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RESUMO

A pandemia do Covid-19 desafiou o sistema de saude publica, visto que, as opcgdes
terapéuticas atualmente disponiveis apresentam limitacées em sua eficacia. Mesmo
com o avango da vacinagdo, ainda sao observados casos de hospitalizacdo pela
Covid-19, sugerindo a queda da imunidade tempos apds a conclusédo do esquema
vacinal. Dois estudos foram conduzidos em diferentes abordagens, uma coorte
retrospectiva majoritariamente clinica e epidemioldgica e outro estudo de carater
transversal, ambos envolvendo pacientes admitidos em um hospital terciario no sul
do Brasil. No estudo de coorte retrospectiva (estudo 1) pacientes com esquema
vacinal, mesmo que incompleto, foram incluidos no estudo e uma amostra de swab
nasal, quando disponivel, foi enviada para sequenciamento nucleotidico. Um total de
218 pacientes foram incluidos e divididos de acordo com o status vacinal: se
vacinado, se vacinagdao completa e se vacinacdo oportuna. Idade foi
significativamente maior no grupo de vacinados, indo de acordo com o perfil de
vacinagao adotado no Brasil, que foi iniciado com grupos prioritarios e entre estes os
idosos. Estatisticamente, a vacinacdo por si sé nao apresentou diferencga
significativa de protegdo, embora pacientes com esquema vacinal completo
apresentaram maior desfecho de alta, porém, o intervalo de tempo entre a ultima
dose e a infeccdo pelo virus foi insuficiente para soroconversdo. Além disso, a
maioria dos pacientes recebeu o imunizante CoronaVac, que apresentou efetividade
vacinal reduzida quando comparada as demais. A maioria dos pacientes foram
infectados pela variante de preocupacdo Gama, que foi a principal variante de
circulagdo no periodo do estudo, o que também pode ter contribuido para uma
menor resposta vacinal. No estudo transversal (estudo 2), 37 pacientes com Covid-
19 foram incluidos, estes apresentavam esquema vacinal completo e tiveram
amostras de soro obtidas sequencialmente em um intervalo de 7 dias até o
desfecho. Teste de dosagens de citocinas, anticorpos IgA e IgG e cVNT para
titulacdo de anticorpos neutralizantes (nAb) foram realizados. Além disso, a primeira
amostra de cada paciente foi submetida a dosagem de citocinas que demonstrou
expressdes de IL-10, IL-18 e MCP-1. Quando comparados com uma coorte de
pacientes doentes e nao vacinados, nota-se que a expressao foi maior em titulo e
em quantidade de citocinas no grupo de nao vacinados, sugerindo um fator protetivo
da vacina no quesito de exacerbacado do perfil inflamatério. A MCP-1 esteve
expressa em pacientes com alteracdo dos niveis de D-dimero e foi descrita na
literatura como um possivel marcador de prognostico de 6bito em pacientes criticos.
Um total de 98% das amostras que tiveram os niveis de nAb medidos apresentaram
neutralizagéo para alguma variante, sendo a Wuhan com maior média de nAb, o que
condiz com o cenario visto que as vacinas foram desenvolvidas no combate desta
cepa inicial. De todas as variantes, Omicron apresentou o perfil mais distinto de
expressao de citocinas inflamatorias. Dados sobre o perfil de pacientes infectados e
imunidade soroldgica pode auxiliar em estratégias de atualizagado vacinal e manejo
de pacientes frente as vacinas aplicadas e cepas circulantes.

Palavras-chave: SARS-CoV-2, vacina, resposta imune, imunizacao, saude publica,
pandemia.



ABSTRACT

The COVID-19 pandemic has challenged the public health system, as currently
available therapeutic options have limitations in their effectiveness. Even with the
advancement of vaccination, cases of hospitalization due to Covid-19 are still
observed, suggesting a decline in immunity some time after the completion of the
vaccination schedule. Two studies were conducted using different approaches, a
retrospective cohort, mostly clinical and epidemiological, and another cross-sectional
study with laboratory evaluation, both involving patients admitted to a tertiary hospital
in southern Brazil. In the retrospective cohort study (study 1), patients with a
vaccination schedule, even if incomplete, were included in the study and a nasal
swab sample, when available, was sent for nucleotide sequencing. A total of 218
patients were included and divided according to vaccination status: whether
vaccinated, whether fully vaccinated, and whether timely vaccination. Age was
significantly higher in the vaccinated group, in accordance with the vaccination profile
adopted in Brazil, which started with priority groups and among these the elderly.
Statistically, vaccination alone did not show a significant difference in protection,
although patients with a complete vaccination schedule had a higher discharge
outcome, however, the time interval between the last dose and virus infection was
insufficient for seroconversion. Furthermore, most patients received the CoronaVac
vaccine, which showed reduced vaccine effectiveness when compared to the others.
The majority of patients were infected by the Gamma variant of concern, which was
the main circulating variant during the study period, which may also have contributed
to a lower vaccine response. In the cross-sectional study (study 2), 37 patients with
Covid-19 were included, they had a complete vaccination schedule and had serum
samples obtained sequentially at an interval of 7 days until the outcome. Cytokine,
IgA and IgG antibodies and cVNT dosage tests for neutralizing antibodies (nAb)
titration were performed. Furthermore, the first sample from each patient was
subjected to cytokine measurement, which demonstrated expressions of IL-10, IL-18
and MCP-1. When compared with a cohort of sick and unvaccinated patients, it is
noted that the expression was higher in titer and quantity of cytokines in the
unvaccinated group, suggesting a protective factor of the vaccine in terms of
exacerbating the inflammatory profile. MCP-1 was expressed in patients with altered
D-dimer levels and was described in the literature as a possible prognostic marker for
death in critically ill patients. A total of 98% of the samples whose nAb levels were
measured showed neutralization for some variant, with Wuhan having the highest
average of nAb, which is consistent with the scenario given that the vaccines were
developed to combat this initial strain. Of all the variants, Omicron presented the
most distinct profile of inflammatory cytokine expression. Data on the profile of
infected patients and serological immunity can assist in vaccination update strategies
and patient management in relation to the vaccines applied and circulating strains.

Keywords: SARS-CoV-2, vaccine, immune response, immunization, public health,

pandemic.
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1 INTRODUGAO

Com inicio no ano de 2019, em Wuhan, a Covid-19, doenca causada pela
infeccdo pelo coronavirus (SARS-CoV-2) se tornou uma das mais importantes
pandemias recentes relatadas pela humanidade, com impactos na saude publica,
sociais, econémicos e ambientais ao redor do globo (SHEIKH, et al., 2021).

Até o final de 2021, os medicamentos capazes de inibir a replicacdo do virus
causador da doenca ainda ndao estavam prontamente disponiveis, e medidas como o
distanciamento social e uso de mascaras foram adotadas a fim de minimizar a
transmissao viral entre os individuos. Entretanto, desde a percepgao do impacto da
Covid-19, houve uma corrida pela formulacdo de vacinas eficazes na prevengao e
atenuacdo da doenca em individuos infectados (JIANG, et al., 2020). No Brasil, o
esquema de vacinagao foi iniciado em larga escala com o uso de 4 vacinas
produzidas utilizando diferentes plataformas, todas com estudos clinicos conduzidos
também no Brasil, regulamentados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) no pais. Atualmente, medicamentos inibidores da replicagéo viral estao
disponiveis na rede publica para pacientes ambulatoriais e hospitalizados que
cumprirem uma série de critérios clinicos (MS, 2021).

No Brasil a imunizagdo da populagdo comegou em janeiro de 2021, e foi
realizada de forma gradativa preferencialmente em pacientes idosos, profissionais
de saude e pessoas com fatores de risco para gravidade, sendo subsequentemente
direcionada para toda a populagdo adulta e, no final de 2022, embora a liberagao
tenha sido a partir dos 6 meses de idade, por conta da escassez de doses infantis, a
vacinagao foi inicialmente realizada em individuos de 3 a 11 anos (MS, 2022). No
entanto, a imunizacdo em sua fase inicial ocorreu de forma lenta devido a restricao
no quantitativo de vacinas e seus insumos. Adicionalmente, observou-se o
aparecimento de variantes virais, dentre estas, as denominadas de variantes de
preocupagao (variants of concern - VOCs), que se caracterizam por apresentar
mutacdes e delegcdes em sitios da proteina S que tem como consequéncia, um
aumento na capacidade de entrada viral, replicagcao e escape imune, para 0s quais
as vacinas agora disponiveis apresentam menor eficacia (LU, 2021). Com isso,
observou-se um crescente aumento de pacientes hospitalizados por Covid-19 com

historico de vacinacéo prévia para SARS-CoV-2.
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A vacina objetiva a protegcdo através da produgcdo de anticorpos
neutralizantes (nAb) que sdo capazes de ligar-se ao sitio de ligagdo de proteinas
virais, como por exemplo a proteina spike (S), impedindo assim que o virus entre na
célula do hospedeiro responsavel pelo desenvolvimento da doenca (BELDA-
INIESTA, 2021). Atualmente, o teste considerado padrao-ouro para a determinagao
de protecdo imunoldgica é o Teste de Reducao de Neutralizagao em Placa (PRNT),
visto que os outros testes, como o0s ensaios imunoenzimaticos e de
quimioluminescéncia, que detectam anticorpos totais anti-SARS-CoV-2, ndo sao
considerados correlatos de imunidade, uma vez que nem todos os anticorpos de
ligacdo podem bloquear a infecgao viral, estes testes ndo medem funcionalmente a
inibicdo do anticorpo da infecgdo por SARS-CoV-2. No entanto, devido ao seu baixo
rendimento, o PRNT n&o é pratico para sorodiagndstico em larga escala e avaliagao
de vacinas. Até o momento, ndo existem registros publicos do uso da técnica de
cVNT para avaliagao das vacinas aplicadas em pacientes brasileiros. Visto isso, esta
€ uma lacuna importante para a vigilancia Covid-19 e estudos de resposta a
imunizagao contra a Covid-19 (LEVI, et al.,2021).

Além disso, observou-se que apos o0s primeiros vacinados completarem
mais de 6 meses da imunizagcdo, ocorre uma reducdo absoluta nos titulos de
anticorpos e com um aumento de infecgdes por novas VOC, portanto faz-se
necessario que analises sejam realizadas buscando uma correlagao entre os titulos
de anticorpos neutralizantes, presencga de infecgdo por SARS-CoV-2 e gravidade de
doenca (POUWELS, et al., 2021).

1.1 HIPOTESES A SEREM TESTADAS

Hi:  Pacientes vacinados apresentam maior desfecho de mortalidade do que os
nao vacinados.

Ho: Pacientes vacinados que internam por Covid-19 apresentam baixos titulos de
citocinas inflamatérias e perfil menos grave de infeccdo quando comparado com

pacientes ndo vacinados.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Descrever os aspectos demograficos, clinicos e imunoldgicos de pacientes

hospitalizados por Covid-19 previamente imunizados para SARS-CoV-2.

1.2.2 Objetivos especificos

- Identificar, por meio de Testes de neutralizacao, o titulo de anticorpos anti-
SARS-CoV-2 em pacientes hospitalizados com Covid-19 e que possuem o esquema

vacinal completo;

- Avaliar a diferenca de desfecho entre pacientes que foram vacinados

(vacinagao oportuna) dos pacientes nao vacinados;

- Caracterizar por sequenciamento nucleotidico as cepas de SARS-CoV-2

responsaveis pela infeccdo dos individuos incluidos no estudo;

- Avaliar a gravidade de doencga e correlacionar com os titulos e anticorpos

neutralizantes detectados;

- Avaliar a presencga de marcadores soluveis da resposta imune e
correlacionar com forma clinica e prognéstico dos pacientes comparando com uma

coorte de pacientes ndo imunizados internados com Covid-19;
- Avaliar por meio de analise dos dados qualitativos e semiquantitativos, a

resposta imune humoral (IgG e IgA anti-S1 do SARS-CoV-2) dos pacientes incluidos

no estudo.

