave apresentaram niveis diminuidos de hipermutagdo somatica em
genes da porgao variavel da cadeia pesada das células TCD4+ nas semanas iniciais
apos a infecgdo, indicando maturagdo retardada da imunoglobulina, podendo
contribuir para a disseminacgao viral e maior resisténcia do SARS-CoV-2 no paciente
(Bhaskar et al. 2020; Woodruff et al. 2020).

As células TCD4+ tém a capacidade de direcionar a producgao de células B de
memoria, auxiliar as células TCD8+ a recrutar células inatas, atuar como agente

antiviral direto e reparar os danos teciduais. Geralmente, as TCD4+ se diferenciam
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em um padrao Th1 e T auxiliares foliculares (Tfh), em resposta a presenca de IFN-y e
citocinas relacionadas. As células Tfh auxiliam as células B e sdo essenciais ao
desenvolvimento da maioria das respostas de anticorpos neutralizantes, células B de
memoria e imunidade humoral (Crotty 2019).

A maioria das pessoas infectadas ou vacinadas apresentam anticorpos contra
o virus num prazo de 5 a 15 dias (Long et al. 2020; Suthar et al. 2020). Os antigenos
do nucleocapsideo e da proteina spike sdo os primeiros a serem analisados e
altamente correlacionados com os titulos de anticorpos IgG (Piccoli et al. 2020). A
proteina Spike é o alvo dos anticorpos neutralizantes e o RBD do Spike é o alvo de
mais de 90% dos anticorpos associados a COVID-19 (Pairo-Castineira et al. 2021;
Piccoli et al. 2020; Suthar et al. 2020) IgG, IgA e IgM desenvolvem-se
simultaneamente em pessoas contaminadas (Isho et al. 2020).

Os anticorpos neutralizantes se desenvolvem no mesmo periodo da
soroconversdo (Anderson et al. 2021; Ng et al. 2020). Dessa maneira, os epitopos
neutralizantes no dominio RBD correspondem a ligagdo com o receptor ACE2 e,
parecem ser altamente imunogénicos e amplamente reconhecidos pelos anticorpos
produzidos (Dan et al. 2021; Robbiani et al. 2020).

1.1.3.3 Hiper inflamagao em SARS-CoV2 e comorbidades

A presenca de marcadores moleculares como IL-6, aumento dos dimeros D,
proteina C reativa, LDH indicam presenca de doencas graves e risco de mortalidade.
Os niveis de IL- 1 mais atrasados se correlacionam com o aumento da morbidade e
mortalidade. Estes marcadores passaram a representar a tempestade de citocinas na
COVID-19, um fendbmeno que causa inflamagao sistémica (Meftahi et al. 2020; Nieto-
Torres et al. 2014; Wong et al. 2004).

Em SARS-CoV-2 o pico de IFN-I esta atrasado e isso € associado a citocinas
e quimiocinas pulmonares elevadas, extravasamento vascular, resposta prejudicada
de células T, ocasionando o atraso no recrutamento de neutréfilos (Pairo-Castineira
et al. 2021). Os neutrdfilos liberam leucotrienos, ROS (espécies reativas de oxigénio)
e NETs (armadilhas extracelulares de neutrodfilos). NETs sdo estruturas semelhantes
a uma rede compostas de DNA, proteinas associadas e enzimas, e vem sendo
implicadas na iniciagao, propagacéao da inflamacao e trombose na COVID-19 (Wrapp
et al. 2020).
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Niveis mais baixos de interferon levam a ativagdo mais lenta de macréfagos e
reducdo de neutrdfilos iniciais de recrutamento. Essa resposta inicial diminuida,
resulta em cargas virais mais altas, levando a estimulagdo imunoldgica. Ha uma menor
producao de células NK periféricas e, provavelmente, ha uma menor expressao de
granzima e perforina. Esses atrasos, implicam em uma maior demora na ativagao de
células T (Tufan, Avanoglu-Guler, and Matucci-Cerinic 2020).

Conforme a doenga avanga em pacientes gravemente enfermos, a lesao
respiratoria segue seu curso natural passando por trés fases: exsudativa, proliferativa
e fibrética. Na fase exsudativa fatores do complemento induzem neutréfilos a formar
mediadores que ativam a cascata de coagulagéo e recrutam plaquetas. C5a e outras
moléculas produzidas durante a ativacdo do complemento — principais contribuintes
para a hipercoagulabilidade. Interagbes desordenadas entre monécitos e macrofagos,
células endoteliais ativadas que expressam fator de tecido e deficientes a fibrindlise
também contribuem para a coagulopatia (Adrover et al. 2020; Sefik et al. 2022).

Os eventos trombéticos ocorrem com maior frequéncia em pacientes
gravemente enfermos com COVID-19. A trombose resulta em danos a multiplos
orgaos e contribui para a mortalidade. Pacientes com este perfil apresentam uma
conjuncgéao de fatores de risco, como: idade, obesidade, sepse, faléncias respiratoria
e cardiaca, além de fatores da UTIl, como sedacgdo, imobilizagdo, vasopressores,

cateteres venosos centrais (Chau et al. 2021).
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1.1.5 Aspectos epidemiolégicos da Covid-19

A Covid — 19 se instalou no mundo a partir da notificacdo de unidades de saude
na cidade de Wuhan, na China (Corman et al. 2020; Hui et al. 2020). No final de
dezembro a OMS foi informada desse quadro infeccioso que ocorria em Wuhan. Ao
longo destes quatro anos de pandemia da Covid-19 mais de 771 milhdes de casos
confirmados, incluindo 7 milhdes mortes aproximadamente, foram confirmadas até a
presente data de 22 de outubro de 2023 (WHO 2023).

Analises da distribuicdo da covid-19 ao longo dos continentes mostraram que
0 maior quantitativo de pessoas acometidas era provenientes dos continentes
Europeu, Pacifico Ocidental e Americanos (WHO 2023). E os seis maiores paises
com incidéncia da doenca foram: Estados Unidos da América, China, india, Franca,

Alemanha e, Brasil (figura 7).

Figura 7 — Painel da Covid-19 segundo a OMS

Situacao por Pais, Territorio ou Area - E Mortes Total
B= Estados Unidos da América il China i India
103.436.829 99.315.684 44.999.588
casos confimados casos confirmados casos confirmados
I l Franga Ml Alemanha m Brasil

38.997.490 38.437.756 7.721.749

sos confirmados sos confirmados casos confirmados

Nota-se que o Brasil ocupa o 6° lugar com maior incidéncia de casos.
Fonte: WHO (2023).

Avaliando isoladamente a média de mortes acumuladas ao longo destes anos,
o Brasil ocupa a segunda posigao apresentando a maior taxa de mortalidade em
decorréncia da doenca e suas complicagdes, mesmo apdés a implementacao da

vacinagao.
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Figura 8 — Mortalidade por Covid-19 ao longo da pandemia

Painel da OMS sobre o coronavirus (COVID-19) Voltar ao topo
Situacéo por Pais, Territério ou Area cslf Casos m Total

E= Estados Unidos da América m Brasil o e india

1.136.920 704.659 532.037
mories m mortes

aaaaa

Fonte: WHO (2023).

O Brasil possui pouco mais de 203 milhées de habitantes (precisamente
203.062.512 de pessoas) (IBGE 2022). O primeiro caso de Covid-19 foi registrado em
fevereiro de 2020. A distribuicdo da doenca se deu de forma semelhante ao que era
observado em outros paises (ANVISA 2020), entretanto, o maior indice de casos da
doenca foi registrado a partir de margo daquele ano (BRASIL 2020). Naquele periodo,
as notificacdes de novos casos de Covid-19 giravam em torno de 1,400 a 2000 casos
(média moével) chegando a picos de mais de 4000 casos por dia (Secretaria de
Vigilancia em Saude 2020).

Regionalmente, ao serem analisados os dados do estado de Minas Gerais —
Brasil, quase 4,2 milhdes de casos foram confirmados de COVID-19 e
aproximadamente 66 mil 6bitos foram registrados até a data de 14 de outubro de 2023
(SESMG 2023).

1.1.6 Aspectos epidemiolégicos da Covid-19 na cidade de Juiz de Fora

Juiz de Fora € um municipio brasileiro localizado no interior da Zona da Mata
de Minas Gerais e esta situada a aproximadamente 283 km da capital do estado. O
municipio surgiu de uma estrada batizada “Caminho Novo”, no ano de 1850,
construida pela Coroa Portuguesa para facilitar o escoamento de ouro até o porto de
Rio de Janeiro. Em 1853 ¢ elevada a categoria de cidade e em 1865, recebe o nome
de Cidade do Juiz de Fora (Oliveira 2004).

A cidade de Juiz de Fora, possui uma area territorial de 1.435.749km?(IBGE
2022), com populagao de 540.763 pessoas, e IDHM de 0,778 (figura 9) (IBGE 2022).
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Figura 9 — Dados demograficos da cidade de Juiz de Fora em Minas Gerais

4

Juiz de Fora 1 (_ mxporar - )
3 Area Territorial 1435 749 km
"‘ Populagio 540756 pessoas
.é, Densidade demografica
2{ Escolarizagiio §a14anos 983 =

ié IDHM indice de dessnvolvimento humana municipal

B wmortalidade infantil 11,91 obitos por mil nascidos wvos

2 MARIA MARGARIDA MARTINS SALOMAO
Prefeito

Gentilico Juiz-ferano

Fonte: IBGE (2022)

A cidade de Juiz de Fora — MG apresentou ao longo dos anos uma taxa de
mortalidade por Covid-19 superior a média do Brasil. Entretanto apresenta uma média
de incidéncia da doenca inferior a brasileira.

Os menores indices de incidéncia da doenga no municipio estao relacionados
a ampla cobertura vacinal alcangada para as primeiras e segunda doses da
vacinagdo. No municipio mais de 93% de toda a populagao foi imunizada contra a
Covid em 12 dose e, quase 87% da populacido recebeu a 22 dose do imunizante
(SESJF 2022).

Em Juiz de Fora — MG, a taxa de positividade da COVID-19 é 30,8%. Um
quantitativo de 161.847 pessoas estava com suspeita de infeccao por SARS-CoV-2,
sendo que 78.022 foram confirmadas e 2. 406 pessoas vieram a Obito devido a
COVID-19 (figura 10) e de suas complicacbes. Além disso, os locais em que se
encontra a maior taxa de contaminagao sao os bairros Centro, Sdo Matheus e Sao
Pedro (SESJF 2023).