1.3 JUSTIFICATIVA
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A vacinacao anti-SARS-CoV-2 foi a medida mais importante para reduzir a
gravidade da doenga, protecdo de grupos vulneraveis e que esta permitindo um
retorno a normalidade no mundo. Porém, a variabilidade genética com selecao de
variantes com potencial de escape imunolégico, assim como a resposta imune
transitéria a infecgdo e a vacinagédo continuam sendo um desafio. Ainda ha muitos
gaps de conhecimento sobre este tema. Desta forma, o presente estudo buscou
compreender e descrever aspectos filogenéticos do virus circulante assim como as

respostas imune humoral e celular a esta infecgdo da populagédo de nossa regido.
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2 REVISAO DE LITERATURA

O agente causador da Covid-19, o SARS-CoV-2 foi inicialmente observado
em Wuhan, na China em 2019. Em 09 de janeiro de 2020, a Organizagao Mundial
da Saude (OMS) publicou a confirmagao de circulagdo do novo virus e no dia
seguinte a primeira sequéncia nucleotidica do virus foi publicada em sites cientificos.
A partir desta publicagdo, foram observados relatos de pessoas infectadas em
outros paises, demonstrando a rapida disseminagéo da doencga ao redor do globo,
bem como adog¢ao de medidas restritivas na tentativa de contengao da disseminacéao
(LANA, et al., 2020).

Em 30 de janeiro de 2020 a epidemia do SARS-CoV-2 foi decretada pela
Organizagdo Mundial de Saude (OMS) como emergéncia em saude publica. E, em
11 de margo do mesmo ano, foi declarada pandemia, no mesmo dia a primeira
infeccdo comunitaria foi confirmada do Brasil, e no dia seguinte, a primeira morte por

Covid-19 foi relatada (Figura 1).

FIGURA 1- LINHA DO TEMPO DE EVENTOS IMPORTANTES DO SARS-COV-2 DESDE SUA
IDENTIFICAGAO ATE O INICIO DESTE ESTUDO

China relata primeiro dbito
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Fonte: O autor (2023).

Com a disseminacéo viral e expansao dos casos, medidas de contencio nao
farmacolégicas como uso de mascaras, distanciamento social e lavagem frequente

de maos foram adotadas, algumas se tornando obrigatdrias, na tentativa de conter a
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disseminagao da doenga (OMS, 2019; ORTELAN, et al., 2021). A partir disso, uma
corrida para a formulacdo de vacinas foi iniciada, e diversas plataformas com
diferentes tecnologias comegaram a ser investigadas.

Desde o inicio de 2021 diversos imunizantes contra a Covid-19 foram
desenvolvidos. Alguns destes foram utilizados em larga escala ao redor do globo na
tentativa de reduzir a mortalidade, bem como a transmissdo do SARS-CoV-2. A
partir disso, diversos estudos sobre a efetividade das vacinas disponiveis em
diferentes regides foram realizados, comprovando a efetividade vacinal e seu
impacto na pandemia (POUWEL, et al., 2021; LIU, et al., 2021; ISRAEL, et al., 2021;
CERQUEIRA-SILVA, et al., 2021).

Paises com ampla cobertura vacinal e ja em fase avangada de vacinagao
relataram a efetividade desta no controle da transmissao e desfechos, que incluem
reducao da hospitalizagdo e das taxas de 6bito desde o comego da aplicagao das
doses (GRIFFIN, 2021; MIZRAHI, et al., 2021). Entretanto, os mesmos paises com
ampla cobertura vacinal observaram aumento rapido na frequéncia de casos da
doenca, propondo que uma queda na imunidade possa ocorrer com o passar do
tempo (ISRAEL, et al., 2021).

Até o final de setembro 2021, aproximadamente 38% da populagéo brasileira
foi vacinada com o esquema completo, o que correspondia a 67,4 milhdes de
brasileiros imunizados. Até fevereiro de 2024, 80,5% dos brasileiros estavam
totalmente vacinados (MS, 2023). O ritmo lento da vacinagdo, a presenca de
variantes com maior transmissibilidade, o possivel escape aos anticorpos
neutralizantes e a espera sobre os resultados definitivos das vacinas em reduzir a
morbimortalidade e transmissibilidade do virus fomentam a necessidade de estudos
que demonstrem respostas imune aos diferentes esquemas vacinais e plataformas
utilizadas, assim como as abordagens no manejo da doenca e prevencao da
transmissao do virus (LEVI e LEVI, 2021).

No calendario vacinal brasileiro os primeiros individuos imunizados estao
completando 36 meses desde a conclusdo do esquema de vacinacdo. A reducao
dos titulos de anticorpos neutralizantes nos primeiros vacinados € 0 aumento na
frequéncia de infecgbes pelas variantes virais de preocupacdo emergentes sao
limitacbes levantadas em paises de alta cobertura vacinal, como por exemplo, o
Reino Unido e Israel. No Brasil, at¢é o momento, ndo existem registros que

correlacionem a avaliagdo da resposta pelo método de titulagdo de anticorpos
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neutralizantes pela técnica de cVNT (GRIFFIN, 2021; MIZRAHI, et al., 2021). Dados
sobre hospitalizagdo por Covid-19 de individuos vacinados e os desfechos destes
casos no Brasil também sao escassos. Esses dados devem ser seguidos
cuidadosamente para avaliar se o0 aumento da taxa de infec¢ao de risco observado
em individuos com uma vacina mais antiga também esta associado a riscos
aumentados de complicagdes graves (ISRAEL, et al., 2021).

Além da queda de imunidade com o passar do tempo, devido a reducéo da
titulacdo de anticorpos neutralizantes, foi observada a variagdo da protecao de
acordo com a idade. A redugao foi maior em individuos idosos, sobretudo acima de
80 anos, onde condigdes fisioldgicas proprias da idade, como a imunosenescéncia,
somados a maior prevaléncia de comorbidades elencaram esta faixa etaria como o
grupo aconselhavel a aplicagcado da terceira e quarta dose (CERQUEIRA-SILVA, et
al., 2021).

As recomendacgdes atuais sdo de aplicagdo de doses de reforco com
estratégia heterdloga a vacinagao inicial, seguindo uma série de resultados
observados em estudos independentes, bem como adesdo a esta estratégia que
historicamente ja foi executada para outras vacinas (LU, 2009). Além disso,
evidéncias tém sido levantadas de que a aplicacdo de reforgcos poderia otimizar a
resposta imune quando comparada a vacinagao homologa (LIU, et al., 2021). Um
melhor entendimento da eficacia, durabilidade e protegao das vacinas originalmente
aplicadas, bem como a adesdo a estratégia heteréloga se faz necessaria para
compreendermos os riscos e beneficios que esta pode ocasionar.

Frente ao atual cenario brasileiro que, independentemente da maior
disponibilidade de vacinas, observa-se uma redugado da cobertura vacinal para as
doses de reforgco, a apuragdo dos grupos mais suscetiveis a reinfeccao,
determinacao da populagao indicada a dose reforgo e identificagdo de maior reducao
de protecdo podem auxiliar na adogao de medidas de saude publica.

2.1 O SARS-COV-2

Os coronavirus foram inicialmente identificados em 1957, através da analise
de pacientes com sintomas gripais em Londres, na Inglaterra (MARTIN, et al., 2020).

Neste intervalo, até o momento, foram identificados quatro subtipos de coronavirus
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humanos sendo dois Alfacoronavirus (229E e NL63) e dois Betacoronavirus (OC43
e HKU1), que circulam sazonalmente e estdo usualmente associados com infec¢des
respiratorias altas (IRA), além de dois tipos de coronavirus zoonéticos (SARS-CoV-1
e MERS-CoV) associados com maior risco de evolugdo para sindrome respiratoria
aguda grave (SRAG) (FELICIO, et al., 2020).

Os coronavirus sao virus RNA, e podem causar infeccées respiratérias em
humanos, além de aves, mamiferos e outros animais (LANA, et al., 2020). O SARS-
CoV-2 é o sétimo coronavirus identificado em infec¢gdes humanas e, juntamente com
os outros, pertence a familia Coronaviridae, subfamilia Coronavirinae e ordem
Nidovirales. Esta compreende quatro géneros, Alfacoronavirus, Betacoronavirus,
Deltacoronavirus e Gamacoronavirus, sendo os dois primeiros capazes de realizar
infeccdo em seres humanos, e o restante a infecgdo em animais (Figura 2) (HEINZ e
STIASNY, 2020; MARTIN, et al., 2020). O nome SARS-CoV-2, do inglés Severe
Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2, evidencia a proximidade genética ao
SARS-CoV-1, responsavel pelo surto em 2003 (SIDDIQUI, ALHAMDI e ALGHAMDI,
2022).

FIGURA 2 - DENDROGRAMA DOS GENEROS E LINHAGENSDA FAMILIA CORONAVIRIDAE
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Fonte: Heinz e Stiasny (2020).

Os quatro géneros compartilham estruturas basicas, organizagdes genéticas
e replicacao similares. Apesar de infecgdes humanas, os alfas (NL63 e 229E) e beta
(OC43, HKU1, MERS-CoV e SARS-CoV 1 e 2) coronavirus podem ter animais como

reservatorios, dentre os ja relatados estdo os bovinos, suinos, perus, furdes,
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camelos, camundongos, morcegos e, mais recentemente, o pangolim. Além de
serem reservatorios, a infeccdo em animais pode apresentar manifestacoes
respiratorias e gastrointestinais, com grande impacto em industrias, sobretudo
pecuaria (MARTIN, et al., 2020).

Nos anos de 2003 e 2012 foram relatadas duas epidemias relacionadas a
outros coronavirus zoonéticos, o SARS-CoV-1, que emergiu em Hong Kong (China)
e MERS-CoV que emergiu na Arabia Saudita. Desde a observacdo destes
episodios, a familia dos coronavirus foi elencada como causador de infec¢des
importantes e foram monitoradas para pesquisa em um contexto de emergéncia
(LANA, et al., 2020).

Seguindo uma tendéncia de evolugédo, novas variantes do SARS-CoV-2
foram identificadas ao longo da pandemia. O surgimento de variantes com
alteragcdes de escape imunoldgico, evolugdes clinicas severas entre outras
caracteristicas, colaboraram para o aumento expansivo de casos de Covid-19. A
emergéncia observada com a circulagdo de diferentes variantes levantou uma
grande preocupacado quanto ao desempenho das vacinas desenvolvidas frente a
variantes que anteriormente ndo existiam ou eram desconhecidas. Visto isto, redes
de monitoramento molecular para detec¢ao de variantes, similares a redes de outros
virus respiratérios, foram desenvolvidas com o objetivo de informar as cepas
circulantes e seu impacto clinico (OPAS, 2021).

As variantes sao classificadas pela OMS entre variantes de interesse (VOI,
do inglés, Variants Of Interest), variantes de preocupacéo (VOC, do inglés, Variants
Of Concern), variantes em monitoramento (VUM, do inglés, Variants Under
Monitoring) e variantes previamente monitoradas (FMV, do inglés, Formely
Monitored Variants). Uma vez estas tenham sido classificadas como VUM, mas em
analises epidemiologicas e fenotipicas posteriores forem constatadas alteracoes
genéticas que afetem o diagndstico, escape imune, tratamento, transmissibilidade e
gravidade da doenga elas sao reclassificadas como VOI. Se as alteragdes genéticas
representarem aumento de transmissibilidade e viruléncia, alteragcdes significantes
em quadros clinicos e diminuicao da efetividade frente a medidas publicas adotadas,
serao reclassificadas como VOC (OMS, 2022). Até o final de fevereiro de 2022, 240
linhagens diferentes foram identificadas no Brasil. Destas, 11 foram classificadas de

acordo com a OMS e suas linhagens foram descritas na Figura 3.
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FIGURA 3 - DIAGRAMA DAS VARIANTES IDENTIFICADAS NO BRASIL E CLASSIFICACAO DE
ACORDO COM A ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE
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Fonte: Alcantara, et al., (2022).

2.1.1 Hospedeiros de origem

Os coronavirus sao fortes exemplos de virus que evoluiram da infeccdo de
animais para infeccdo em humanos, como SARS-CoV-1 e MERS-CoV, observados
em 2003 e 2012, respectivamente. A mesma condicdo € uma hipdtese levantada
para o SARS-CoV-2, visto que este pertencente ao mesmo ramo do SARS-CoV-1 e
MERS-CoV, com os quais compartilha caracteristicas genéticas, estruturais e
patogénicas (GRAHAM, et al., 2013; PERLMAN, 2020).

Hipoteses ainda nao confirmadas discorrem que o SARS-CoV-2
provavelmente € proveniente de morcegos, que conhecidamente sao infectados por
outros coronavirus. Resultados indicam proximidade entre o causador da Covid-19 e
o virus batCov RatG13, o que corrobora para a hipétese de que o morcego possa
ser um reservatorio principal do SARS-CoV-2, visto que também sao reservatorios
ancestrais para SARS-CoV-1 e MERS-CoV. Além disso, os pangolins, mamiferos
naturais da Africa e Asia também s3o elencados como amplificadores ou
reservatorios intermediarios para este virus, visto que os coronavirus que acometem
esta espécie possuem grande semelhanga da porgcdo RBD com o SARS-CoV-2, ao
contrario dos batCoV observado em morcegos. A hipotese é de que o virus migrou
deste reservatorio intermediario para os homens por meio da constante exposicao
em mercados de animais vivos, promovendo adaptacdes que resultaram na cepa
com potencial de transmisséo inter-humana capaz de causar uma epidemia em
humanos (DHAMA, et al., 2020)
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2.1.2 Estrutura viral e mecanismos de infeccéo celular

O SARS-CoV-2 é um virus de RNA fita simples de orientagdo positiva
(+ssRNA) que codifica 4 proteinas estruturais e 16 proteinas nao estruturais. Sendo
as proteinas estruturais denominadas envelope (E), membrana (M), nucleocapsideo
(N) e espicula (do inglés spike - S) (Figura 4), estas proteinas possuem um
importante papel no reconhecimento de receptores celulares na célula alvo e fuséo
de membrana, processos que afetam diretamente a replicagcao viral (RENN, et al,,
2020). As proteinas nao estruturais estao relacionadas a fungdes replicativas como
a polimerizacdo do RNA pela RNA polimerase dependente de RNA (RsRp, NSP12).

A proteina S possui grande importancia no processo de entrada do virus na
célula e na resposta imune humoral, visto que é contra ela que inicialmente seréo
produzidos anticorpos para combater a infeccdo. Esta proteina € um trimero,
composto por duas subunidades chamadas de porcdo S1, sendo esta a mais
distante do envelope viral e S2 que esta posicionada proxima ao envelope do virus
(JAMIU, et al., 2021; PETROVSKI, et al., 2022). A porgdo S1 possui uma regiao
denominada RBD (dominio de ligacdo do receptor, do inglés, Receptor Binding
Domain) que possui grande afinidade pelos receptores do tipo enzima conversora da
antiotensina tipo 2 (ECA2). Apds a ligacao da proteina com a ECA2, proteases como
a serina proteinase 2 transmembrana (TMPRSS2) clivam a proteina S, expondo a
regidao do peptideo de fusédo da porgao S2, este peptideo possui composigao similar
a membrana celular, deste modo, ele se incorpora a membrana celular permitindo a
entrada do genoma viral no interior da célula (RENN, et al., 2020; SIDDIQUI,
ALHAMDI e ALGHAMDI, 2022).
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FIGURA 4 - PROTEINAS ESTRUTURAIS DO SARS-COV-2 E MECANISMOS DE ENTRADA NA
CELULA HOSPEDEIRA MEDIADA POR PROTEASES
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Quando proteases nao estdo presentes perto da interface de ligagao entre a
ECAZ2 e a proteina S, o virus realizara a entrada na célula via endocitose. Através da
fusdo da vesicula endocitica com o endossoma celular, proteases existentes no
interior do endossoma serdo mediadoras da fusdo das membranas virais e
endossomais, liberando o material genético no interior da célula (V’KOVSKI, et al.,
2020). Uma vez que o RNA genético se encontra disponivel no interior da célula
hospedeira, 0 RNA ¢é traduzido em duas Open Reading Frames (ORF) (ORF1a e
ORF1b), que resultam em poli proteinas pp1a e pplab que sdo processadas em
proteinas n&o estruturais (NSPs, do inglés non-structural proteins) que formam o
complexo de replicacdo e transcricdo viral. As proteinas estruturais traduzidas
deslocam-se até o reticulo endoplasmatico (RE) e complexo de Golgi (CG), nas
vesiculas secretoras do CG ha a uniao das proteinas estruturais e RNA genémico
recém produzido, deste modo, os virions recém produzidos sdo exocitados da célula
infectada (HOFFMANN, et al., 2020).
O SARS-CoV-2, durante o processo de infecgao, adere-se a mucosa e liga-
se aos pneumocitos do tipo 2 e células epiteliais brénquicas ciliadas do trato
respiratorio (JIN, et al., 2020; SIDDIQUI, ALHAMDI e ALGHAMDI, 2022). O tropismo

do SARS-CoV-2 pelos pneumdcitos e células ciliadas relaciona-se com os sintomas
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da doenca, majoritariamente respiratérios. Entretanto, a presengca do ECA2 em
outras células como tecido cardiaco, renal e intestinal também contribui para outras
manifestagdes clinicas relatadas (BRITO, et al. 2020).

Apesar de sua semelhanga com outros coronavirus, o SARS-CoV-2 foi
considerado como um novo betacoronavirus por caracteristicas distintas como o
fragmento N-terminal e uma nova proteina na banda ORF3 codificadas por ORF8.
Variantes do SARS-CoV-2 possuem algumas alteragbes nestas novas
caracteristicas, indicando que estas proteinas acessérias nao possuem papel

essencial no processo de infecgao (DHAMA, et al.,2020).

2.2 A COVID-19

2.2.1 Patogénese

A Covid-19 é a doenca causada pelo SARS-CoV-2 e suas variantes, e a
principal via de transmissdo é através de goticulas respiratorias de pessoas
contaminadas, que podem se depositar em superficies ou realizar o contagio direto
(BRITO, et al., 2020; OMS, 2020). Além da infecgdo por goticulas, outras vias
continuam a ser investigadas como a via fecal-oral, por transfusdo sanguinea e
transmissao vertical (TAY, et al., 2020). Diversos mecanismos patogénicos tém sido
mencionados para a Covid-19, como coagulopatia, disfungdo endotelial,
comprometimento do sistema cardiovascular, liberacdo excessiva de citocinas pro-
inflamatarias, entre outros (YU, et al., 2021).

Durante o processo de replicagao e liberagao de virions, a célula hospedeira
inicia um processo de morte celular denominado piroptose, liberando conteudos
celulares como ATP e acidos nucleicos. Estes componentes s&o entdo reconhecidos
como padrbes de molécula associadas ao dano (DAMPs, do inglés, Damage-
associated molecular pattern) pelas células epiteliais, endoteliais e macréfagos que
permeiam a célula hospedeira infectada, desencadeando a producido de citocinas
pré-inflamatérias e quimiocinas, como a IL-6, IP-10, MCP1, entre outros. Estas
recrutam monaocitos, macréfagos e células T para o sitio de infecgao, produzindo um
cenario inflamatério, juntamente com a produgéo de IFN-y pelas células T (Figura 5)
(LANA, et al., 2022; TAY, et al., 2020).
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FIGURA 5 - IMUNOFISIOPATOLOGIA DA COVID-19 APOS ENTRADA DO VIRUS NA CELULA E
PROCESSO DE RESPOSTA INFLAMATORIA FUNCIONAL E DISFUNCIONAL
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Em uma resposta imunoldgica exacerbada, o acumulo de células imunes
resulta numa superproducao de citocinas pro-inflamatorias, a chamada tempestade
de citocinas (CS, do inglés, Cytokine Storm), que se encaminham a outros 6rgaos,
resultando em lesdes (YU, et al., 2021). Concomitantemente, a produgédo de
anticorpos ndo neutralizantes pelos linfocitos B propicia a resposta ADE (do inglés,
Antibody-Dependent Enhancement), no qual a ligagado dos anticorpos inespecificos,
sem a inativagado viral, estimula o processo de entrada viral intracelular e a

replicacdo viral com consequente produgao de mediadores inflamatérios que levam
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ao aumento da permeabilidade vascular (IKEWAKI, et al., 2023). Além disso, células
infectadas possuem capacidade reduzida de produgao de interferons, os mediadores
de resposta adequadas a infecgdes virais, e alta capacidade de producido de
quimiocinas, recrutando neutréfilos e macréfagos. As lesbes pulmonares,
consequéncia de uma resposta inflamatéria intensa e superpopulacdo de células
imunes, que resultam em dano dos pneumocitos e células endoteliais capilares
infectadas ocasionando hipoxemia e exsudato nos espagos alveolares e
espessamento das paredes dos alvéolos. As lesbes implicam nos sintomas
respiratorios, como hipoxia, dispneia, coriza e tosse, entre outros (ZANZA, et al.,
2022).

Em oposicdo, em uma resposta imunologica competente, o processo
inflamatdrio inicial recruta células T especificas para o sitio de infeccéo, eliminando
as células infectadas antes que a infec¢ao se expanda. Os anticorpos neutralizantes
sdo recrutados e capazes de bloquear a infeccdo de novas células, macréfagos
presentes no lumen alveolar reconhecem os patdogenos neutralizados e células
apoptoticas e os eliminam por fagocitose, propiciando diminuigdo da lesao pulmonar
e melhora clinica (TAY, et al., 2020).

A infecgdo grave por SARS-CoV-2 acarreta a chamada Sindrome de
Desconforto Respiratério, que se caracteriza por dificuldade respiratéria e
dessaturacdo de oxigénio, alguns pacientes podem progredir para infeccéo
bacteriana secundaria, levando a faléncia respiratoria, responsavel por 70% dos
obitos por Covid-19 (ZHANG, et al., 2020). Estes fatores, somados a tempestade de
citocinas, resposta da infecgdo primaria ou secundaria, correspondem a cerca de
28% dos casos de morte por Covid-19, visto que, esta resposta inflamatoria
agressiva acomete as vias aéreas, favorecendo a gravidade dos casos,
corroborando para a hipotese de que a severidade da doenga nao esta apenas
relacionada a carga viral, mas também a resposta do hospedeiro frente a infeccao
(P1ZZOL, et al., 2020; ZHANG, et al., 2020).

2.2.2 Diagnostico Laboratorial

O diagnostico de Covid-19 é crucial para evitar a disseminagdo do virus

através do individuo contaminado, bem como no manejo da doenga. O padrao ouro
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para diagndstico € a reagdo da transcriptase reversa seguida pela reagdo em cadeia
da polimerase em tempo real (RT-qPCR), que através da amostra de esfregaco de
nasofaringe coletadas com o auxilio de um swab, identifica sequéncias do genoma
viral e consequente infeccdo pelo virus SARS-CoV-2 (SHARMA, et al., 2021).
Entretanto, a complexidade da técnica, tempo do experimento e necessidade de
pessoas especializadas, somadas a alta demanda do teste durante a pandemia,
fomentou a necessidade de desenvolvimento de outras técnicas para diagnéstico da
Covid-19.

O diagnodstico é atualmente seccionado em trés vertentes, sendo de
identificacao direta, através de métodos moleculares ou deteccdo de antigenos, e
meétodos indiretos, através de deteccdo de anticorpos anti-SARS-CoV-2 e achados

clinicos combinados a padrdes radiolégicos ou de imagem (Figura 6).

FIGURA 6 - TECNICAS DE DIAGNOSTICO DIRETOS E INDIRETOS UTILIZADAS NO INiCIO DA
PANDEMIA DA COVID-19
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Um diagndéstico deve levar em consideragdo dias de sintomas da suposta
infecgao, histéria médica do paciente, sinais e sintomas clinicos. Estes dados podem
guiar o médico durante a solicitagdo de qual o teste mais indicado para a

identificacdo da infecgao, isso porque, durante o periodo de incubagao o numero de
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copias de RNA do virus pode nao ser suficientes para identificacdo, bem como o
titulo de anticorpos circulantes serem detectaveis, fazendo com que testes
moleculares e soroldgicos sejam inefetivos nos primeiros dias. Além disso, a escolha
de matrizes biolégicas também pode interferir na detecgcdo do virus ou anticorpos,
conforme aplicavel (Figura 7) (SETHURAMAN, et al., 2020).

FIGURA 7 - EVOLUCAO TEMPORAL DOS MARCADORES VIRAIS E IMUNOLOGICOS PARA
DETECCAO DA INFECCAO DO SARS-COV-2

Fonte: Aita (2020).
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detecgdo da infeccdo em estagio inicial (Figura 7) (HELMY, et al., 2020).

Os testes de detecgdo de antigeno possuem a plataforma de ensaios de
fluxo lateral (LFA, do inglés, Lateral Flow Assays) com reacgao do tipo sanduiche, e
permitem a identificacdo de proteinas do antigeno viral, em sua maioria do
nucleocapsido, sendo denominado como testes de diagndstico rapido. Normalmente
consistem em um cassete com pocos para amostra e tampé&o, uma fita de matriz de
nitrocelulose, com uma linha de teste com um anticorpo especifico para complexos
antigeno-anticorpo-alvo e uma linha de controle com um anticorpo especifico para
conjugados de anticorpos (OPAS, 2020). Apesar da sensibilidade e efetividade
serem inferiores a um teste molecular, durante o periodo pandémico foram uma
estratégia de diagndstico de infecgdes ativas pela facil execugédo e praticidade de
manuseio. Foram adotados em paises ou areas com extensa transmissao
comunitaria onde nao é possivel testagem dos casos suspeitos por técnicas
moleculares (PORTE, et al., 2020; OMS, 2020).