Juiz de Fora ;I
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Distribuicdo da COVID-19 ao longo dos bairros presentes na cidade. Os pontos alaranjados apresentam as areas de maior incidéncia da doenca.

Fonte: SESJF (2023).
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Figura 10 — Painel da Covid na cidade de Juiz de Fora - MG
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1.1.7 Diagnéstico e detec¢ao da Covid-19

Os testes de diagnédsticos sdao empregados em diversas patologias como
norteadores para o controle, entendimento e diminuicdo da propagacao de doengas.
Na Covid-19 grandes foram os esforgos para o desenvolvimento de técnicas e
metodologias capazes de auxiliar na detecgdo do novo coronavirus humano (Lai and
Lam 2021). Apds o desenvolvimento dos testes diagnosticos e da produgdo de
vacinas com diferentes plataformas virais, casos assintomaticos ou leves passaram a
desempenhar um quantitativo significativo na transmissao e propagacgao do virus entre
os individuos expostos (Thanh Le et al. 2020). Assim, basear-se apenas na
sintomatologia para classificagdo da doenga néo é a conduta a ser seguida, de acordo
com a comunidade cientifica (R. Li et al. 2020).

O padrao-ouro para detecgdo do SARS-CoV-2 é o emprego da reagédo em
cadeia da polimerase com transcriptase reversa (RT-PCR), porém ela possui
limitagdes, nao distinguindo as cepas altamente contaminantes, daquelas que foram
inibidas pelo sistema imune do hospedeiro, ndo avaliando os niveis de anticorpos
produzidos pelo hospedeiro, podendo detectar o virus apenas na fase aguda da
infeccao (Yong et al. 2020). A reacéao em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica
metodoldgica utilizada para ampliar rapidamente um gene especifico ou uma regido
génica (Mackay 2002).

Outra metodologia utilizada para detecgdo de SARS-CoV-2 é o ensaio
imunoadsorvente ligado a enzima (ELISA). Este teste sorolégico € importante, em
especial, para pesquisas em epidemiologia e, na determinagao do nivel de imunidade
da populagao afetada, incluindo individuos detectados e assintomaticos. O percentual
de diagndsticos falso-negativos dos testes realizados por PCR também impulsiona a
utilizacdo de métodos complementares para diagnostico da doenca (Assadiasl et al.
2020). Assim, o ELISA é util para detectar a ligagao do antigeno ao anticorpo, podendo
ser empregado na detecgao da presenga de antigenos ou anticorpos em uma amostra
de soro, plasma, urina, esperma, sobrenadantes de cultura, dentre outros (Clark,
Lister, and Bar-Joseph 1986).

Nas técnicas utilizadas para deteccdo da Covid-19, os antigenos mais
empregados para detecgao da infecgdo sao as proteinas S e N e, quase todas as
técnicas se concentram na detecgao de anticorpos IgM e IgG produzidos contra essas
proteinas (Lan et al. 2020; H. Zhou et al. 2020).
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1.1.8 Ensaio de Avidez de IgG SARS-CoV-2

O ensaio de avidez IgG foi um método desenvolvido por Hedman et al. (1993),
e tem por objetivo investigar a afinidade de ligagao anticorpo-antigeno e sua
estabilidade em condi¢gdes de desnaturagao (Klaus Hedman and Seppala 1988). A
analise de anticorpos IgG é uma ferramenta muito Util para diferenciar as respostas
imunes geradas contra um patégeno (de Souza et al. 2004). Utilizada para
confirmagado ou auséncia de varias doencas, como rubéola (Klaus Hedman and
Seppala 1988), herpesvirus humanos, virus, sarampo, hepatites (Schubert, Zens, and
Weissbrich 1998), dengue entre outros (Roque-Afonso et al. 2004; Ward et al. 1994),
essa técnica, tem a capacidade de diferenciar respostas imunes primarias (com baixa
avidez e posterior maturagao da afinidade) e respostas tardias, (estimulada por células
B de memdria) que produzem anticorpos I1gG de alta avidez (Paunio et al. 2003).

Desse modo, estudos recentes vém mostrando que a imunoglobulina G,
montada contra a proteina S do virus, possui uma resposta neutralizante (Watanabe
et al. 2020). A maturagao da avidez é baseada na proliferagdo de células B produtoras
de IgG de maior afinidade quando comparadas com suas células vizinhas. Como essa
afinidade é dificil de ser mensurada, a determinagao da forga de ligagao é utilizada
como marcador preditivo, devido a eficiéncia da reacdo da ligagdo depender do
mesmo ajuste génico (de ligagao) entre IgG e seu epitopo (Summers et al. 2017).

O rearranjo génico entre a porgao variavel de IgG e seu respectivo epitopo-
alvo, ocasiona um aumento da afinidade e uma reagdo mais rapida da ligagao entre
anticorpo-antigeno (Hazell 2007).

A avidez pode ser medida por diferentes métodos, sendo 0 mais comum a
modificagdo do ensaio do ELISA (K. Hedman et al. 1989), através da eluigdo dos
anticorpos de baixa avidez com agentes caotropicos como a ureia, tiocianato de
amonio, guanidina (Oostindie et al. 2022). Imunologicamente, clones de células B sao
0s responsaveis pela produgado de anticorpos de alta avidez e selegdo negativa de

anticorpos de baixa afinidade (Tarlinton and Smith 2000; Zeng et al. 2020).
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Vermont and Dobbelsteen (2002) demonstraram a correlagao direta entre o
indice de avidez e a produgao de anticorpos neutralizantes. Na avidez de IgG para
COVID-19, mais precisamente, a afinidade de algumas imunoglobulinas para certos
epitopos do dominio RBD e S1, desempenham a fung¢ao de neutralizagao viral (Piccoli
et al. 2020). Alguns anticorpos podem se ligar ao RBD bloqueando sua interagdo com
o receptor ACE2 de células humanas e assim, exercer a neutralizagao viral (Manuylov
et al. 2022; Moriyama et al. 2021).

Para além disso, Brady, Unger e Panicker (2017) e Oostindie et al. (2022)
mencionam que as respostas humorais podem ser analisadas nao apenas pela
quantidade de anticorpos, sua neutralizacio e persisténcia, podendo ser avaliada pela
avidez dos anticorpos.

Assim, emprego dessa técnica para determinagéo da afinidade de anticorpos
IgG anti proteinas spike (S) e nucleocapsideo (N) foi empregado baseando-se no
conhecimento da maturagao da avidez como um processo unidirecional de ocorréncia
regular (Bauer 2021; Coutard et al. 2020; Paunio et al. 2003) e na suposig¢ao de que

uma resposta imune humoral aconteceria ao longo da imunizagao/infecgao pelo virus.
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1.1.9 Justificativa

A presenca da doenga Covid-19 estd caminhando para o seu quarto ano (WHO
2023). Desde o seu surgimento, métodos moleculares e sorolégicos foram
desenvolvidos para a identificagdo de anticorpos das classes IgA, IgM, I1gG e totais.
Estes exames servem de base para realizar os inquéritos sorologicos para
determinagao, neste caso, da resposta imune contra o SARS-CoV-2 na populagao
(Roque-Afonso et al. 2004; Pratesi et al. 2021; Bauer 2021).

Muitos estudos de soroprevaléncia vém sendo realizados mundialmente com o
objetivo de entender a produgdo de anticorpos nos pacientes sintomaticos e
assintomaticos, bem como a maturagdo destes anticorpos apds a vacinagao da
populagcdo contra o virus SARS-CoV-2 e a presenca de reatividade contra o virus em
diversos extratos populacionais (Seekircher et al. 2022; Chenchula et al. 2023).
Ademais, o uso obtido a partir de dados sorolégicos, podem auxiliar na verificagdo da
soroprevaléncia populacional, auxiliando no entendimento da populagéo de estudo.

A analise soroldgica (através da verificagdo de reatividade de anticorpos I1gG
totais e respectiva avidez para SARS-CoV-2) podem auxiliar na o numero de pessoas
IgG sororreativas contra proteinas do virus e refletir a taxa de protegao contra a
doenca (Liu et al. 2020; Assadiasl et al. 2020; Bauer 2021). Além de servir para avaliar
os individuos que montaram uma resposta imunologica expressiva contra o virus,
observando as variaveis distintas de sintomatologia e comorbidades.

Nessa perspectiva, buscamos entender se os niveis de anticorpos IgG anti-
SARS-CoV-2 estado relacionados a melhoria dos indicadores epidemiolégicos em
pacientes atendidos no HU-UFJF/EBSERH. Assim, avaliar a reatividade de anticorpos
IgG anti SARS-CoV-2 para um grupo de pacientes atendidos no hospital universitario
da Universidade Federal de Juiz de Fora poderia auxiliar na interpretagcéo da sorologia

da Covid-19 no grupo amostral.
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2 OBJETIVO
O presente estudo buscou verificar a presenca de reatividade IgG contra proteinas S
e N anti-SARS-CoV-2 em pacientes atendidos em ambiente hospitalar nos anos de

2022 e 2023.

Objetivos especificos:

Verificagdo da resposta humoral IgG anti - SARS-CoV-2 proteinas S/N em

amostras de 2022 nos grupos ambulatorial e internacéo.

+ Avaliagdo da relagcdo entre as reatividades de anticorpos IgG antigeno-
especificos nos grupos ambulatorial e internagédo para o ano de 2022.

» Verificagao das reatividades de anticorpos IgG antigeno-especificos no grupo
ambulatorial em pacientes em 2023.

+ Avaliagao da avidez de ligagao IgG para amostras com testagem por RT-PCR

para o ano de 2022 e nas amostras de 2023.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Aprovacgao ética

Este estudo é parte integrante do projeto intitulado: Avaliagdo de anticorpos IgG
anti-SARS-CoV-2 na cidade de Juiz de Fora MG, firmado entre a Secretaria do Estado
de Saude de Minas Gerais, os laboratérios de Biologia Molecular da Faculdade de
Farmacia/UFJF e o Laboratério de Estudo de Estrutura e Funcdo de Proteinas do
Instituto de Ciéncias Biolégicas/UFJF, além do Hospital Universitario -
EBSERH/UFJF. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica HU/EBSERH/UFJF

sob o numero: 5.598.110 em 23 de agosto de 2022, conforme anexo 1.