29

Os testes sorolégicos como o ELISA (ensaio de imunoabsorgdo enzimatica,
do inglés, Enzyme-linked Immunosorbent Assay) e o teste de imunocromatografia de
fluxo lateral, popularmente conhecidos como teste rapido para Covid-19, possibilitam
a deteccao de anticorpos IgG e IgM simultaneamente. Embora possuam uma maior
facilidade e necessidade de infraestrutura laboratorial menos complexa, os
resultados sdo qualitativos e podem apenas indicar a presengca ou auséncia de
anticorpos anti-SARS-CoV-2 (SETHURAMAN, et al., 2020).

Um obstaculo durante o inicio do periodo pandémico foi a interpretacéo
equivocada dos testes soroldgicos, uma vez que um resultado positivo para
presenca de anticorpos anti-SARS-CoV-2 era erroneamente interpretado como
sinbnimo de imunidade. Atualmente, sabe-se que apenas anticorpos ditos
neutralizantes (nAb) sdo capazes de impedir o progresso da doenga e sdo sinébnimo
de imunidade. A avaliagdo da presenga e quantificagdo de nAb no soro dos
pacientes representa uma estratégia chave para o rastreamento retrospectivo de
contatos, investigagado da taxa de infecgao assintomatica, avaliagdo da imunidade de
rebanho e imunidade protetora humoral em pacientes recuperados e receptores de
vacinas candidatas (PETHERICK, 2020; TAN, et al., 2020). Além disso, os titulos de
nAb podem predizer a possibilidade de reinfeccdo em pacientes recuperados de
uma infecgao viral primaria.

Para determinar a presenga de anticorpos neutralizantes, o teste mais
comumente realizado e considerado padrao ouro para tal finalidade, € o teste de
neutralizagdo por reducdo de placa (PRNT). Tendo em vista a expressiva
quantidade de etapas que o PRNT demanda para sua execugao e os consideraveis
riscos de contaminagdo pela formagdo de aerossois, algumas estratégias para
reducao de risco e escalonamento desta técnica foram desenvolvidas. Em 2018, em
decorréncia da emergéncia global para contengdo do ZIKV, um grupo de
pesquisadores propds o chamado teste de neutralizagao de virus (VNT) baseado na
observagédo de efeito citopatico (CPE), o qual ndo demanda a presenca de
reagentes toxicos para o profissional e permite a analise da neutralizagéo logo apos
o periodo de 72h de incubagdo, sem ser necessario fixar e tampouco, corar as
placas. Além disso, o titulo de neutralizagdo do virus refere-se a VNT100 e é
descrito como a maior diluicdo de soro que neutralizou o crescimento do virus, ou

seja, a leitura é baseada na presencga ou auséncia do CPE (NURTOP, et al., 2020).
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Posteriormente, o VNT foi adaptado por Almeida et al., 2020, Tan et al., 2020,
Zhang et al., 2020, para uso em casos de SARS-CoV-2, demonstrando que o VNT &
tdo especifico e sensivel quanto o PRNT, mas com o diferencial de ser mais facil de
ser executado, mais rapido e com um custo por experimento menor, além disso, o
VNT é realizado em um formato de 96 pogos, o que permite um rendimento bem
maior em comparagao ao PRNT (AMANAT, et al., 2020).

2.2.3 Tratamento e Vacinacéao

Atualmente, o Brasil conta com 4 vacinas aprovadas pela ANVISA e, até o
momento, apenas uma medicacio antiviral contra a infeccdo do SARS-CoV-2 esta
disponibilizada na rede publica para tratamento, enquanto outro encontra-se
disponivel em rede particular perante receita médica (MACIEL, et al., 2022).

Juntamente com as vacinas, medicamentos antivirais foram desenvolvidos
para o tratamento de pacientes infectados com o SARS-CoV-2. Alguns exemplos
sdo o Molnupiravir (Merck®, 2022) e Paxlovid (Pfizer®, 2022), que bloqueiam a
infeccdo do virus na célula hospedeira, diminuindo por exemplo a carga viral e
tempos de sintomas em pacientes, sobretudo com comorbidades propensos a
desenvolver uma forma mais grave da doenca.

Dois antivirais foram aprovados pela ANVISA no mesmo ano, Remdesivir
(Gilead Sciences, 2020) e Molnupravir (MSD, 2020). O remdesivir, disponivel em
rede publica possui indicagéo restrita para adultos que ndo necessitem de oxigénio
suplementar e que apresentem risco aumentado de progredir para caso grave, e
adolescentes com pneumonia que necessitam de oxigénio suplementar, mas de
forma né&o invasiva (MS, 2022). Enquanto o Molnupiravir, aprovado pela ANVISA
para uso emergencial em 2022, possui indicagao para pacientes nao hospitalizados,
com o objetivo de tratar pacientes leves e moderados prevenindo as chances de
hospitalizagdo e ébito. O medicamento possui ressalvas para gestantes e pessoas
sem uso de contraceptivos eficazes, isso porque estudos de fase de seguranca
apontaram interferéncia no desenvolvimento fetal (OPAS, 2022). O Paxlovid,
composto por comprimidos de nirmatrelvir e ritonavir embalados e administrados
juntos, segue as mesmas orientagcbes do Remdesivir e estda aprovado como uso
emergencial pela ANVISA desde 30 de margo de 2022 (ANVISA, 2023).
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Os anticorpos monoclonais também sdo uma abordagem adotada no manejo
da doenca, em 2022 o Tocilizumabe, anticorpo monoclonal inibidor do receptor de
interleucina 6 (IL6) que reduz a resposta inflamatéria em pacientes graves, foi
adicionado pela OMS a lista de tratamentos pré-qualificados para o manejo de
pacientes com doenga grave (OMS, 2022). O Sotrovimabe (GlaxoSmithKline
Manufacturing S.p.A, 2020) € um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo
altamente conservado no dominio de ligagdo do receptor da proteina S do SARS-
CoV-2 com alta afinidade (OPAS, 2022), ndo é indicado para pacientes
hospitalizados ou que necessitem de oxigenoterapia.

As vacinas anti-SARS-CoV-2 sdo de suma importancia para diminuicao da
mortalidade e, at¢é o momento, quatro vacinas com plataformas tecnoldgicas
distintas foram aprovadas. No Brasil, a primeira autorizada para uso emergencial
pelos 6rgaos reguladores foi a CoronaVac® (Sinovac Life Sciences Co., Ltd. China),
que possui plataforma de virus inativado, tecnologia ja aplicada em imunizantes
usualmente disponiveis na rede publica. Nesta tecnologia, o virus passa por um
processo de lise viral seguido de purificacdo de seus antigenos que ira compor o
imunogénico. A exposigao do individuo as proteinas virais estimula a producao de
anticorpos contra estes alvos, conferindo imunidade contra este patogeno (OMS,
2021).

O imunizante desenvolvido pela Universidade de Oxford em parceria com a
Farmacéutica Aztra Zeneca (Reino Unido), nomeado ChAdOx1 ou Covishield, utiliza
vetor viral de adenovirus de chimpanzé. Enquanto a vacina produzida pela Janssen,
com o imunizante Ad26.COV2.S, (Johson & Johnson, Bélgica) adota a mesma
tecnologia, porém utilizando como vetor o Adenovirus humano nao replicante
(Ad26). Ambos os vetores possuem sequencias para a produgado da proteina S do
SARS-CoV-2, deste modo, apds a vacinagdo os virus em questdo produzem a
proteina S para apresentagdo ao sistema imunoldgico e consequente producao de
anticorpos (NETO, et al., 2022).

Diferentemente das demais, a Comirnaty® (Pfizer-BioNTech, Estados
Unidos) faz uso da biotecnologia de RNA mensageiro. Neste imunizante sao
contidas sequencias de mRNA que assim que traduzidas expressam a proteina S

que sera reconhecida pelo sistema imune para produgéo de anticorpos (Tabela 1).
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TABELA 1 - VACINAS APROVADAS NO BRASIL E TIPOS DE PLATAFORMAS TECNOLOGICAS

APLICADAS
i Tipo de plataforma Numero de
Vacina .
tecnolégica doses
Covishield/ ChAdOx1 — Oxford/ Astra Zeneca Vetor Viral 2
Ad26.COV2.S - Janssen/ Johnson & Johnson Vetor viral 1
Comirrnaty™ — Pfizer/ BioNTech RNA 2
CoronaVac® — Sinovac/ Instituto Butantan Virus inativado 2

Fonte: O autor (2023).

Apesar dos esfor¢os para o desenvolvimento de vacinas seguras e eficazes,
um obstaculo importante a estas tem sido o surgimento das variantes virais. O
SARS-CoV-2 apresenta grande capacidade de mutagbes e recombinagdes, deste
modo, algumas sublinhagens do patégeno apresentam caracteristicas evolutivas de
escape imunoldgico, maior capacidade replicativa, maior patogenicidade, entre
outros (PATEL, et al., 2023).

A distribuicdo dos imunizantes no Brasil foi realizada por grupos prioritarios
seguido por faixa etaria. Os desfechos relacionados foram reducdo do numero de
hospitalizagcdes e mortalidade, mesmo em pacientes imunossuprimidos (NETO, et
al., 2022).

No Brasil, a pandemia tem se caracterizado por apresentar-se em ondas,
que se caracterizam por um aumento no numero de casos de forma temporal. Até o
momento, foram identificadas trés ondas distintas importantes no Pais. A primeira,
ainda em 2020, com a identificacdo de multiplas variantes que possuiam
caracteristicas similares. A segunda onda foi marcada pela detecgdo da variante
Gama, em janeiro de 2021. Somente em abril do mesmo ano a variante Gama deu
lugar a Delta, se tornando a variante dominante em outubro de 2021. De setembro a
dezembro do mesmo ano, uma notoria diminui¢do na frequéncia de casos e mortes
por Covid-19 foi observado, as hipoteses sao de que a imunidade conferida pelo
contato com outras variantes anteriores como a Gama, juntamente com um amplo
programa de vacinagao (maior que 50% na época) levaram a diminuigdo dos
numeros de casos observados (CAMPOS, et al., 2022; ALCANTARA, et al., 2022).
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A variante Omicron, detectada no final de 2021 trouxe consigo o aumento de
casos em todo o territorio brasileiro, cenario observado também ao redor do mundo.
Classificada como uma VOC, esta variante tem capacidade de evadir a resposta
imune e maior taxa de transmissibilidade quando comparada as variantes anteriores,
apresentou uma queda no numero de casos no inicio de 2022 (Figura 8B), refletindo
o impacto vacinal ou imunidade prévia, porém sua alta capacidade de mutagao, se
apresentando em diferentes sublinhagens, contribuem para sua permanéncia
ocasionando surtos por todo o mundo (VIANA, et al., 2022).

A capacidade de protecdo das vacinas é proveniente de caracteristicas do
sistema imunoldgico. Através de estruturas denominadas centros germinativos,
presentes nos ganglios linfaticos, que estimulam linfocitos B a se desenvolverem e
produzirem anticorpos especificos contra o antigeno, no caso a proteina ou
segmento de RNA do SARS-CoV-2, e que podem ser reativados através da
memoria imunolégica (NIH, 2023). Apesar da produgao de anticorpos poder ocorrer
mesmo anos apods a estimulagéo da vacina, o grande obstaculo esta na variabilidade
genética do virus. Visto que as primeiras vacinas anti-SARS-CoV-2 desenvolvidas
foram formuladas para a cepa ancestral Wuhan, os anticorpos produzidos contra
esta variante ndo seriam tao eficientes no combate a infecgdo e progressdo da

doenca nos casos de variantes mais atuais. Para isto, doses de reforgo,

Feb
2022

500k
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denominadas boosters, sao recomendadas para atualizacdo e estimulagao,
permitindo assim a produgao de anticorpos mais especificos a medida que o virus
evolui (ALSOUSSI, et al., 2023).
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3.0 MATERIAL E METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO E CONSIDERAGOES ETICAS

Estudo transversal, analitico e descritivo de uma coorte de pacientes
hospitalizados, com Covid-19, previamente imunizados com vacina anti-SARS-CoV-
2, comparado com pacientes nao vacinados. O presente estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica Institucional (CAAE: 53891121.0.0000.0096, Anexo |) e, por sua

natureza retrospectiva, a assinatura do TCLE foi dispensada.
3.2 CASUISTICA
Para a realizagao deste trabalho os pacientes foram selecionados de acordo

com a disponibilidade de amostras clinicas para os ensaios. Desta forma, o estudo

foi realizado com dois grupos (Figura 9):

FIGURA 9 - CASUISTICA DOS ESTUDOS1 E 2 REALIZADOS

Casuistica

]

GOUHE retrospectlvD <E5tudo transversal)

| [

Pacientes internados (com ou Pacientes internados com
sem esquema vacinal anti SARS- esquema vacinal completo anti
CoV-2) : estudo OPAS SARS-CoV-2
[ |
Swab Soro
(amostra tnica) (intervalo de coleta de 7 dias)

Fonte: O autor (2023).