3.2 Populagao de estudo e estratégia experimental

De acordo com a ultima pesquisa demografica realizada pelo Censo (2022), no
ano de 2022 a cidade de Juiz de Fora possuia o quantitativo populacional de 540.756.
Destes, 29,93 % (161.847 pessoas) estavam com suspeita da doenga na cidade
(SESJF 2023). Os critérios de inclusdo foram pacientes em sua rotina de atendimento
comum ambulatorial, com idade igual ou superior a 18 anos. Os critérios de exclusédo
foram pacientes com 18 anos ou mais com qualquer condigdo aguda, crénica ou
cognitiva que limitasse a capacidade participagao no do estudo.

Uma soroteca com 1300 amostras coletadas nos referidos meses foi
armazenada no Laboratério de Estudo de Estrutura e Funcéo de Proteinas no Instituto
de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Juiz de Fora. Foi realizado um
estudo transversal para verificar as reatividades IgG anti proteinas S e N do SARS-
CoV-2 em amostras de soro coletadas entre abril e junho de 2022 no Hospital
Universitario UFJF/EBSERH cidade de Juiz de Fora — MG. As primeiras duzentas e
vinte amostras foram utilizadas para realizagdo do estudo.

Das 220 amostras incluidas e analisadas, 13 (treze) foram excluidas em
decorréncia da faixa etaria ser inferior a 18 anos. As amostras foram separadas de
acordo com a origem do paciente (ambulatorial ou internacdo). Apds analise
sorolégica, foram consultados os prontuarios médicos dos participantes utilizando o
Aplicativo de Gestao para Hospitais Universitarios (AGHU/EBSERH).

Através da consulta ao prontuario médico foram coletados os dados

secundarios e realizado uma triagem entre os pacientes do ano de 2022 que possuiam
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algum tipo de teste diagndstico, como: testagem rapida a partir de swab nasofaringeo
ou RT-PCR e coletados as informacdes sobre comorbidades existentes. As
comorbidades foram agrupadas na forma de frequéncia de eventos ocorridos por
paciente. Também foi avaliada a avidez de IgG no grupo de pacientes que possuiam
testagem por RT-PCR.

No ano de 2023, novos participantes foram recrutados para verificagao da
reatividade de anticorpos e respectiva avidez de IgG contra proteinas do SARS-CoV-
2. Para esta avaliacao foi realizado um estudo seccional em forma de censo no ano
de 2023, em que setenta e um (n=71) pacientes, em sua rotina de consulta no HU
unidade ambulatorial foram entrevistados, consultados os seus respectivos cartdes
vacinais e coleta de soro para analises. O mesmo protocolo de analises experimentais
realizado em 2022 foi repetido para os participantes em 2023. Todos os participantes
assinaram o Termo de Consentimento de Livre e Esclarecido (TCLE) conforme
modelo ANEXO II.

3.3 Coleta de amostras e separagao do soro

A coleta de sangue/soro foi realizada nas unidades do Hospital Universitario
UFJF/EBSERH. Foram utilizados tubos de coleta de sangue a vacuo e gel separador
totalmente inerte e n&o soluvel em sangue. Apos a coleta e identificagdo dos tubos,
as amostras foram armazenadas no Laboratério de Estudo de Estrutura e Fungao de
Proteinas da UFJF. O soro foi removido com o auxilio de pipetas e estocadas em
microtubos de 1,5ml livres de DNASE, RNASE e pirogénio, devidamente identificados.
As aliquotas de soro foram acondicionadas em freezer a - 20° C para posteriores

analises.

3.4 Deteccao da Reatividade IgG por ELISA indireto

O ELISA (ensaio imunoabsor¢do enzimatica) EIE COVID-19 IgG Bio-
Manguinhos € um método indireto utilizado na detecgdo de anticorpos IgG contra
antigenos SARS-CoV-2, produzidos por meio de infecgdo natural no soro ou plasma
humanos. O kit (figura 11) é composto por 2 placas sensibilizadas com antigenos das
proteinas S e N da variante de Wuhan, diluente de amostra/conjugado na

concentracao de 2x, tampao de lavagem 20x concentrado, solugao reveladora, H2SO4
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2M, controle positivo para SARS-CoV-2, controle negativo para SARS-CoV-2,
conjugado, molduras com 12 “strips” conjugadas e manual de instrugcbes para

realizacado do experimento (Ministério da Saude, FIOCRUZ 2023).

Figura 11 - Kit ELISA EIE IgG indireto COVID-19

Ministério ds Ssade
FOCRUZ
Fundagie Oswaldo Cruz
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FIE COVID-19 IgG

Fonte: (Ministério da Saude, FIOCRUZ 2023)

Para a realizagdo do teste os reagentes foram preparados seguindo as
instrucdes do fabricante. Resumidamente: o diluente de amostras/conjugado 2x, foi
diluido em solugdo de 1:2 com agua ultrapura (Milli-Q), homogeneizado e
acondicionado em geladeira (2-8°C). O tampao de lavagem foi diluido na proporgéo
de 1:20 homogeneizado e acondicionado em geladeira (2-8°C) e o Conjugado foi
preparado utilizando kit Conjugado EIE-COVID-19/Bio-Manguinhos na proporgéo de
1:100. Os controles foram diluidos na proporgao de 1:5. Apos o preparo dos reagentes
e diluicbes, foram realizadas as aplicagcdes e incubagdo das amostras conforme
recomendado pelo fabricante.

O antigeno foi previamente adsorvido nas cavidades das microplacas “strips”
(fase solida) pelo fabricante (figura 15). A seguir, adicionou-se os soros controle
positivo, negativo e as amostras devidamente diluidas. Caso as amostras possuissem

anticorpos IgG especificos, estes iriam se ligar ao antigeno da fase sélida.
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Figura 12. Esquema detalhado do ELISA IgG indireto anti SARS-CoV-2

As strips do ELISA vém sensibilizadas com antigenos das proteinas S e N para SARS-COV-2.
2 — As amostras sado acondicionadas nos pog¢os e um anticorpo primario € ligado ao antigeno
especifico. 3 — Apods a incubagéo, é adicionado um segundo anticorpo ligado a enzima, para
entao, ser realizado a revelagéo (4).

Fonte: https://www.hhub.com.br/noticias/metodo-elisa (adaptado).

Em uma etapa posterior, adicionou-se o conjugado especifico, anti-
imunoglobulina G humana, que foi marcado com a enzima peroxidase, propiciando
uma ligagao entre conjugado-enzima, que pdde ser identificado por uma substancia
cromogena a tetrametilbenzidina (TMB), de coloragdo azul turquesa quando
incorporada a solugdo. Para interromper a reacéo foi adicionado o acido sulfurico
(H2SO04) e, na ocorréncia de casos positivos (reagente) gerava uma coloragao
amarela.

Deste modo, os resultados tanto reagentes, quanto n&o reagentes puderam ser
avaliados por meio de espectrofotdmetro para microplacas no comprimento de onda
estabelecido. Todas as amostras foram analisadas em duplicatas, e a densidade
optica (D.O.) de cada amostra foi calculada pela média da D.O. dos valores dos pogos.
A parada da reacao foi realizada com 50 pL de solugdo de H2S0O4 2M. O comprimento
de onda utilizado para as leituras foi de 450 nm, conforme preconizado pelo fabricante,
e amostras foram consideradas reagentes quando a média das densidades épticas
(D.O.) era superior ao cut-off (ponto de corte); nao reagentes quando a média de
D.O. era inferior ao cut-off e, indeterminadas, quando as médias das leituras de
absorbancia ficam entre o cut-off e a faixa cinza. A faixa cinza compreende os valores

de D.O. incluidos nos intervalos de 10 a 20%, abaixo ou acima do cut-off.
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Calculo do cut-off (CO):
CO = XCN + Fator (0,150)

XCN = Média da densidade 6ptica dos orificios de controle negativo
DO = Densidade o6tica

CN = Controle negativo

CO = Cut-off (ou ponto de corte)

Calculo da Faixa Cinza (FC)
FC=COX1,3

Tabela 1 — Verificagdo das reatividades por testagem

Amostras nao-reagentes Faixa cinza Amostras Reagentes
(D.O. das amostras < Cut-Off) (D.O. entre Cut-off e Cut-Off x | (D.O. das amostras > Cut-Off x
1,3) 1.3)

Fonte: Elaborado pelo autor

3.5 ELISA para verificagao da avidez IgG anti-SARS-CoV-2

Este ensaio foi realizado baseando-se nos trabalhos de Pratesi et al., (2021).
Para verificagdo da avidez do anticorpo IgG contra proteinas do virus, foi realizada
uma adaptagao do kit EIE COVID-19 IgG Bio-Manguinhos. Uma etapa adicional foi
inserida nas instrugdes do fabricante — apds a ligagdo antigeno-anticorpo, este foi
exposto a diferentes concentragbes da solugao de ureia, utilizando-a como agente
caotropico, para verificagdo da maturagao da avidez IgG.

Soros de pacientes atendidos no ambulatério do HU Dom Bosco (n=71)
coletados em 2023, foram coletados e utilizados para o ensaio de avidez. Os soros
seguiram 0s mesmos passos para deteccdo das proteinas S e N da cepa do
coronavirus de Wuhan e, logo apds a ultima lavagem das amostras (soro dos
pacientes) com solugao foi realizado uma incubacao adicional com solu¢des de Uréia
1M e 6M por 1 hora e, também, 6M por 15 minutos. A variagdo de concentragao e

tempo de incubacdo por uréia foram necessarias devido a nao haver uma
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padronizagao entre ensaios de avidez de ligagao IgG para o SARS-CoV-2, neste
cenario, o ensaio de avidez foi baseado no trabalho de Pratesi et al. (2021) Os pogos
controles eram mantidos imersos no diluente da amostra durante a incubagéo dos
pogos com uréia. Apds a aplicagao do conjugado e lavagem, foi procedida a revelagao,
e a absorbancia em todos os pogos determinada.

O indice de avidez foi estimado tendo como base a absorbancia (D.O. = 450
nm) medida no pogo lavado com ureia e a obtida nos pogos controles (100%),
excluidos os valores basais da reacdo conjugado com o antigeno. Somente foram
ensaiados soros positivos ao ELISA prévio para IgG anti-SARS-CoV-2. Como forma
de avaliacdo da avidez dos anticorpos, foram considerados de baixa avidez os soros
que apresentaram um percentual de queda das reatividades observadas menor que
50%, intermediaria entre 51% - 74% e, de alta avidez os soros que apresentavam
percentual de queda da avidez igual ou superior a 75%, quando comparados com
amostras analisadas sem o tratamento com a uréia.

O indice de avidez (I.A.) foi obtido dividindo as leituras de D.O. das amostras
tratadas com ureia pelas leituras das amostras controles (ndo tratadas) x 100,

conforme calculo abaixo:

Densidade Otica Amostras Tratadas com Ureia

Densidade Otica Amostras Nao Tratadas A I

lLA=

Os dados foram dispostos em forma de tabela e graficos e suas analises apresentadas

nos resultados e discussao.

3.6 Analises estatisticas

Dados obtidos a partir de prontuarios médicos pela plataforma AGHU/ EBSERH
foram coletados para analise comparativa do histérico dos pacientes. Informacdes
sociodemograficas como idade, sexo e informagdes clinicas, como: testagem para
Covid-19 e comorbidades foram coletadas e apresentadas na forma de tabelas.

Um banco de dados foi gerado através do software Microsoft Office Excel 2019
para digitagdo das informagbes obtidas dos prontuarios médicos e ensaios
sorologicos. Uma vez concluida a digitacdo, os dados foram revisados, a fim de

eliminar possiveis erros ou duplicidade de dados para um mesmo paciente.
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Os dados obtidos através do ensaio ELISA para reatividade de IgG anti SARS-
CoV-2 foram avaliados através de D.O (densidade éptica) e ndo seguem distribuigao
normal, baseado nos testes de correlagdo de Pearson. Estatisticas descritivas foram
utilizadas para resumir dados gerais sobre os pacientes do estudo. Analises de
regressao logistica univariadas foram realizadas para avaliar as variaveis os fatores

associados aos maiores titulos de IgG anti-SARS-CoV-2.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

CAPITULO | - Reatividade de anticorpos IgG contra a COVID-19 estido

relacionados a origem (ambulatorial ou internagao) do paciente.
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4.1 Periodo de coleta para analise da reatividade IgG contra proteinas do
SARS-CoV-2

Por ser um estudo seccional, os dados obtidos refletiam o atendimento recebido
pelos pacientes nas unidades hospitalares do HU. Naquele periodo, é importante
ressaltar, uma diminuigdo acentuada de pessoas infectadas e de ébitos na cidade de
Juiz de Fora — MG, (figura 13). A distribuigdo da COVID-19 ao longo dos meses de

abril a junho de 2022, se encontrava em declinio.

Figura 13. Periodo de coleta e analises de amostras em Juiz de Fora

30/06/22
Casos confirmados ultimos 30 dias: 108

abr. jul. out

Fonte: (SESJF 2023)

4.2 Reatividade de amostras com o kit EIE Covid-19 IgG N/S anti-SARS CoV-2

Fiocruz/Bio-Manguinhos

Para dirimir duvidas sobre a reatividade do kit EIE Covid-19 IgG N/S anti-SARS
CoV-2 Bio-Manguinhos procedemos testagens internas com amostras de pacientes
“anteriores ao periodo pandémico” e nao foram observados resultados positivos.
Apesar do kit EIE COVID-19 IgG N/S da Fiocruz Bio-Manguinhos possuir validagao, a
testagem com soros anteriores a pandemia, permitiu auxiliar nos controles internos e

na padronizacido dos ensaios a serem utilizados.
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As amostras anteriores a pandemia geraram leituras insignificantes, muito
abaixo do calculado para o limiar de reatividade (cut off) deste experimento (linha
tracejada em vermelho (figura 14). Essa verificagao interna nos mostrou que pacientes
saudaveis anteriores a dezembro de 2019, ou seja, nunca expostos ao virus (através
de infecgao ou vacinagao) ndo eram responsivos as proteinas do virus.

As leituras de absorbancia na diluicado 1/100 ficaram entre 1,5 e 2,2 para os
controles positivos, os demais pacientes saudaveis anteriores a pandemia e 0s soros
de pacientes controle negativo (cut-off) geraram leituras proximas a 0 (zero). A
associagao do cut-off e a faixa cinza representam o limiar das amostras nao reagentes
ao kit. As amostras ndo reagentes geraram leituras de D.O. a 450nm inferiores a 0,5.

Ao ser verificado a média dos cut-off's de todos os experimentos ao longo do
tempo, observou-se que a oscilacao foi pequena. Em contrapartida, os controles
positivos sempre mostraram leituras de absorbancia acima de 1,5 unidades de
densidade 6ptica na diluigdo 1/100.

Dessa maneira, pode-se afirmar que os experimentos realizados foram bem
executados e que os controles se mostraram fidedignos ao preconizado pelo

fabricante.

Figura 14 — Média das D.O. dos controles para os experimentos realizados
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A média CP (controle positivo) foi calculada a partir das médias de leituras de amostras de pacientes
sabidamente positivos para COVID-19. O cut-off (linha de corte) representa as médias dos controles
negativos mais o fator de corregédo de 0,15. A faixa cinza (FC) representa o ruido para cada reacéo,

ou seja, leituras indeterminadas entre cut-off e fator de corre¢do. A linha tracejada (em vermelho)
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representa o ponto de corte entre amostras reativas para produgao de anticorpos IgG anti-SARS-CoV-
2 (D.0 =0,374).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Em agosto de 2022 soros de pacientes (n=207) foram analisados pela técnica
de ELISA indireto, a fim de verificar a presenca de anticorpos IgG contra proteinas S
e N do virus SARS-CoV-2 (figura 15). As amostras foram divididas de acordo com a
origem do paciente (unidade ambulatorial e unidade internacdo) e referiam-se a
coletas dos meses de abril e junho daquele ano.

A determinacdo do ponto de corte foi descrita na metodologia e foram
considerados sororreativos os individuos que apresentaram leituras de absorbancia
superiores ao cut off. Apenas 4,3% (9 pessoas) ndo apresentaram reatividade IgG

superior ao cut off.

Figura 15 — ELISA global pacientes
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Cada ponto representa um individuo (n=207). A barra em preto representa o valor médio da D.O. para
0 grupo, e a linha tracejada (em vermelho) delimita o ponto de corte entre amostras reativas para a
presenga de anticorpos IgG anti - SARS-CoV-2 (D.O. =2 0,374). O teste de Mann-Whitney foi utilizado
para verificagéo das reatividades entre os grupos.

Fonte: Elaborado pelo autor

A caracterizagdo das amostras do ano de 2022 (tabela 2) mostrou que 40,6%

(n=84) eram provenientes da unidade de internagcao e apresentavam média de leitura
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de absorbancias inferiores aos da unidade ambulatorial (figura 15). Os titulos de IgG
avaliados por leituras de absorbancia a 450nm mostraram uma variacido de
reatividades em torno de 1,5 e 2,5 unidades de densidade o6tica. 95,6% das amostras
foram reativas para a presenca de titulos IgG contra proteinas do coronavirus. Gouvea
et al. (2022) e Seekircher et al. (2022) conduziram estudos de soroprevaléncia para a
presenca de anticorpos IgG contra proteinas spike no periodo de 2021 e 2022 e
observaram valores elevados de titulos de anticorpos contra o SARS-CoV-2. Em
nossas analises os valores de reatividade encontrados, em sua maior parte,
apresentam leituras de absorbancia para presenc¢a de anticorpos IgG contra proteinas
do coronavirus, superiores aos controles positivos realizados para cada experimento.

Ao ser consultado o prontuario médico foi observado que os soros de pacientes
da unidade ambulatorial, apresentavam uma média de titulos de IgG (tabela 2) que
geram leituras de 2,1 unidades de D.O. frente aos pacientes da unidade de internagao
(D.0.=1,6).

Tabela 2 — Caracteristicas demograficas e clinicas referente a 2022

N° pacientes com titulos

Variaveis Tf)tal mais altos de IgG anti- Valor de p
pacientes SARS-CoV-2 (%)

Sexo

Feminino 139 24 (17,27) 0,52
Masculino 68 15 (22,06)

Faixa de idade 0,54
0-17 15 12 (80)

18 — 59 122 102 (83,61)

60 ou + 70 54 (77,14)

Origem - Paciente 0,01
Ambulatorial 123 115 (98,50)

Internagao 84 68 (80,95)

Presenca de 0,04

comorbidades
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N&o 85 75 (88,24)

Sim 122 93 (76,23)

Os dados sao apresentados como frequéncia (porcentagem). Odds ratio (OR) bruto e
ajustado e intervalos de confianga (IC) de 95%. O valor de p foi calculado usando correlagdo
de Pearson entre as variaveis e a médias dos titulos mais altos de IgG S/N anti-SARS-CoV-2.

Fonte: Elaborado pelo autor.

O fator sexo feminino foi relacionado a presenga de maior reatividade em
estudos anteriores. As mulheres geralmente desenvolvem respostas imunes mais
rapidas que os homens e isso esta relacionado a diferengas hormonais, microbiota e
fatores genéticos (Klein, Marriott, Fish 2015).

A partir das analises iniciais e do inquérito epidemioldgico foi verificado que
58,45% do total de amostras provenientes das duas unidades apresentava alguma
comorbidade (tabela 3). As comorbidades foram identificadas e distribuidas na forma

de frequéncia.

Tabela 3 — Tipos de Comorbidades - amostra de pacientes

ano 2022

Comorbidade Frequéncia %

ANEMIA 10 4,83
ASMA 2 0,97
CANCER 18 8,69
CARDIOPATIA 4 1,93
COVID-19 LONGA 1 0,48
DIABETES MELLITUS 1 0,48
DOENCA DE CROHN 2 0,97

HIV 2 0,97
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LUPUS 2 0,97
OUTROS 32 15,44
PNEUMONIA 3 1,45
RENAL 40 19,31
REUMATISMO 3 1,45
TUBERCULOSE 1 0,48
TOTAL 121 58,42

Os dados sao apresentados como frequéncia de eventos e porcentagem.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Concomitante com os trabalhos de Ali et al. (2021; Codo et al. (2020) e Dicker
et al. (2021) ao serem comparados a reatividade de IgG entre os grupos
PRESENCA/AUSENCIA DE COMORBIDADES nas amostras de 2022 foi verificado
niveis de reatividades diminuidas entre os participantes que possuiam algum tipo de
doenca de base, dentre elas cancer, renal, asma, de acordo com a origem do paciente.

Pacientes da unidade de internacao apresentaram reatividades inferiores em
comparagao aos pacientes ambulatoriais e 33,82% (n=70) destes possuiam algum
tipo de comorbidade no momento da coleta. As menores reatividades observadas
podem estar relacionadas a fatores associados, como idade, sexo, comorbidades e
origem do paciente, assim como ja verificado por Visalli et al. (2023) que observaram
que a presenga de algumas patologias crénicas como diabetes, doencas
cardiovasculares e autoimunes levam a uma produgdo menos expressiva de
anticorpos reativos contra os antigenos do virus SARS-CoV-2. De acordo Alam, Kabir,
and Reza (2021) as comorbidades observadas poderiam ser um gatilho para predispor
o individuo a hospitalizagédo e até mesmo internacdo em unidade de terapia intensiva
(UTI), principalmente em pacientes com redug¢ao da fungao pulmonar, ocasionada por
doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), fibrose pulmonar, doenga renal cronica,
assim como doengas cronicas sem anomalia dos 6rgaos.