3.2.1 Casuistica Estudo 1 — Coorte retrospectiva
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Pacientes incluidos na pesquisa realizada pela Organizagdo Pan-americana
de Saude (OPAS) e Fiocruz/RJ denominada como “Estudo de efetividade da vacina
contra Covid-19: uma avaliagao regional multicéntrica” (KAHN, et al., 2023), em que
foram avaliados pacientes hospitalizados com Covid-19 no periodo de agosto de
2021 a fevereiro de 2022, acima de 18 anos, que fossem considerados elegiveis
para receberem a vacina anti-SARS-CoV-2, de acordo com as recomendacoes
nacionais, e que apresentassem febre, tosse e 23 sintomas de Covid-19 e néo
tinham historico de infecgdo por SARS-CoV-2 nos ultimos 90 dias. Amostras de
secrecao respiratoria/swab positivas para SARS-CoV-2 destes pacientes, quando
disponiveis, estavam armazenadas no Laboratério de Virologia do CHC-UFPR.
Deste grupo, foram excluidos pacientes que ndo possuiam dados clinicos
disponiveis, que possuiam alguma contraindicagdo para receber a vacina anti-

SARS-CoV-2 ou que possuiam quadro provavel, mas nao confirmado de Covid-19.

3.2.2 Casuistica Estudo 2 — Estudo transversal

Pacientes maiores de 18 anos, hospitalizados com Covid-19, que receberam
vacina anti-SARS-CoV-2 e que dispunham de amostras de soro para testes
imunoldgicos. Para este grupo foram incluidos pacientes que preenchiam os critérios
de inclusdo no periodo de agosto de 2021 a fevereiro de 2022. Foram excluidos
pacientes que nao possuiam amostras sobressalentes de exames, que ficaram
menos de uma semana hospitalizados ou que possuiam quadro provavel, mas nao
confirmado de Covid-19.

Em ambos os estudos (Estudo 1 e Estudo 2) foi realizado levantamento de
dados clinicos e historico vacinal, este foi realizado por meio de revisdao dos
prontuarios médicos do CHC-UFPR e dos sistemas de informagdo municipais e
federal sobre os dados vacinais.

As amostras de soro e de secregao respiratoria eram aliquotas
sobressalentes das amostras da rotina do Laboratério de Imunoquimica e Virologia
do CHC-UFPR. As aliquotas foram manipuladas apenas apos a realizagdo de todos
0s exames solicitados, ndo houve intervencdo no tratamento ou atendimento do
paciente no hospital. Portanto, os pacientes nao foram submetidos a novas coletas
de amostras clinicas, e a obtengdo da matriz biolégica ndo causou nenhuma

interferéncia no tratamento dos pacientes.
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3.3 METODOS

3.3.1 Métodos Estudo 1 — Coorte retrospectiva

Os dados clinicos, epidemiolédgicos, vacinais e de desfecho foram coletados
retroativamente por meio de revisdo dos prontuarios eletronicos (AGHU) do sistema
de informatica do CHC-UFPR e das fichas de notificacdo de casos de Covid-19 do
mesmo hospital. Estes dados foram coletados seguindo o protocolo do estudo
multicéntrico, o Quadro 1 lista os dados a coletados para cada individuo inserido

neste estudo.

QUADRO 1 - DADOS CLINICOS, EPIDEMIOLOGICOS E DE DESFECHO COLETADOS
RETROATIVAMENTE PARA O ESTUDO 1

Epidemiolégicos Clinicos Desfecho
Registro sistema interno Sinais Vitais Obito
Nome Sintomas de admissao Alta hospitalar
Cidade de residéncia Admissao em UTI Classificagao OMS*
Data de internamento Resultados laboratoriais Classificagao NIH**
Dados vacinais Suplementacéo de oxigénio
Data inicio de sintomas Alteracao de imagens

* Métrica de gravidade da Covid-19 de acordo com a OMS: 0= n&o infectado, 1= assintomatico + RNA
detectado, 2= sintomatico independente, 3= sintomatico que necessita de assisténcia, 4=
hospitalizado sem oxigenoterapia, 5= hospitalizado com uso de oxigénio por mascaras ou prongas
nasais, 6= hospitalizado com uso de oxigénio por NIV ou alto fluxo, 7= intubacdo e ventilacao
mecéanica pO2/Fi022150 ou Sp022200, 8= ventilagdo mecanica com pO2/Fi02<150 (Sp02<200) ou
vasopressores, 9= ventilagdo mecanica com pO2/FiO2<150 e vasopressores, didlise ou ECMO, 10-
Obito

** Métrica de gravidade da Covid-19 de acordo com o NIH: Leve = individuos que apresentam
qualquer um dos varios sinais e sintomas de Covid-19, mas que ndo apresentam falta de ar, dispneia
ou imagens anormais do térax. Moderado = individuos que apresentam evidéncias de doenca do trato
respiratorio inferior durante a avaliagdo clinica ou de imagem e que apresentem saturacdo de
oxigénio (SpO2 = 94% no ambiente ao nivel do mar. Grave = individuos que tém Sp02<94% em ar
ambiente, PaO2/Fi02<300 mmHg, frequéncia respiratéria >30 respiragdes/min, ou infiltrado pulmonar
>50%. Critico = individuos que apresentam insuficiéncia respiratéria, choque séptico e/ou disfuncéo
de multiplos 6rgaos)

Fonte: O autor (2023).

As amostras de swab/ secrecao respiratoria foram amostras unicas, obtidas
por meio da busca ativa pelo sistema eletrébnico do CHC-UFPR, identificacdo das

amostras no Laboratério de Virologia e separagdao de uma aliquota apenas apos o
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uso para os exames solicitados. Apos identificagdo, as amostras foram
encaminhadas ao Laboratério de Virus Respiratérios e do Sarampo (LVRS), do
Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, para caracterizagdo do virus através do
sequenciamento nucleotidicodo genoma completo. As sequéncias foram
depositadas no GISAID e os links de identificacao estdo descritos no Anexo 2.

Os dados de sequenciamento nucleotidico foram utilizados para construgao
de uma arvore filogenética e suas sequencias foram comparadas as sequencias
referéncia publicamente postadas no site do GISAID, Iniciativa Global de
Compartilhamento de Todos os Dados da Influenza (do inglés, Global Initiative on
Sharing All Influenza Data, disponivel em: https://gisaid.org/). As sequencias foram
alinhadas utilizando o programa MAFT e editadas para remocado de possiveis
artefatos (dele¢des, gaps e insergdes) através do AliView (V.1.28). A maxima
verossimilhangca (MV) foi estimada utilizando o programa IQ-TREE (V.2.2.2.6) e a
arvore filogenética foi editada utilizando o programa FigTree (V.1.4.3).

Todos os dados foram compilados em planilhas digitais e tiveram seus
valores transcritos em documento fonte para armazenamento reserva. Os pacientes
foram seccionados baseado em seus status de vacinacao, sendo estes: vacinados e
nao vacinados, vacinados com esquema completo e parcialmente vacinados e, por
fim, que receberam vacina em tempo oportuno (=14 dias antes da infec¢gdo por
SARS-CoV-2) e vacinados sem tempo oportuno de imunizagao (<14 dias antes da
infeccao por SARS-CoV-2).

Os dados foram computados e analisados por meio de um software
estatistico R Core Team statistical software, V.4.2.1 (R Foundation for Statistical
Computing, Vienna, Austria, 2014). Foram analisadas frequéncias relativas e
absolutas e aplicados teste exato de Fisher, x2, teste de Mann Whitney e teste de
Gray, conforme apropriado. Analises multivariadas considerando como desfecho ser
ou nao vacinado, vacina completa ou incompleta e vacinagao oportuna ou néo foram
realizadas para os resultados das analises bivariadas que apresentaram valor p<0,2.
Todos os valores de p sdo baseados em comparacdes bicaudais e o nivel de

significancia foi estabelecido em p<0,05.

3.3.2 Métodos Estudo 2 — Estudo transversal
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Para este grupo, os pacientes foram selecionados de acordo com a
disposicdo das amostras de soro. Estas foram separadas com intervalo de 7 dias,
até o desfecho final da internagao dos pacientes, conforme disponibilidade. Dados
clinicos foram adquiridos retroativamente seguindo os mesmos padrdes do grupo 1,
via sistemas locais de dados.

As amostras de soro foram identificadas e enviadas para o Laboratério de
Virologia Clinica e Molecular do Instituto Butantan — Sdo Paulo onde foi realizado o
Teste Convencional de Neutralizagdo de Virus (do inglés, conventional Virus
neutralization test — cVNT) uma vez que o local conta com laboratério de seguranca
bioldgica nivel 3 (NB3) para este procedimento, além de equipe capaz de fornecer a
assisténcia necessaria para a técnica. Para o cVNT, as amostras foram testadas
para quatro variantes, sendo estas: Wuhan (ancestral), Delta, Gama e Omicron.

O cVNT é um teste que possibilita a determinacdo da capacidade
neutralizante dos anticorpos para prevenir a infeccao pelo virus in vitro, por meio do
isolamento viral e cultura celular, além da possibilidade de analise dos padrdes de
citopaticos causados por este por meio de um microscopio e software especifico.
Para este estudo, cada amostra foi submetida a quatro variantes diferentes de
interesse, Wuhan (ancestral: SARS-CoV-2/human/BRA/SP02/2020; MT126808.1),
Delta,Gama (SARS-CoV-2 [cepa IMT 87201]), e Omicron e seus resultados de
quantificacdo de nAb e efeitos celulares foram analisados em conjunto com os
dados clinicos e dosagens de anticorpos IgA e IgG. Além disso o cVNT possui
vantagens como a suspensdo do uso de carboximetil celulose, um fixador celular
que necessita da inversdo da placa de células o que aumenta as chances de
produgao de aerossol, diminuindo as chances de contaminagdo das amostras e
manipuladores, e a possibilidade de uso de particulas virais pseudotipadas
marcadas com luciferases e que expressam proteinas virais ao invés do virus
(ALVES, et al., 2021).

A primeira amostra coletada de cada paciente ao ser hospitalizado foi
encaminhada ao Laboratério de Pesquisa em Biologia Molecular/ Microbiologia da
UFPR para a detecgao e quantificagdo de anticorpos IgG e IgA anti-SARS-CoV-2, e
a Universidade Federal do Ceara (UFC), em parceria com a Prof? Dra Juliana Ueda,
para dosagem de 20 citocinas inflamatodrias, listadas na tabela abaixo, através da

plataforma Luminex® (Thermo Fisher Scientific) (Quadro 2).
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QUADRO 2 - CITOCINAS TESTADAS NO SORO DOS PACIENTES DO ESTUDO 2

Citocinas
GM-CSF IL-6 IL-172 IL-23
IFN-alfa IL-12p70 IL-21 IL-27
IL-2 IL-10 IL-13 MCP-1
IL-4 IL-9 IL-18 IL-1B
IFN-gama IL-5 IL-22 TNF-alfa

Metodologia utilizada: Luminex® Platform Technology
Fonte: O autor (2024).

Os dados de expressado de citocinas foram comparados a um grupo de
pacientes com Covid-19, ndo vacinados e internados no mesmo complexo durante o
mesmo periodo do estudo. Este grupo foi previamente descrito por Bochnia-Bueno
et al., (2023).

Todos os dados foram compilados em planilhas digitais e tiveram seus
valores transcritos em documento fonte para armazenamento reserva. Os dados
foram computados e analisados por meio de um software estatistico GraphPad
Prism V9.5.1 (GraphPad Software, 1992-2023, Boston, United States). Foram
analisadas frequéncias relativas e absolutas e aplicados o teste exato de Fisher, x2,
teste de Mann Whitney e teste de Gray, conforme apropriado. Todos os valores de p
sdo baseados em comparagdes bicaudais e o nivel de significancia foi estabelecido
em p<0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O fluxograma apresentado na Figura 10 resume o resultado do numero de
pacientes incluidos nos estudos, bem como o numero de amostras submetidas as

analises laboratoriais e clinico/epidemioldgicas.