Além desses achados Ali et al. (2021), Codo et al. (2020) e Dicker et al. (2021),

observaram que a presenca de comorbidades especificas como diabetes mellitus,
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obesidade, fibroses pulmonares, hipertensao arterial, asma, associadas as variaveis
idade e sexo levam a um maior risco da taxa de morte por COVID-19. 41,30% dos
pacientes que apresentavam comorbidades eram idosos. As comorbidades anemia
(4,83%) céncer 8,69% e doencgas renais 19,31%, foram as de maior prevaléncia entre
as amostras analisadas provenientes das unidades hospitalares.

Outro fator associado que poderia estar influenciando a expressao das
reatividades € a senescéncia celular, visto que o envelhecimento celular esta
relacionado a falha na producdo de anticorpos, em parte devido a interacdes
prejudicadas das células T e B pelo organismo (Pinti et al. 2016). Além disso,
pacientes que possuem comorbidades podem apresentar alteracbes celulares
bioquimicas e fisioldgicas decorrentes do uso continuo de medicamentos reguladores
interferindo na montagem de uma resposta imunologica (Cevenini, Monti, and
Franceschi 2013; Russell, Lone, and Baillie 2023). Do quantitativo de pacientes
internados na unidade hospitalar, 66,7% apresentavam comorbidades e possuiam
idade inferior a 60 anos, 55,5% eram do sexo masculino tendo a doencga renal como
comorbidade de maior frequéncia entre o grupo. Sabe-se que pacientes em dialise,
transplante de 6rgdos e DRC fazem parte do grupo de comorbidades com maior risco
e mortalidade por COVID-19 (Kamar et al. 2021).

Um estudo realizado com profissionais de saude diagnosticados com
hipertensédo que foram vacinados ou tiveram COVID-19 mostrou que a efetividade da
vacinacgao foi menor quando comparados com pacientes sem comorbidades (Rifai et
al. 2022). Outro estudo avaliou a relagao entre pacientes vacinados com duas doses
contra a Covid-19 que eram obesos e possuiam diabetes e verificou que os titulos de
anticorpos se encontram reduzidos (Gaborit et al. 2023). Gallego-Valcarce et al.
(2022) também verificaram que a resposta humoral € imediata em pacientes
hemoliticos que receberam duas doses da vacina de mRNA contra SARS-CoV-2,
entretanto ha uma diminuig&do progressiva dos anticorpos ao longo do tempo.

E importante ressaltar que 4,3% dos soros (n=9) ndo apresentaram reatividade
contra 0 SARS-CoV-2 na diluicdo proposta pelo kit. Estes pacientes pertenciam a
unidade de internagdo e possuiam diversas faixas etarias, e apresentavam, em sua
maioria (55,55%) algum tipo de comorbidade, dentre elas anemia, cancer e doenga
renal crébnica. Uma explicagdo para a auséncia de reatividade seria a possibilidade,
naquele momento, de os pacientes nao terem sido expostos as proteinas do virus

através da vacinagéo ou infecgdo ou estarem imunizados recentemente, encontrando-
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se no periodo conhecido como janela imunolégica (Assadiasl et al. 2020; Quiroga et
al. 2022; Zhang et al. 2021). Estudos vém demonstrando que nédo séo todas as
infeccbes capazes de induzir uma resposta soroldgica. Isto € devido a inUmeros
fatores, como: deficiéncia seletiva de imunoglobulinas, dentre elas IgA, IgM e das
subclasses 1gG1-IgG4. Existem também outros fatores relacionados a resposta
imunoldgica, tais como a produgao desordenada de anticorpos em doengas cronicas
(Bousfiha et al. 2022; Grimbacher 2014); ou resisténcia a vacinagao por ideais politico-

sociais (Hasanzad, Namazi, and Larijani 2022; Martins Pinheiro 2023).
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4.3 — Reatividade de IgG para pacientes com testagem rapida ou RT-PCR para

deteccao dos antigenos de SARS-CoV-2

O primeiro semestre de 2022 foi marcado por ondas de pico da variante do
SARS-COV-2 Omicron (B.1.1.529) entre janeiro e margo de 2022 no Brasil (Taylor
2022; Burki 2022). Para serem submetidos aos seus respectivos tratamentos, os
pacientes atendidos no Hospital Universitario eram testados para verificagao de
possivel infec¢do ativa pelo virus (S Filgueiras et al. 2022).

Dezessete pacientes provenientes da unidade Internacao foram testados para
verificar a possivel presenca de infeccdo ativa. As amostras ndo se mostraram
reativas para infeccao ativa pelo SARS-CoV-2. Ao ser realizado o ELISA as leituras
de absorbancia média para este grupo eram de 1,85 unidades de densidade otica
(figura 16).

Todos os pacientes possuiam algum tipo de comorbidade no momento da
coleta: cancer 4,34% (9 pacientes), renal 2,41% (5 pacientes), anemia 0,96% (2
pacientes) e AVC 0,48% (1 pessoa). Apenas uma pessoa (destaque em circulo azul)
nao havia produzido uma resposta IgG robusta para as proteinas S e N do
coronavirus. A amostra em questao era provenienete de uma paciente oncologica do

sexo feminino, com 44 anos de idade. A idade média destes pacientes era 47,3 anos.
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Figura 16 — Reatividade IgG em soro de pacientes da unidade internagao

submetidos a testagem rapida para SARS-CoV-2
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ELISA de grupo de pacientes ambulatoriais (n = 17) com sintomas gripais que também foram
submetidos a teste de RT-PCR. A linha tracejada (em vermelho) representa o ponto de corte
entre amostras positivas para a produg¢ado de anticorpos IgG anti - SARS-CoV-2 (D.O. =0,374).

Fonte: Elaborado pelo autor

Um subconjunto de pacientes (n=36) proveniente da unidade ambulatorial,
também foi submetido a andlise da presenca de antigenos virais utilizando-se a
técnica de RT-PCR (figura 17). A testagem por RT-PCR realizada neste pequeno
grupo foi necessaria devido ao H.U. ser referéncia no tratamento de doencas renais,
gastrointestinais, transplantes de medula 6ssea e outros, sendo obrigatério a
testagem para COVID, como parte integrada no atendimento destes (HU-
UFJF/EBSERH 2019).

Dos 36 pacientes, 26,3% possuiam algum tipo de comorbidade, como asma (n
= 1), pneumonia (n = 1), cancer (n = 2) ou doenga renal (n = 3), além de outras
comorbidades nao listadas (n = 3). Foi possivel detectar que 9,5% dos pacientes (n =
4) estavam confirmados positivamente para COVID-19. Dois dos pacientes

confirmados para COVID-19 possuiam comorbidades nao especificadas.
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Figura 17 — Reatividade 1gG no soro de pacientes submetidos ao diagndstico
para COVID-19 através da RT-PCR
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ELISA de grupo de pacientes ambulatoriais (n = 36) com sintomas gripais que foram

submetidos a teste de RT-PCR. A linha tracejada (em vermelho) representa o ponto de corte
entre amostras positivas para a produg¢ao de anticorpos IgG anti - SARS-CoV-2 (D.O. =0,329).

Fonte: Elaborado pelo autor

A reatividade por ELISA das amostras com testagem por RT-PCR mostrou que
todas as amostras apresentavam reatividade contra proteinas do virus (figura 18). A
producao de IgG deste grupo possuia leituras de absorbancia préoximas a 2. Apenas,
duas pessoas apresentaram leituras inferiores a 1,5, sendo uma paciente do sexo
feminino, 27 anos, sem comorbidades (D.O. = 0,71) e outra paciente asmatica, do
sexo feminino, 50 anos, (D.O. = 0,88).

Os participantes Covid-19 positivos apresentaram reatividade 1IgG na mesma
proporgao que participantes Covid-19 negativo. Em se tratando de analises realizadas
na cidade de Juiz de Fora e sabendo da ampla vacinacéo contra Covid-19 alcancada
naquele periodo e, observando os resultados das reatividades observadas entre os
sub-grupos testagem rapida ou RT-PCR as altas reatividades encontradas sugerem
estarem associadas a vacinagao da populagao estudada, assim como ja demonstrado
por Gouvea et al. (2022).
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4.4 — Ensaio de avidez IgG preliminar em amostras em 2022.

Uma testagem preliminar para avaliagdo da avidez IgG por ELISA foi realizado
nas amostras que apresentavam testagem por RT-PCR (n=36). Para esta testagem
as amostras submetidas ao ELISA foram tratadas com ureia 0,1 M por 15 min, a fim
de verificar o percentual de reducao das interagdes anticorpo-antigeno. As amostras
tratadas com ureia apresentavam leituras de absorbancia superiores as amostras ndo

tratadas (figura 18).

Figura 18 — Ensaio preliminar de avidez IgG em amostras de 2022
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Redugéo da avidez por analise da absorbancia apds os tratamentos com solugao de ureia. Nota-se que
as interagdes do agente caotrépico nas amostras elevam as leituras de absorbancia. A linha tracejada
(em vermelho) representa o ponto de corte entre amostras reativas para a produgao de anticorpos I1gG
anti - SARS-CoV-2 (D.O. =0,329).

As leituras de absorbancia obtidas indicavam que as interagcdes entre o anticorpo de
ligagdo ao antigeno possuiam avidez elevada. Entretando, a testagem com um unico
tempo e uma concentragédo geraram duvidas acerca dos nossos achados, isto porque
a utilizacdo desses parametros poderia apresentar dados incompletos sobre o

esgotamento das interagées entre anticorpo-antigeno entre os testados.
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4.5 — Desfechos alcangados para amostras de 2022

Tendo em vista os altos titulos (densidade 6ptica) na dilui¢do 1:100, avaliados
nas amostras de 2022 mesmo em pacientes que estavam confirmadamente COVID-
19 positivos e, de acordo com os estudos de Bagno et al. (2022) e Batchi-Bouyou et
al. (2022), os valores das leituras de absorbancia encontradas por ELISA IgG S/N anti-
SARS-CoV-2 indicam a produgao de anticorpos contra proteinas do virus.

A presenga de comorbidades foi o fator associado a menor reatividade IgG para
os pacientes no ano de 2022. Auséncia de comorbidades em pacientes atendidos
foram associados (p< 0,05) a mais altos niveis de reatividade IgG anti-SARS-CoV-2
na analise univariadas.

Segundo K. Li et al. (2020), as altas leituras de D.O. foram positivamente
correlacionadas a atividade neutralizante destes anticorpos e associadas a duracao
da depuracao viral. Andrade Belitardo et al. (2022) reforcam que apesar da
importancia dos ensaios de neutralizagdo em algumas situagdes, os inquéritos
sorologicos populacionais, a partir dos niveis de anticorpos de ligagdo sdo mais
escalaveis e praticos.

Como a populagéo escolhida incluia pacientes em sua rotina de exames e,
sendo as duas unidades hospitalares referéncias no tratamento de doencas cronicas
(doencas renais, gastrointestinais e cardiaca), os 58,42% dos pacientes que possuiam
algum tipo de comorbidade em 2022 poderia explicar em parte as altas leituras IgG
anti proteinas S e N do SARS-CoV-2, visto que, pacientes com comorbidades tinham
prioridade na vacinacao e a cidade se encontrava com mais de 87% da populagao
vacinada naquele periodo (CNN Brasil 2021; Quiroga et al. 2022; SESJF 2022). Outro
fato a ser observado é o alto indice de avidez encontrado nas amostras que possuiam
testagem por RT-PCR, que poderia indicar a presenga de anticorpos IgG mais
especificos (capazes de competir com o virus pelo sitio ativo de entrada na célula
alvo).

Por fim, as amostras analisadas apresentaram reatividade |gG contra proteinas
do nucleocapsideo e spike do novo coronavirus na maior parte das amostras
analisadas. Entretanto, nao foi possivel avaliar se essa producao de anticorpos era

proveniente da vacinagao e/ou de infeccbes passadas.



63

CAPIiTULO Il — Prevaléncia de anticorpos de alta avidez reflete atividade
protetora contra SARS-CoV-2 em ambulatério do HU-UFJF
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4.5 Reatividade de anticorpos IgG em pacientes atendidos na unidade Dom
Bosco em 2023

A fim de verificar a presenga de anticorpos IgG protetores em pacientes
atendidos para o ano de 2023, foi realizado um estudo seccional transversal em
formato de senso no qual 71 (setenta e uma) amostras provenientes da HU - Dom
Bosco foram coletadas ativamente, no més de maio de 2023. Aos participantes dessa
nova etapa da pesquisa foi-lhes oferecido um questionario de autoavaliacdo acerca
da COVID - 19 e consultado o calendario vacinal destes pacientes (figura 19 e tabela
4). Todos os participantes consentiram em assinar o Termo de Consentimento Livre
Esclarecido (TCLE).

Figura 19 — ELISA IgG contra proteinas S/N anti SARS-CoV-2 em pacientes

ambulatérias em maio de 2023
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Reatividade do ELISA IgG para grupo ambulatorial (n=71) que foram entrevistados no més de maio de
2023. Nota-se que apenas 1 paciente (circulo em verde) apresentou niveis no limiar de corte, para
produgao de anticorpos contra as proteinas S/N do virus SARS-CoV-2. Os valores sdo expressos em
unidades de D.O. A média (em preto) e desvio padrdao (em azul) sdo mostrados no grafico. A linha
pontilhada em vermelho representa o ponto de corte para o grupo (D.O.= 0,290).

Elaborado pelo autor.
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Das 71 amostras coletadas, 56,06% eram do sexo feminino. 84,59% possuiam
comorbidades e, 35,20% dos pacientes ja haviam sido diagnosticados com COVID-
19, de acordo com as entrevistas. Em relacdo a taxa imunizacdo contra a doenca,
94,36% haviam recebido ao menos uma dose da vacinacgao contra o virus. Destes,
74,63% receberam trés ou quatro doses da vacinagao, seguido de 15,49% que
receberam duas doses dos imunizantes. No momento da coleta do soro, 10 pacientes
apresentavam sintomas da COVID-19.

A presencga de anticorpos IgG e IgM, anti SARS-CoV-2 sugere imunizagao
tardia ou recente, respectivamente, do virus (Gouvea et al. 2022). Em se tratando das
leituras observadas, as amostras em sua maior parte (98,50%) apresentaram

reatividade positiva contra as proteinas testadas.



66

Tabela 4 — Dados Demograficos e clinicos das amostras em 2023

Baixos Titulos IgG  Altos Titulos IgG

Varidveis n=4(563%)  n= 67 (94,36%)
Sexo

Feminino 1(1,14) 39 (54,92)
Masculino 2(2,81) 26 (36,61)
Ignorado 1(1,41) 2(2,82)
Faixa de idade

de 18 - 59 2(2,81) 20 (28,16)
60 ou + 0 39 (54,92)
Ignorado 2(2,81) 8(11,27)
Contato com pessoas

com Covid?

Nao 2(2,81) 64 (90,13)
Sim 0 0
Ignorado 2(2,81) 3(4,22)
Esta com Sintomas da

CcoviD?

Nao 2(2,81) 53 (74,64)
Sim 0 10 (14,08)
Ignorado 2(2,81) 4 (5,63)
Ja teve COVID-19?

Nao 2(2,81) 38 (53,51)
Sim 0 25 (35,20)
Ignorado 2(2,81) 4 (5,63)
Possui Vacinagao?

Nao 0 1(1,40)
Sim 3(4,22) 64 (90,13)
Ignorado 1(1,41) 2(2,81)
Quantidade de doses

1 1(1,41) 0
2 0 11 (15,49)
3 0 4 (5,63)
4 2(2,81) 47 (66,19)
Ignorado 1(1,41) 5(7,04)
Possui comorbidades?

Nao 1(1,41) 7 (9,86)
Sim 2(2,81) 58 (81,68)
Ignorado 1(1,41) 2(2,82)

Dados obtidos a partir da entrevista estruturada (Questionario de autoavaligdo
— COVID-19 - anexo lll), da consulta aos cartdes vacinais e a partir de consulta
aos prontuarios médicos online acessados através do Aplicativo de Gestao dos
Hospitais Universitarios (AGHU) - EBSERH (2023).

Fonte: Elaborado pelo autor
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Das amostras analisadas para o ano de 2023, 84,5% possuiam um ou mais

tipos de comorbidades, que séo elencadas abaixo (tabela 4.1).

Tabela 4.1 — Comorbidades observados para o grupo amostral de pacientes

da unidade ambulatorial, entrevistados em maio de 2023

TIPOS DE COMORBIDADE FREQUENCIA (%)
Ignorado 4,23
Anemia; Problemas nos rins 1.41
AVC, Alzheimer, Parkison 1.41
Cancer 2,82
Cancer; Diabetes; Hipertenséo; Problemas de coracédo; Problemas 1,41
de pulméo

Colesterol/ Triglicérides altos; hipertenséo, problemas nos rins 141
Diabete; Problemas intestinais 1.41
Diabete; Problemas no figado 1.41
Diabetes; Doenc¢as autoimunes; Hipertensédo; Reumatismo 1.41
Diabetes; Hipertenséao 4,23
Diabetes; Hipertenséo; Problemas de coracédo; Reumatismo 2,82

Diabetes; Hipertenséo; Problemas no coracéo; Problemas nosrins 1,41

Diabetes; Hipertenséao; Problemas nos rins 4,23
Diabetes; Hipertensédo; Reumatismo 1,41
Diabetes; Problemas de coracéo 1.41
Doenca autoimune 1.41
Doencas autoimunes 1,41
Doencas autoimunes; Problema no figado 1,41
Hipertenséo 7,05
Hipertenséo; Obesidade 2,82
Hipertenséo; Problema nos rins 1,41
Hipertenséo; Problemas intestinais. 1.41
Hipertenséo; Problemas intestinais; Problemas nos rins 2,82
Hipertenséo; Problemas no coragdo 1,41
Hipertenséo; Problemas nos rins 2,82
Osteoporose 1.41
Problema de pulméo; Reumatismo; Doencas autoimunes 141
Problemas de coagulagédo; Problemas nos rins 1,41
Problemas de coragéo 2,82
Problemas intestinais 1.41
Problemas intestinais; Doenc¢as autoimunes 1,41

Dados obtidos a partir da consultaaos prontuarios médicos online acessados através do
Aplicativo de Gestao dos Hospitais Universitarios (AGHU) - EBSERH (2023).

Fonte: Elaborado pelo autor



68

4.6 — Desfechos alcangados para amostras de 2023

Todas as amostras analisadas em 2023 apresentaram reatividade de IgG
contra proteinas S/N do SARS-CoV-2. Assim como verificado por Gouvea et al. (2022)
as altas reatividades encontradas estdo associadas a imunizagado dessa populagao,
gue em sua maioria, apresentavam duas ou mais doses da vacinag¢ao contra a Covid-
19. Dos 35,20% que tiveram Covid-19 em algum momento ao longo destes anos
estavam com o calendario vacinal completo (4 doses) até a realizagao dos testes para
verificagdo da reatividade IgG. E apenas uma amostra apresentou niveis de
reatividade proximos ao limiar de corte que diferencia amostras negativas de amostras

positivas.

4.7 Analise da avidez de anticorpos IgG em pacientes atendidos na unidade Dom
Bosco em 2023

Apos a analise da presencga de anticorpos IgG anti-coronavirus por ELISA, as
71 amostras foram submetidas ao ensaio de avidez de anticorpos. Diferentes
concentragcdes molares de ureia, com variagao de tempo entre 15 minutos ou 1 hora,
foram empregadas a fim de verificar qual o melhor tratamento que permitisse reduzir
a ligacao de baixa afinidade entre anticorpo produzido contra proteinas S/N da cepa
de SARS-CoV-2/Wuhan-China (figura 20). O percentual de queda da avidez de
anticorpos IgG anti S/IN SARS-CoV-2 para diferentes concentragbes em fungdo do

tempo é mostrado (tabela 5).
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Figura 20 — Padronizagao e testagem das amostras de soros de pacientes da unidade ambulatorial do HU/EBSERH/UFJF de
acordo com a concentragcao do agente caotropico e tempo de incubagao para deteccao de avidez de IgG S/N anti-SARS-CoV-2
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A) indice de avidez das amostras (n=71) submetidas a diferentes concentracdes do agente caotrépico ureia e com variagdo do tempo de incubagdo com o
agente (de 15 ou 60 minutos), a fim de determinar qual a melhor concentragédo x tempo, necessarios para determinar a avidez de anticorpos contra proteinas
do virus. B) Queda da avidez por analise da absorbancia apds os tratamentos com solugao de ureia. Nota-se que nas concentragdes 1M ou 6M ha retirada de
anticorpos de baixa avidez para as proteinas spike (S) e nucleocapsideo (N) do virus.
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O fator “tempo" de incubagao com o caotrépico foi o responsavel pela reducao
maxima de 23% da avidez de anticorpos IgG para SARS-CoV-2 (figura 21 e tabela 5).