FIGURA 10 - FLUXOGRAMA DOS PACIENTES INCLUIDOS NOS GRUPOS DOS ESTUDOS 1E2 E
EXAMES REALIZADOS PARA CADA ESTUDO
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Fonte: O autor (2023).

Visto que cada grupo foi submetido a testes e analises diferentes, os
resultados serao discutidos separadamente.

4.1 RESULTADOS ESTUDO 1 — COORTE RETROSPECTIVA

Foram incluidos 218 pacientes no estudo e divididos de acordo com o grupo
vacinal (Figura 11).
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FIGURA 11 — DISTRIBUICAO DOS 218 PACIENTES INCLUIDOS NO ESTUDO 1 DE ACORDO
COM O GRUPO VACINAL

Pacientes Sequenciados

218 (n%) 178 (82)
Vacinados Nao vacinados Desconhecido
98 (45) 107 (49) 13 (8)
Vacinagdo completa Vacinagdo incompleta Desconhecido

64 (29) 28 (13) 63

vacinagao acinagao nd Desconhecido
oportuna oportuna 19 (9)
37 (17) &8 (7)

Os dados clinicos e epidemiolégicos foram analisados de acordo com o

grupo vacinal: vacinados e ndo vacinados (Tabela 2), vacinagdo completa e

incompleta (Tabela 3) e vacinagéo oportuna e nao oportuna (Tabela 4).

TABELA 2 - DADOS CLINICOS, EPIDEMIOLOGICOS COMPARANDO OS PACIENTES
VACINADOS E NAO VACINADOS

Vacinados Nao vacinados - Valor de p
Analise
nao Analise ajustada
98 107 ajustada
Sexo
Feminino 46 (47) 49 (46)
Masculino 52 (53) 58 (54) 0,9809
Idade
Mediana (quartil, quartil) 70 (58, 78) 53 (40, 66) < 0,001 0
Tabagismo
Fumante 13 (13) 6 (6)
Fumante passado 24 (24) 24 (22)
Nunca fumaram 29 (29) 28 (26) 0,3519
Escolaridade
Analfabeto 5(5) 1(0.9)
Escola primaria 43 (44) 47 (44)
Ensino médio 15 (15) 23 (21)
Graduagéo 4 (4) 4 (4) 0,2712
Sintomas na admisséo
Febre 38 (39) 40 (37) 0,0989
Tosse 57 (58) 55 (51) 0,5079
Fraqueza/ fadiga 40 (41) 30 (28) 1
Dor de cabega 17 (17) 13 (12) 1
Mialgia 28 (28) 23 (21) 1
Dor de garganta 8 (8) 11 (10) 0,6891
Nariz escorrendo 7(7) 8 (7) 0,5032
Aosmia e Aguenia 12 (12) 10 (9) 0,717
Dispneia 69 (70) 74 (69) 0,7226

Anorexia / nausea / vdmito 28 (28) 23 (21) 0,7422
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Diarréia 11 (11) 12 (11) 0,246
Estado mental alterado 21 (21) 25 (23) 0,77
Doses da vacina

Dose 1 31 (32)

Dose 2 50 (51)

Booster 5(5)

Esquema concluido 64 (65)

Vacinagao oportuna 37 (38)

Tipo de vacina

CoronaVac (Sinovac®) 59 (60)

Comirnaty (Pfizer®) 9(9)

ChAdOx1 (Astrazeneca®) 27 (27)

Ad26.COV2.S (Janssen®) 1(1)

Dados de teste

Dias de sintomas no dia dos

testes 3(1,5) 4(2,7) 0,0433
Amostras sequenciadas 76 (77) 90 (84) 2.857
Gama 40 (41) 75 (70)

Delta 36 (37) 1(0.9)

Zeta 0 11 (10)

Alfa 0 3(3) < 0,001
Dados de admisséo

Dias de sintomas na

admissao 6 (2, 8) 7 (3, 8.25) 0,4143
Imagens toracicas anormais 84 (86) 97 (91) 0,1792
SPO2 <94% 97 (99) 106 (99) 1
Taquipnea (RF> 30) 46 (47) 43 (40) 0,886
Infiltrados pulmonares> 50% 30 (31) 37 (34) 0,6556
Uso de drogas vasoativas 40 (41) 45 (42) 1
Didlise 13 (13) 17 (16) 0,7198
UTI 58 (59) 63 (59) 1
Necessidade de suporte

respiratorio 94 (96) 107 (100) 1
Ventilagdo espontanea 55 (56) 46 (43)

Ventilagdo assistida 39 (40) 56 (52) 0,08
Dias de internagéo 10 (6, 15) 13 (20, 26) 0,0242
Dias de UTI 7,5 (4,12) 12 (5, 17) 0,07
Comorbidades 87 (89) 87 (81)

Doengas cardiovasculares 67 (68) 61 (57) 0,1253
Doencgas neuroldgicas 17 (17) 14 (13) 0,5302
Doengas pulmonares 24 (24) 19 (18) 0,3286
Doengas gastrointestinais 7(7) 7 (6) 1
Doengas enddcrinas 46 (47) 37 (34) 0,1084
Doenca renal 14 (14) 9 (8) 0,2775
Doengas hematoldgicas 11 (11) 6 (6) 0,2368
Malignidades 15 (15) 5(5) 0,02114 0,075
Imunodeficiéncia 10 (10) 14 (13) 0,6543
Tratamento psiquiatrico 6 (6) 11 (10) 0,3981
Outras doengas infecciosas 4 (4) 0

Obesidade 34 (35) 26 (24) 0,92
Desfecho

Obito 44 (45) 40 (37)

Alta 54 (55) 66 (61) 3.418

Em negrito: valores estatisticamente significativos

Fonte: O autor (2023).



44

Dentre os pacientes do grupo de vacinados e nao vacinados, as variaveis de idade,
VOCs e malignidades como comorbidade foram apresentaram diferenca
estatisticamente significativa, sendo que no grupo de vacinados se encontravam os
pacientes mais idosos e com maior frequéncia de malignidades. Entretanto, a
significancia nao se manteve para malignidades e variantes. Destaca-se que
pessoas de maior idade teriam maior chance de serem vacinados. Este achado
reflete o cenario brasileiro de vacinagao, isso porque, a vacinagao no Pais foi
iniciada em janeiro de 2021 e seguiu uma lista de grupos prioritarios para realizarem
a vacinagao. Os idosos, por apresentarem condi¢des fisiologicas da idade como a
imunossenescéncia, somados a maior prevaléncia de comorbidades elencam esta
faixa etaria como o grupo de risco, com maiores chances de 6bito, e por este motivo
foram o grupo prioritario para oferta de vacina anti-SARS-CoV-2, juntamente com
profissionais da saude, que possuiam maior risco de infecgdo devido a exposigao
mais frequente. (CERQUEIRA-SILVA, et al., 2021; KAHN, et al., 2023). Da mesma
forma, a presenca de malignidades foi mais frequente em idosos, possivelmente por
ser um diagnostico relativamente mais comum nesta faixa etaria, podendo ter sido
uma varavel de confusdo, uma vez que na analise multivariada nao se observou a

persisténcia desta diferenca.

TABELA 3 - DADOS CLINICOS, EPJDEMIOLOGICOS COMPARANDO OS PACIENTES COM
VACINAGCAO COMPLETA E INCOMPLETA

Vacinagio Vacinagao Valor de p
completa incompleta Analise nao Analise
64 28 ajustada ajustada

Sexo

Feminir.m 32 (50) 12 (43) 0,686

Masculino 32 (50) 16 (57)

Idade

Mediana (quartil, quartil) 74 (67, 79) 63 (52, 72) 0,0056 0,004

Tabagismo

Fumante 8 (12) 3(11)

Fumante passado 19 (30) 5(18) 0,8514

Nunca fumaram 22 (34) 6 (21)

Escolaridade

Analfabeto 2 (3) 3 (11)

Esc<.3Ia pri'rn..é\ria 26 (41) 15 (53) 0,6692

Ensino médio 10 (16) 4 (14)

Graduagéao 3(5) 1(3)

Sintomas na admisséo

Febre 26 (41) 8 (28) 0,8396

Tosse 38 (59) 15 (53) 1



Fraquezal/ fadiga 26 (41) 11 (39) 1
Dor de cabega 13 (20) 2(7) 0,5304
Mialgia 19 (30) 7 (25) 1
Dor de garganta 6 (9) 2(7) 0,4872
Coriza 5(8) 1(3) 1
Aosmia e Aguenia 9 (14) 0 0,4706
Dispneia 9 (14) 25 (90) 0,08766
Anorexia / nausea / vdmito 9 (14) 4 (14) 0,5843
Diarréia 9 (14) 2(7) 1
Estado mental alterado 9 (14) 9 (32) 0,09946
Tipo de vacina

CoronaVac (Sinovac®) 47 (73) 9 (32)

Comirnaty (Pfizer®) 3(5) 6 (21) <0.001
ChAdOx1 (Astrazeneca®) 11 (17) 13 (46) ’
Ad26.COV2.S (Janssen®) 1(1) 0

Dados de teste

Dias de sintomas no dia do

teste 3(1, 5) 3(1,7: 5) 0.6811
Amostras sequenciadas 51 (80) 21 (75) 0,5963
Gama 19 (30) 20 (71)

Delta 32 (50) 1(3) <0,001
Zeta 0 0

Alfa 0 0

Dados de admisséo

Dias de sintomas na

admiss&o 6(2, 8) 5(2,8) 0,8732
Imagens toracicas

anormas 52 (81) 27 (96) 0,09967
SPO2 <94% 63 (98) 28 (100) 1
Taquipnea (RF> 30) 28 (44) 16 (57) 0,1169
Infiltrados pulmonares>

50% ¢ 15 (23) 14 (50) 0,02913
Uso de drogas vasoativas 20 (31) 18 (62) 0,0075
Dialise 6 (9) 6 (21) 0,2249
UTI 34 (53) 22 (78) 0,03854
Necessidade de suporte

respiratorio P 60 (94) 28 (100) 0,3098
Ventilagao espontanea 42 (66) 9 (32) 0,0018
Ventilagao assistida 18 (28) 19 (68)

Dias de internagéo 9 (5, 14) 11 (7, 18) 0,2876
Dias de UTI 9 (4, 10) 12 (5, 16) 0,5139
Comorbidades 57 (89) 25 (90)

Doengas cardiovasculares 45 (70) 19 (68) 1
Doengas neurologicas 10 (16) 7 (25) 0,4388
Doengas pulmonares 16 (25) 6 (21) 0,9172
Doencas gastrointestinais 4 (6) 3 (11) 0,4312
Doengas enddcrinas 30 (47) 13 (46) 1
Doenga renal 10 (16) 3(11) 0,7474
Doencas hematolégicas 6 (9) 4 (14) 0,4857
Malignidades 11 (17) 4 (14) 1
Imunodeficiéncia 6 (9) 2(7) 1
Tratamento psiquiatrico 5(8) 1(3) 0,6632
Outras doencas infecciosas 3(5) 0

Obesidade 23 (36) 7 (25) 0,3175
Desfecho

Obito 23 (36) 19 (68) 0,0003 0,001
Alta 41 (64) 9 (32)

Em negrito: valores estatisticamente significativos
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Fonte: O autor (2023).