No entanto, o percentual de reducao da ligagao destes anticorpos foi baixo.

Tabela 5 - Reducéao da avidez de anticorpos IgG contra SARS-CoV-2 (%)

[] Sem Baixo Médio Alto Total (%)
Ureia/Tempo | alteragao

Ureia 1M/1h 5,63 87,32 5,63 1,41 100,00
Ureia 6M/15m. 38,03 54,93 5,63 1,41 100,00
Ureia 6M/1h 11,27 80,28 5,63 2,82 100,00

Percentual de reducéo da avidez IgG contra proteinas do SARS-CoV-2.

Fonte: Elaborado pelo autor.

O papel dos anticorpos na Covid-19 nao esta totalmente desvendado. Ha
incertezas contra o papel protetor da imunidade humoral, entretanto ha evidéncias
crescentes de que uma resposta robusta de células T seria protetora. A presenca de
células T de baixa avidez foi verificada em pacientes que sofriam de covid-19 grave
(Ameratunga et al. 2022).

Em todas as concentragdes utilizadas, mais de 90% das amostras mantiveram
a ligacdo anticorpo-antigeno, indicando, consequentemente, que os anticorpos
produzidos sdo de alta avidez. Essa forte correlagéo foi observada por Gaspar and De
Gaspari (2021) ao realizarem analises comparativas entre ensaio de neutralizagcéo de
anticorpos e ensaios de avidez ELISA, observando boa correspondéncia entre essas
duas técnicas.

Possivelmente, a qualidade e robustez da respostas de anticorpos verificados
nas amostras de 2023 refletem a imunidade protetora proveniente de células T ao
SARS-CoV-2, como ja verificado em estudos de toxoplasmose, linfoma de células B,

hepatites, no qual a analise da avidez era um indicativo da presenca de anticorpos
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IgG de baixa ou alta afinidade (Rodella et al. 2006; K. Hedman et al. 1989; Roque-
Afonso et al. 2004).

A presenca da alta reatividade demonstrado por ELISA e a alta avidez de
anticorpos refletem o amadurecimento e fortalecimento entre a interagdo anticorpo-
antigeno contra proteinas do SARS-CoV-2, em decorréncia da infecgdo ou da
vacinacao (Racine-Brzostek et al. 2021). Estudos corroboram que a avidez de
anticorpos se correlaciona diretamente com as respostas de neutralizagdo para as
proteinas analisadas (Hajilooi et al. 2023; Almanzar et al. 2013; Ward et al. 1994).

No presente estudo o indice de avidez (lA) variou em decorréncia das
concentragdes de ureia 1M ou 6M a 37°C incubadas por 1 hora. A variagado do tempo
de incubacgao foi o fator preditor para alterar a ligagdo das proteinas S e N do SARS-
CoV-2 em no maximo 23%. A utilizagao da ureia como agente caotropico foi capaz de
eliminar as ligagdes fracas entre anticorpos de ligagao |gG de baixa avidez e proteinas
do coronavirus.

A alta afinidade observada nos testes de avidez mostrou uma forte correlacao
com os altos titulos de IgG e a protecéo individual do grupo analisado, assim como
observado por (Gaspar and De Gaspari 2021; Hertz et al. 2023).

Tendo em vista que 75,4% das amostras do grupo de 2023 possuiam quatro
doses de vacinacao e observando a combinacao entre titulos de anticorpos dosados
por ELISA e sua avidez, foi possivel verificar que os participantes estao protegidos

contra a doencga grave.
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5 CONCLUSOES

O primeiro conjunto de anadlises referente ao ano de 2022 mostrou que os
participantes, em sua maior parte, apresentaram reatividade 1gG para presenca de
anticorpos contra proteinas S/N do SARS-CoV-2 da cepa de Wuhan/China. A origem
do paciente foi um fator responsavel pelas diferencas de reatividades em 2022
(p<0,01), bem como a presenca de comorbidades (p<0,04), mesmo entre pacientes
que apresentavam a doenga no momento da coleta. O fato dos pacientes da unidade
internacdo apresentarem um valor médio de leitura de absorbéancia igual a 1,6
unidades de D.O. para o ano de 2022 requer maiores investigacoes

A presenca de reatividade e indice de avidez IgG em amostras de 2023 em
todas as amostras foi verificada utilizando o ELISA indireto para proteinas S/N do
SARS-CoV-2 da cepa de Wuhan/China. Possivelmente, a prevaléncia de imunizacao
completa ou em ao menos duas doses correspondeu a 87,31% das amostras de 2023,
poderia explicar as reatividades encontradas. Apesar das multiplas comorbidades
observadas nos pacientes em amostras de 2023 foi verificado leituras elevadas de
D.O. para IgG contra Covid-19. Estes pacientes compde o somatorio de individuos
que estdo com o calendario vacinal para Covid-19 completos, assegurando que as
reatividades sao provenientes da vacinacao. Isto posto, foi possivel verificar que os
participantes tanto em 2022 quanto em 2023 sao reativos a proteinas do SARS-CoV-
2 provenientes da cepa de Wuhan/China, em sua maior parte. E que os anticorpos
produzidos séo de alta avidez, indicando maturagao de afinidade desses anticorpos.

Novos estudos sido necessarios para a verificacdo da permanéncia dos
anticorpos IgG contra proteinas do virus. Analises da reatividade IgG contra novas
cepas do SARS-CoV-2 sao necessarias para verificagado da produgéao de anticorpos

especificos contra as variantes do novo coronavirus, em circulagdo no momento.
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coletado por SWAB-nasal e ensaios de PCR. Todas as amosiras serdo coletadas de pacientes do
ambulatdrio do Hospital Universitario da Universidade Federal de Juiz de Fora — MG. As amostras serdo
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Faculdade de Farmacia e no Laboratdrio de Estudo de Esirutura e Fungdo de Proteinas do ICB da UFJF.
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outras informagdes pertinentes (Diagndstico anterior de COVID 19, Esquema vacinal para COVID). Para
uma avaliagao exploratdria da cidade, pretendemos utilizar uma amostragem inicial calculada a partir da
populagao de Juiz de Fora ("800 mil habitantes), com uma taxa de positividade em torno de 15% para
COVID, coletando e analisando inicialmente, 196 amastras em triplicata, sendo necesséario o fornecimento
inicial de 20 placas para esta analise
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ANEXO Il - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

HOSPITAL UNIVERSITARIO DA UNIVERSIDADE FEDERAL
H‘U‘ DE JUIZ DE FORA
. Gestio de Ensino e Pesquisa - Setor de Pesquisa e EBSER
Inovacdo Tecnoldgica

Pezquisadora responsivel: Priscita de Faria Pinto

Endereco: Laboratdrio de Estudo de Estrutura e Fungao de Proteinas
Departamento de Bioguimica — Universidade Federal da Juiz de Fora — MG
Rua José Lourengo Kelmer, s/n — Sao Pedro.

CEP: 36036-900 Julz de Fora-MG.

Telefone: (32) 2102-3217

E-mail: priscila_farna@ufif.edu br

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDOD

Voo ast.i sando mnmdadn{a] como unlunlﬁnﬂ(aj a pamapa: da p-ﬁ-sqmsa rntltmal:la Eﬁﬂuﬁg
[] UV (s | and Tl o ! a = & x .
F\DRNMG O motive gue nos Imra a faailzar asta pesguksa & mlﬁc:a.r 56 05 !astus da dagnf:«sm am

amostras de sangue 50 capazes de detectar o novo coronavinug, ou a presenca de anticorpos contra este
wirus em pessoas adultas atendidas no ambulaténo do Hospital Universitine - EBSERHIUFJIF.

PROCEDIMENTOS DA PESQUISA

Para a realizacio do teste de COVID & necessdrio a coleta de amosiras de sangue do paciente ou
coleta da secrecho nasal (Swab nasofaringec para agueles que estio sintomdélicos), para exames
laboratoriats. Estes procedimentos sao necessdrios para um diagndstico correlo e para providenciar o
ratamento adequado as pessoas infecladas.

Caso vocé nos autorize, uma peguena amostra de sangue, retirada de sua rotina de coleta
normal @ amostras da coleta de secrecio nasal (para aqueles pacientes sintomdticos) serdo
utilizadas na pesquisa. Este procedimento ndo comprometerd o geu diagndstico, uma vez que, estes
materials serfo encaminhados ao Laboratério de Andlises Clinlcas do Hospital Universitirio da
UFJF. Os materiais ndo utlizados ou aqueles que sobrarem dos exames, zerdo descartados conforme
detemminam as normas de descartes para material que possa estar contaminado. As amostras de sangue
serdo distribuidas aleatoriamente em grupos controle, positives e negatives para COVID e grupos
testes. Serd ulilizada uma técnica para verificar a presenca de anticorpos nas amostras a fim de zaber se
o seu sistema iImunoldgion |4 produziu ou estd produzindo anticorpos contra a doenga, a partir da vacinacao
ou a partir de uma infeccdo recente ou anterior. Para os individuos que apresentam sintomas gripais. iremos
utilizar uma técnica gue determina o material gendtico do virus nas amosiras de secregdo nasal para o
precizo diagndstico da COVID-19.

Vamos aplicar um questiondrio para obter informacgdes pertinentes a pesguisa, @ solicitamos a sua
autorizacio para consultar o2 dados de seu prontudno médico neste hospital a fim de completarmos os
dados.

RISCOS - O= rizcos diretos para o paciente serdo minimos, visto que, toda a coleta serd realizada
por profissional capacitado. O sangue ulilizado nessa pesquisa serd somenile aquele considerado
excedente (que sobrou) no momento de sua rolina comum para exames laboratorais.

BENEFICIOS - O beneficio principal da sua participac3o & contribulr para a compreensao da
producio de anlicorpos que a populacdo estd desenvolvendo contra a COVID-19. Os dados obtidos
ajudarao a entender a quantidade de Individuos sintomaticos e assintomaticos que estdo com COVID-19 e
aqueles gue foram vacinados e, determinar a eficicia dos testes de diagndsticos utilizados no setor plblico
da cidade.

Para paricipar deste estudo vocd nao tera nenhum custo, nem receberd qualquer vaniagem
financeira. Apesar disso, caso sajam identificados e comprovados danos provenientes desta pesquisa, o
Senhor{a) tem assegurado o direito a indenizagao. O Sr. (a) serd esclarecido (a) sobre o estudo em qualguer
aspaclo que desejar e estard livre para participar ou recusar-se& a participar. Poderd retirar seu
consenlimento ol interromper a participacio a qualquer momento. A sua parliclpagdo & voluntdria e a
recusa em participar ndo acaretarda qualquer penalidade ou modificacdo na forma em que o Sr. (a) é
atendido (a) pelo pesguisador, que tratard a sua identidade com padroes profissionais de sigilo, atendendo
a leqgislacao brasileira (Resolucao N® 466M1 2 do Conselho Macional de Sadde), utilizando as informacoes
somente para os fing académicos & centificos.

Os resultados da pesquisa estardo 4 sua disposicio quando finalizada. Seu nome &/ou o matenal
que indigue sua partickpacio nao serd liberado sem a sua permissao. O (A) Senhor (a) ndo serd dentificado
{a) em nenhuma publicacao que possa resultar deste estudo. Os dados e instrumentos utilizados na

Rubnca do participants Rubnca do inwestigador responsanel

O CEP avaia prolocoios de pesquisa gue ervolve seres humanos., realzanto um irabalho cooparafiva que viss, especaaiments, &
prolecia dos paricipanies de pesguesa do
Beasil Em caso de , EOM respaito sos asp éticos desta pesquisa, vocd poderd consultar:
CEF - Comilé de Elica em Pesquesa com Seres Humanos - UFJF
Campus Universildsio ¢a UFJF
Prd-Reilona de Pds-Gradsagdo & Pesquisa
CEP: 36036-200
Fone: (32} 2102+ 3788 { E-mail cep. proppEufif edu be
1
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HOSPITAL UNIVERSITARIO DA UNIVERSIDADE FEDERAL
HU' DE JUIZ DE FORA Li
—— Gestdo de Ensino e Pesquisa - Setor de Pesquisa e EBSER

Inovacdo Tecnoldgica

pesquisa ficardo arquivados com o pesguizador responsdvel por um perlodo de 5 (cinco) anos, & apds esse
tempo serdo destruldos.

Este termo de consantimentoe encontra-se imprasso em 2 {duas) vias originais, sendo qgue uma via
serd arquivada pelo pesquisador responsdvel, no Laboratdrio de Estudo de Estrutura @ Funcao de Proteinas
no Departamento de Bioguimica — ICB, da Universidade Federal de Juiz de Fora e a outra sera fornecida
ao Senhor {a).

Eu, . portador do decumants de ldentidade
fui Informado (a) dos objetivos do estudo "NOME DO ESTUDOD", de maneira clara
@ detalhada e esclareci minhas dividas. Sei que a qualquer momento podersl solicitar novas informagbes
@ modificar minha decisao de participar se assim o desejar.

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma via deste termo de consentimento
livre & esclarecido @ me foi dada 4 oportunidade de ler e esclarecer as minhas dividas.

Juiz de Fora, de de
Nome & assinatura do (a) participante {a) Data
Mome e assinatura do {a) pesquisador {a) Diata
MNome & assinatura do (a) testemunha Data

Em caso de dividas sobre a colets. andamento da pesquisa, vocd poderd entrar em contato com & pesquisadora
responsavel Or. Priscila de Faria Pinto, no seguinte enderago:

Laboratdrio de Estudo de Estrutura & Fungio de Protednas
Departameanto de Bioguimica —

Universidade Federal de Juiz de Fora — MG

Rua José Lourengo Kelmer, sin — 580 Pedro, Juiz de Fora-MG.
CEP: 36036-000

Telefons: {32) 2102-3217

E-mail: priscila_faris@uff br

Em caso de dividas com respeito ao0s aspecios &ticos deste estudo, vocé poderd consultar o Comité de Etica em
Pesquiss HU-UFJF:

Rua Catulo Breviglheri, a/n® - Bairre Santa Catarina

CEP.: 36036-110 - Juiz de Fora - MG

Talefone: 4000-5167

E-mail: cep.hu@ufjf edu br

Aubinca do participate Aubnca do imvestigador responsdvel

O CEP avaka prolocoios de pespuisa gue envolve safes humanos, reakzando um irababho cooperafvo que visa, especalmeants, &
prolecho des parlicipanies de pesquesa do
Beasil. Em caso de dividas, com respeilo sos aspecios dticos desta pesquisa, vocd poderd consultar:
CEP - Comilé de Elica em Pesquita com Seres Himanas - UFJF
Campus Universitano da UFJF
Pra-Rsitaria de Pos.Graduacdo « Pesquisa
CEP: 36036-600
Fane: (32) 2102- 3768 | E-mai cep: proppiE uffl sdis by
2



ANEXO Ill - QUESTIONARIO DE AUTOAVALIAGAO — COVID-19

Prontuario n™

Data da Coleta: [ |

Questionario de autoavaliagdo a cerca de sinais e sintomas em
adultos infectados com o novo coronavirus, na cidade de Juiz de
Fora - MG.

Woch esta sendo convidadola) a parficipar de uma pesquisa populacional sobra
a imunidade de pessoas infecladas pelo novo corenavirus e a eficacia dos tesles
diagndsticos, fornecidos pelos Secretaria do Eslado de Saide de Minas Gerais que
gsid sendo realizada em consdrcia firmado enlre o Laboratdnio de Biologia Maolecular
da Faculdade de Farmacia e no Labomldrio de Esludo de Estrutura & FungSo de
Protainas do ICB — UFJF em parceria com a Sacrelaria de Esiado de Sadde de Minzs
Geraks, para o esludo e enfrentamento da pandemia de COVID-12. O objetivo dassa
pesguisa & avaliar a eficacia dos testes de diagndsticos utilzados na datecgio do novo
corenavins (SARS-CoV-2) em pessoas sinlomaticas e assintomaticas. Essa pesquisa
podera ajudar a entender a doanga 8 a criar novas lormas de deleccio e ralamentos
no fuluro. Os avangos na area da salde ccomem alravés de pesquisas como essa a,
por iss0, sua participacdo & importanie.

A participagao na pesquisa & voluniarna & nao envalve nenhum beneficio dirafo
aos parlicipanies.

A sua parlicipacio na pesguisa & dividida em 2 (duas) partes. Mo prmeirs
momanio, vood devera responder a asle queslionano, o gual inkkiamos sgora @ suas
respostas SERAD MANTIDAS EM ABSOLUTO SIGILO. As pargunias serdo socbra
habitos de vida, doangas existentes e uso de medicameanlas. Caso asteja de acordo
com nossos crilérios, vocé eslara apto a paricipar da pesguisa e prosseguir para
sequnda parte, se lor de seu inlarasse.

| ]Aceito participar
[ ]M&o0 aceilo participar

1. Qual a sua faixa etaria?

| 118az22 [ 143a47 [ |68arF2
[ 123azZ7 | 14Ba52 [ 1f3aTr
[ 128a32 [ 153abT [ 178aB3
[ 133a37 [ 158a6B2 [ ]84 oumais
[ 138Ba42 [ 183a6T
2. Qual o seu sexao?
[ | Feminina [ ] Masculing

3. Qual seu nivel de escolaridada?
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[ JAnalfabelo | ] Fund. Incompleto [ | Fund complato
[ 1Médio incomplelo [ ] Médio completa | ] Superior incomplato
[ 1Superior complefio [ | Pos Graduacdo

4. Como vocé se considera? (classificacio oblida a parlir de dados coletados do
IBGE)

[ ]Amareio [ ]Branca [ ]indigena
| |Pardo [ ]Preic

5. Vocé ja foi giagnosticado com GOVID - 19 anteriormente 7
[ 1 Sim | INao

8. Vocé estd com sintomas da COVID-197
[ 15im [ [nNao

7. Se sim, quais sintomas vocé estd sentindo?

[ 1Febre [ ]Perda da fala, mobilidada [ ] IritagBes na pela ou
[ 1Tossa ou confusan descoloracio dos
[ ]Cansaco I ] Dores no paita dedos dos pés ou das
| ]Perda de paladar ou | ]Dores de garganta mdos

olfato | 1Dorde cabega [ ] Olhos vermelhos ou
[ | Dificuldade para respirar [ |Dores e desconfortos iritados

ou falta de ar [ ]Diarrsia [ [Outros.

B. Quando vocd comegou a sentir os sintomas citados na pergunta anterior?
Caso ndo senliu nenhum sinfoma, ndo responda esfa pergunta.

Data: ! !

9. Tewe contato com alguém com COVID-13 diagnosticado, nestes ditimos dias 7

[ 1Sim [ ]Nao
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10.Em qual bairro de Juiz de Fora vocé reside?

11.5e vocé ndo reside em Juiz de Fora, em qual cidade que vocd mora?

12.Tomou vacina contra a COVID-13 7

[ 15im [ ]Nao

13.Se, sim quantas doses?
[ 11 dose | ]Dose dnica
[ 11" e 2" doses [ 11" Relorgo [ 1 1" e 2° Reforgos
% Qual a marca da 1" o 2" dosas?
[ ] Coronavac [ ]danssen
[ 1Pfizer | ]Astrazenaca
4% Qual a marca do 1° reforgo?
| ]Coronavac | 1Janssen
[ ]| Plizer [ ]Astrazeneca
4 Qual a marca do 2° reforgo?
| | Coronavac [ ]danssen

[ |Phizer [ JAsirazenecs

14.Vocé possui algum tipo de comorbidade?
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[ 1Anemia [ ]Cbesdade’ Sobrepeso [ ]Problemas no

[ ]Céncar [ ]Froblemas de cosqulagio  pulm8od respiretincs

[ ] Colesteroll Triglicérdes [ ] Problemas intestinais | {asma, bronguie, nnite,
ailos | Problamas no coragio sinusite, efc

| ] Disbetes | ] Problemas no figado [ ] Problemss nos rins
[ ]Doengas autemunes (Wipus, {@0rdura, cimoss, hepatite. {pedra no rim, infecgbes,
artrite. psoriase. problamsas na vesicula, el |

elic.} e, [ ] Reumatismo

[ ] Hiperensao [ ]Menhuma doenca

[ JHIV [ ]0utre (especiiquel:

Agradecemos a sua contribuicio nesta pesguisa.