TABELA 4 - DADOS CLINICOS, EPIDEMIOLOGICOS COMPARANDO OS PACIENTES COM
VACINAGAO OPORTUNA E NAO OPORTUNA

Sexo

Feminino

Masculino

Idade

Mediana (quartil, quartil)
Tabagismo

Fumante

Fumante passado
Nunca fumaram
Escolaridade
Analfabeto

Escola primaria

Ensino médio
Graduagao

Sintomas na admisséo
Febre

Tosse

Fraqueza/ fadiga

Dor de cabega

Mialgia

Dor de garganta

Coriza

Aosmia e Aguenia
Dispneia

Anorexia / nausea / vomito
Diarréia

Estado mental alterado
Tipo de vacina
CoronaVac (Sinovac®)
Comirnaty (Pfizer®)
ChAdOx1 (Astrazeneca®)
Ad26.COV2.S (Janssen®)

Dados de teste
Dias de sintomas no dia do
teste

Amostras sequenciadas
Gama

Delta

Zeta

Alfa

Dados de admissao
Dias de sintomas na
admissao

Imagens toracicas
anormais

SPO2 <94%

Taquipnea (RF> 30)

Vacinagao
oportuna
37

14 (38)
23 (62)

74 (67, 79)

3(8)
13 (35)
11 (30)

2 (5)
19 (51)
4 (11)
2 (5)

18 (47)
25 (67)
17 (46)
3 (8)
12 (32)
2 (5)
4 (11)
3(8)
23 (62)
11 (30)
5 (13)
5 (13)

30 (81)
0

7 (19)
0

2(1,4)
28 (76)
9 (24)
19 (51)
0
0

6 (3, 8)

29 (78)
36 (97)
18 (49)

Vacinagao nao

oportuna
8

5(62)
3 (38)

66 (57, 72)

3 (38)
1(12)
3(38)

0

3(38)

2 (25)
0

3(38)
6 (75)
2 (25)
2 (25)
2 (25)
1(12)
0
1(12)
6 (75)
2 (25)
1(12)
2 (25)

4 (50)
1(12)
2 (25)
1(12)

3(0.75, 5)
6 (75)
3 (38)
3(38)

0
0

3(0,75; 6)

5 (62)
8 (100)
4 (50)

Analise nao

Valor de p

Anadlise

ajustada ajustada

0,2528

0,2651

0,08966

0,6513

0,5968
0,2179
1
1
1
0,4286
0,4909
1
0,5585
1
1
0,2902

0,02807

0,2326
1

0,641

0,2326

0,3823

0,6726
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Infiltrados pulmonares>

50% 9 (24) 1(12) 0,6585
Uso de drogas vasoativas 13 (35) 3 (38) 1
Dialise 4 (11) 1(12) 1
uTl 23 (62) 4 (50) 0,6944
Necessidade de suporte
respiratorio 34 (91) 7 (87) 0,5567
Ventilacdo espontanea 22 (59) 5(62)
Ventilagao assistida 12 (32) 2 (25) 1
Dias de internagéo 12 (6, 15) 8,5 (6,5; 11) 0,334
Dias de UTI 8 (4,11) 7(6,5;9) 0,9181
Comorbidades 32 (86) 6 (75)
Doencas cardiovasculares 25 (67) 6 (75) 1
Doengas neuroldgicas 7 (19) 0 0,3212
Doencgas pulmonares 9 (24) 3 (38) 0,6609
Doencgas gastrointestinais 2 (5) 0 1
Doengas enddcrinas 14 (38) 5(62) 0,2528
Doenca renal 5(13) 2 (25) 0,5902
Doengas hematoldgicas 4 (11) 0 1
Malignidades 3(8) 1(12) 0,5567
Imunodeficiéncia 3(8) 1(12) 0,5567
Tratamento psiquiatrico 0 0 1
Outras doencas
infecciosas 2 (5) 0
Obesidade 13 (35) 4 (50) 0,1672
Desfecho
Obito 14 (38) 3 (38) 1
23 (62) 5(62)

Fonte: O autor (2023).

Entre os pacientes com esquema vacinal completo e incompleto (tabela 3), o
perfil epidemiolégico de pacientes foi similar aos pacientes analisados na tabela 2, e
a idade continua sendo uma variavel significativa, o que vai de encontro ao cenario
brasileiro no momento da coleta de dados. Entre os pacientes com vacinacao
completa, os sintomas mais frequentes foram tosse (59%), febre (41%) e fadiga/
fraque muscular (41%). Enquanto os pacientes com vacinagdo incompleta
apresentaram sintomas um pouco mais severos como dispneia (90%), fadiga e
fraqueza muscular (39%) e estado mental alterado (32%). Para ambos os grupos,
dessaturacdo e necessidade de oxigénio suplementar foram frequentes, uma
explicacdo se deve ao local de realizagdo do estudo, o CHC-UFPR foi um hospital
referéncia para casos moderados e graves na cidade de Curitiba e regido
metropolitana. Visto isso, o perfil de doengas moderadas a graves sao frequentes
nesta localidade quando comparado a populacdo geral de infectados. Doencgas
cardiovasculares foram as comorbidades mais frequentes para ambos, entretanto,
no que se diz ao desfecho, entre os pacientes com esquema vacinal completo a alta

foi mais frequente (64%), enquanto nos pacientes com esquema vacinal incompleto
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houve maior mortalidade (68%). Destaca-se que entre as variaveis com diferenga
significativa na analise bivariada, somente idade e desfecho continuaram
significativas apds ajustadas.

Para entender a significancia da variavel fatalidade nos grupos de pacientes
vacinados e nao vacinados, curvas de sobrevida de Kaplan-Meier foram elaboradas.
Na analise de sobrevida hospitalar, observa-se uma maior sobrevida no grupo de
pacientes nao vacinados, quando comparados a diferenca encontrada foi de xx dias
a menos no ponto de 50% de sobrevida (Figura 11A), sendo esta diferenca
estatisticamente significativa. Buscando avaliar se a vacinagao completa teria um
impacto na sobrevida dos pacientes, este grupo foi comparado com aqueles que
tiveram vacinacgéo incompleta, observou-se uma menor sobrevida deste ultimo grupo

(vacinagao incompleta), porém sem significancia estatistica (Figura 11B).

FIGURA 12 - CURVAS DE SOBREVIDA (KAPLAN-MEIER) DE PACIENTES HOSPITALIZADOS
POR COVID-19 COM E SEM VACINACAO (A) E COM VACINACAO COMPLETA OU INCOMPLETA
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Fonte: O autor (2023).

Tais achados foram intrigantes, uma vez que dentre as equipes assistenciais
de linha de frente no atendimento aos pacientes com Covid-19, observou-se que o

inicio da vacinacdo no Brasil marcou uma mudanga no perfil de pacientes
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hospitalizados com doenga moderada a grave, sendo estes mais jovens e sem
comorbidades tao expressivas.

Buscando compreender esta diferenca, avaliou-se entre os pacientes com
vacinagao completa aqueles que haviam recebido a vacina oportunamente, ou seja,
que tivessem desenvolvido doenga apos 14 dias do recebimento da vacina. Na
tabela 6 estes dados sao demonstrados, nenhuma diferenca significativa foi
observada, sendo que o desfecho 6bito ocorreu em 38% de ambos os subgrupos e,
devido ao pequeno numero de pacientes com vacinacdo nao oportuna, nao foi
possivel fazer uma analise de sobrevida.

Como possiveis explicagdes para este achado, em concordancia com o
contexto brasileiro, a CoronaVac foi o primeiro imunizante aprovado para uso no
Brasil, sendo o mais empregado na populacdo do estudo. Durante o periodo
pandémico, a disponibilidade de vacinas importadas foi um obstaculo, e
consequentemente, o imunizante produzido pelo Instituto Butantan (Sdo Paulo,
Brasil) foi distribuido em larga escala para o territério nacional. Uma analise de
efetividade vacinal multicéntrica realizada na América Latina, o qual teve seus dados
do centro de Curitiba (Brasil) compilados para este estudo, relatou que todas as
vacinas administradas no territério brasileiro mostraram efetividade, porém com
variagdes entre os produtos. Como esperado, a efetividade vacinal foi maior em
pacientes que possuiam esquema vacinal completo. A CoronaVac, imunizante mais
aplicado no Brasil e na populagcado deste estudo, apresentou 53% de eficacia no
estudo em pacientes com esquema vacinal completo, e a efetividade demonstrou
uma queda com o aumento da idade dos pacientes (MS, 2023). Uma vez que a
populagcdo deste estudo € representada em sua maioria por idosos, que
compreendem o0s primeiros imunizados e no momento do estudo ja completavam
cinco meses desde a ultima dose, € possivel que a efetividade vacinal também
tenha sido reduzida pela queda da imunidade, reforcando a necessidade da
aplicagcao de doses de reforgco, os denominados boosters. Isso porque, estudos
revelam que anticorpos anti-SARS-CoV-2 produzidos através da imunidade vacinal
demonstram uma queda no periodo de 3 a 6 meses apos a aplicagao (BAYART, et
al., 2021; YIGIT, et al., 2021; BUENO, et al., 2022) e a efetividade vacinal é reduzida
com o aumento da idade para aqueles 270 anos (RANZANI, et al., 2021). Os
boosters, sao recomendados na modalidade homdéloga ou heteréloga e possuem

efeitos positivos no aumento da imunidade, inclusive contra as VOCs, que surgiram
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apos o desenvolvimento das vacinas projetadas contra a infecgdo da cepa ancestral
(Wuhan) (YUE, et al., 2021). Estudo realizado com 32 individuos com administragéo
de booster com CoronaVac apresentou aumento significativo na imunidade, com
aumento maior de quatro vezes no numero de nAb quando comparado com o pico
observado 14 dias ap6s a segunda dose (LIANG, et al., 2022). Além disso, uma
unica dose de CoronaVac foi associada a uma baixa protecdo em pacientes
sintomaticos e admissdes hospitalares, fomentando a conclusdo do esquema vacinal
completo (RANZANI, et al., 2021).

Para compreender o resultado de maior probabilidade de sobrevivéncia
entre os pacientes ndo vacinados, a frequéncia do desfecho “6bito” foi comparada
com os demais, e notou-se que pacientes com menor diferenca de dias entre inicio
dos sintomas e a ultima dose da vacina foram mais frequentes no desfecho 6bito.
Deste modo, pacientes que foram vacinados, mas nao tiveram tempo de serem
imunizados sorologicamente antes de serem contaminados com o virus da Covid-19
estavam mais propensos a terem desfecho de 6bito (Figura 12).

Em oposi¢ao ao estudo multicéntrico, um estudo também realizado no CHC-
UFPR analisando o soro de profissionais de saude do hospital que realizou testes de
ELISA para identificacdo de anticorpos IgG anti-S1 e anti-N, como ferramenta para
predizer a neutralizacdo, relatou taxa de 97% de soroconversdo entre os
profissionais de saude 40 dias apds a realizacdo da primeira dose (BOCHNIA-
BUENO, et al, 2022). Em contraste com as demais vacinas aprovadas para
administracao no territorio brasileiro que mostraram protecédo apds a primeira dose, a
CoronaVac apresentou baixa protecdo até a aplicagdo da segunda dose (mais de
quatro semanas apdés a primeira dose) (SOUZA, et al, 2021). Ranzini e
colaboradores discorrem que dado o cenario de uma unica dose apresentar baixa
protecao, principalmente em idosos, a recomendacgao € que paises com dificuldade
em aquisicdo de insumos que aderirem a aplicagdo do imunizante CoronaVac
foquem seus recursos na conclusao do esquema vacinal ao invés da aplicagcao de
uma unica dose na tentativa de abranger uma maior fragédo da populagédo. Deste
modo, a conclusdo do esquema vacinal em uma unica parcela da populagao teria
um impacto positivo quando comparado a aplicagdo de apenas uma dose em uma
parcela maior da populagdo, no contexto do imunizante CoronaVac (RANZINI, et al.,
2021).
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O estudo de fase trés para analise da CoronaVac realizado com
profissionais de saude apresentou 50,7%, 83,7% e 100% de eficacia em infecgdes
sintomaticas, internagbes e casos graves, respectivamente (ZHANG, et al., 2021).
Enquanto outros estudos de eficacia apresentaram 47% de eficacia na prevencéo de
infeccbes sintomaticas bem como efetividade para severidade da doenga na
populacédo =70 anos (61% de efetividade nos casos de o6bito e 55% para
hospitalizagdes). (RANZINI, et al, 2021). Um estudo analisando populagdo da
América Latina apresentou 33% de efetividade para individuos parcialmente
vacinados, enquanto os integralmente vacinados apresentaram 53% de efetividade
(KHAN, et al., 2023).

FIGURA 13 — TEMPO ENTREENTRE A ULTIMA DOSE DA VACINA E INICIO DOS SINTOMAS NOS
PACIENTES COM DESFECHO PARA OBITO
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Fonte: O autor (2023).

Dos 218 pacientes incluidos no estudo multicéntrico realizado em parceria
com a OPAS e Fiocruz, 178 obtiveram sucesso no sequenciamento nucleotidico. A

distribuicdo de internamento e variantes avaliadas pode ser observada na Figura 13.
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FIGURA 14 - DISTRIBUICAO DAS VOCs IDENTIFICADAS NOS PACIENTES E NUMERO DE
HOSPITALIZACOES MENSAL DOS PACIENTES INCLUIDOS NO ESTUDO 1 EM 2021
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Fonte: O autor (2023).

Os resultados do sequenciamento nucleotidico foram compilados e uma
arvore filogenética foi construida (Figura 14), que oportuniza a identificacao das
variantes responsaveis pela infeccdo nos pacientes incluidos no estudo que estavam
internados no periodo de agosto de 2021 a fevereiro de 2022. Os trechos
numerados s&o provenientes dos pacientes incluidos no estudo, enquanto as
sequéncias nomeadas descritas sao referéncias obtidas do banco de dados GISAID.
As sequéncias foram coloridas de acordo com o gradiente de bootstrap, que

descreve o porcento de vezes que um clado € apoiado (CALDART, et al., 2016).

FIGURA 15 - ARVORE FILOGENETICA COM DISTANCIA DE MAXIMA
VEROSSIMILHANCA COMPOSTA, REPRESENTANDO 178 GENOMAS COMPLETOS E
SEQUENCIAS REFERENCIA, COLORIDOS DE ACORDO COM O GRADIENTE DE
BOOTSTRAP
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Fonte: O autor (2024).

O perfil de distribuicdo das variantes identificadas nos quadros de infec¢ao
dos pacientes incluidos vai de acordo com a circulagado das variantes observada na
Figura 13, no qual a variante Gama foi a mais frequente.

Desde a descrigdo do novo coronavirus, no inicio de 2020, houve um grande
esforco conjunto para o desenvolvimento de vacinas na tentativa de promover
imunidade contra o novo agente. Entretanto, a linhagem circulante na época de
desenvolvimento das vacinas correspondia a variante ancestral, denominada
Wuhan, e apenas cerca de um ano depois as vacinas comegaram a ser
administradas na populagdo. Outras variantes foram descritas e estas foram as
responsaveis pela manutencdo da pandemia por meio de mutagdes pontuais que

conferiam maior escape vacinal e alta taxa de infecgédo e transmissibilidade, como a
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variante Gama (RANZANI, et al., 2021). Responsavel por uma importante onda
epidemiologica no inicio de 2021, a variante Gama foi inicialmente detectada em
Manaus e possui mutagdes que conferiram reducdo na soroneutralizacao in vitro,
além de associagdo a um aumento na gravidade da doenca. A redugdo da
efetividade vacinal pode estar associada a caracteristicas de escape imunolégico

das variantes pds ancestrais (SOUZA, et al., 2021).

4.2 RESULTADOS ESTUDO 2 - ESTUDO TRANSVERSAL

Dos 37 pacientes incluidos neste estudo, mais da metade era do sexo
masculino (51%), com idade média de 67 anos. Em relagdo aos dias de sintomas na
admissao, a média foi de 17 dias, e a maioria recebeu alta (81%) apds um periodo
médio de internagdo de 10,7 dias (Tabela 5). Os sintomas mais comuns foram tosse
(46%), dispneia (32%) e fraqueza (29%), quase metade necessitaram de
oxigenoterapia complementar (48%). Todos tinham realizado vacinagdo completa
(Tabela 5).

TABELA 5 - DADOS CLINICOS E DEMOGRAFICO§ DOS PACIENTES COM COVID-19 E
VACINACAO COMPLETA INCLUIDOS NO ESTUDO 2

n (%) 37(100)
Sexo
Feminino 18 (49)
Masculino 19 (51)
Idade
Média, anos (intervalo 67(64,
interquartil) 75)
Tabagismo
Fumante 2 (5)
Ex- fumante 7 (19)
Desconhecido 20 (54)
Sintomas na admissdo
Febre 9 (24)
Tosse 17 (46)
Fadiga/ fraqueza 11 (29)
Dor de cabega 7 (19)
Mialgia 7 (19)
Dor de garganta 3(8)
Coriza 3(8)
Anosmia e ageusia 5(13)

Dispneia 12 (32)



Anorexia/ vomito/ ndusea

Diarreia
Estado mental alterado
Tipo de vacina

CoronaVac (Sinovac®)

Comirnaty (Pfizer®)

ChAdOx1 (Astrazeneca®)

Ad26.COV2.S (Janssen®)

Dados do teste

Dias de sintomas no dia
do teste

Amostras sequenciadas
Gama

Delta

Zeta

Alfa

Dados de admissao

Dias de sintomas na
admissdo

Dias de internamento
(média)

Imagens toracicas
anormais

SPO2 <94%

Taquipneia (RF<30)
Infiltrados pulmonares
>50%

Uso de drogas vasoativas
Didlise

UTI

Necessidade de suporte
respiratorio

Ventilacdo espontanea
Ventilagdo assistida
Comorbidades

Doengas cardiovasculares

Doengas neurolégicas

Doengas pulmonares

Doengas gastrointestinais

9 (24)

6 (16)
3(8)

3.4

12 (32)
1(3)
11 (29)

17

10.7

18 (48)

19 (51)
6 (16)

5 (13)

4 (11)

3(8)
7 (19)

18 (48)

14 (38)
4(11)

55
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Doengas enddécrinas 11 (29)
Doengas renais 4(11)
Doengas hematoldgicas 1(3)

Malignidades 3(8)

Imunodeficiéncia 3(8)

Tratamento psiquiatrico 2 (5)

Obesidade 9 (24)
Desfecho

Obito 7 (19)
Alta 30 (81)

Fonte: O autor (2024).

Para dosagem de citocinas e anticorpos foram selecionados os 37
pacientes, totalizando 58 amostras. A média do numero de amostras foi de 1,6 por
paciente, visto que alguns pacientes tiveram um periodo de dias de internamento
maior que outros, explicando o numero de amostras totais (58 amostras).

37 amostras, que correspondem as primeiras amostras de cada paciente,
foram encaminhadas para dosagem de citocinas inflamatérias. Dentre as 20
citocinas testadas, a IL-10, IL-18 e MCP-1 tiveram maior expressdo em ambos os
grupos de pacientes doentes e vacinados (Figura 15A) e de doentes n&o vacinados
(Figura 15B). O grupo de doentes ndo vacinados corresponde a populagao descrita
po Bochnia-Bueno e colaboradores (2023). Resultados semelhantes foram descritos
por Chi e colaboradores (2020), que descreveram um grupo de citocinas e
quimiocinas em uma coorte de pacientes graves. Esses marcadores soluveis ja
estavam correlacionados com a gravidade da doenga, atuando como preditores de
casos graves (HUANG, et al., 2020; QUIN, et al., 2020).
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FIGURA 16 - EXPRESSAO DAS CITOCINAS TESTADAS EM PACIENTES HOSPITALIZADOS COM
COVID-19 E COM VACINAGAO COMPLETA COMPARADO COM PACIENTES HOSPITALIZADOS
COM COVID-19 E SEM VACINAGAO
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Fonte: O autor (2023).

Apesar da semelhanga entre as citocinas mais expressas nos grupos de
doentes vacinados e nao vacinados, o perfil de expressdao dos marcadores foi

diferente no que diz respeito a titulagao (Figura 16).
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FIGURA 17 - CONCENTRAGAO DAS CITOCINAS INVESTIGADAS EM DOENTES VACINADOS E
NAO VACINADOS
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Fonte: O autor (2024).

Resultados semelhantes foram discutidos por Zhu e colaboradores (2023),
em que pacientes vacinados e infectados por SARS-CoV-2 apresentaram menor
concentragdes de citocinas e quimiocinas quando comparados a grupo de pacientes
nao vacinados. Além disso, pacientes ndo vacinados apresentaram altos niveis de
IL-7 e IL-8 mesmo 3 meses apods a infecgao pelo agente da Covid-19, sugerindo que
a vacinacao pode desempenhar papel protetor neste aspecto. A super expressao de
citocinas pro-inflamatdrias atua como defesa contra infecgdes virais, mas também
esta relacionada a lesédo tecidual. Este cenario pode explicar por que alguns
marcadores soluveis podem prever casos graves (CHI, et al., 2020).

Apesar da diferengca entre as titulacbes identificadas nas duas populagdes
da Figura 16, a MCP-1 foi a citocina com maior expressdao em ambos 0s grupos. A

MCP-1 ja foi elencada por outros autores como um preditor de gravidade de doenca,
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e desenvolve um fator importante na patogénese da doenga no que diz respeito ao
recrutamento de mondcitos durante o curso da doenga (CHEN, et al., 2020; WU, et
al., 2020). A MCP-1 também é classificada como um indicador relacionado a
trombose e seus niveis aumentam conforme a gravidade do quadro infeccioso,
mostrando-se elevada em quadros graves onde pacientes também apresentam
elevacédo dos niveis de D-dimero, elencando como uma possivel relagdo com risco
de morte destes pacientes (CHEN, et al., 2020).

Além disso, as dosagens destas citocinas foram comparadas a outros
resultados laboratoriais dos pacientes, como a contagem de leucocitos, tempo de
atividade de protrombina (TAP) e D-dimero. Essa comparagao revelou que a
alteracdo do D-dimero foi frequentemente observada principalmente em pacientes
que tiveram expressao de IFN-y, IL-18 e MCP-1, apesar de n&o significante
estatisticamente (Figura 17). Entretanto, titulos alterados de TAP foram

correlacionados com pacientes com maior expressao de IFN-y e MCP-1.

FIGURA 18 - EXPRESSAO DE CITOCINAS IFN-y, MCP-1 e IL-18 DE ACORDO COM 0S
RESULTADOS LABORATORIAIS DE LEUCOCITOS, TAP E D-DIMERO
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Fonte: O autor (2023).
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Alguns parametros como linfocitopenia, leucocitose, alteragdes em alguns
marcadores de coagulagdo como D-dimero e TAP e marcadores de inflamagéo
como proteina C reativa (PCR), ferritina, neutrofilos e procalcitonina foram
relacionados a pior prognéstico em pacientes com doenga grave quando comparado
aos casos leves e moderados (SEBOTAIO, 2022; AKIN, et al., 2023). Huang e
colaboradores mostraram que pacientes internados em unidades de terapia
intensiva (UTI) apresentavam alteragdes no D-dimero na admissdo, e dosagens
acima de 1pl/mL estdo associadas ao obito (HUANG, et al, 2020). Devido a
producdo excessiva de citocinas pro-inflamatorias geradas pela exposigao do
conteudo celular e ativagdo plaquetaria, a Covid-19 predispde a eventos
tromboembdlicos, reiterando a importancia da avaliagdo de marcadores de
coagulagao e inflamatoérios e da aplicacdo de tromboprofilaxia nos casos aplicaveis
(GOROG, et al., 2020; TEIMURY, et al., 2022). Estudos discorrem que pacientes
com D-dimero elevado possuem MCP-1 elevada, independente do desfecho do
paciente, sugerindo que a alteragdo do D-dimero seja um fator de risco
independente para 6bitos na Covid-19 (WU, et al., 2020).

Os resultados dos indices de IgG e IgA foram comparados com o desfecho
de mortalidade dos pacientes, na Figura 18 (no teste de titulacdo de IgG, a maioria
das amostras esta acima do limite de deteccéo, justificando a auséncia de dados
para alguns pacientes e a nao utilizacdo de medidas de index). A IgG foi mais
expressa que a IgA, isso pode estar relacionado aos nAb, que sao em sua maioria
do grupo das IgG. Outra hipotese pode estar relacionada ao tempo de doenga, uma
vez que esses pacientes apresentavam em média 17 dias de sintomas na admissao.
Na Covid-19, apos 14 dias, os niveis de IgM comegam a diminuir a medida que o

IgG aumenta.
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FIGURA 19 - ANALISE PARCIAL DE IgA E IgG (INDEX) DE ACORDO COM O
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Fonte: O autor (2023).

Em relacdo aos niveis de nAb, as amostras coletadas com intervalo de 7
dias foram encaminhadas ao Instituto Butantan para execucido do teste de cVNT.
Todas as 58 amostras foram testadas como cVNT para as variantes Wuhan, Delta,
Omicron e Gama (Tabela 6). A maioria das amostras apresentou manutencdo do
titulo de nAb ao longo das semanas, este se mantendo igual ou maior que o titulo da
semana anterior. Poucas nao apresentaram neutralizacdo para uma a trés das
variantes (cVNT <20). E apenas 2 (3%) nao apresentaram titulo de neutralizagéo
para nenhuma das variantes, destes, o desfecho de mortalidade foram distintos,

sendo um obito e outra de alta hospitalar.

TABELA 6 - RESULTADOS cVNT DAS AMOSTRAS DE PACIENTES COM ESQUEMA VACINAL
COMPLETO E HOSPITALIZADOS POR COVID-19

Wuhan Delta Omicron Gama
Aumento no titulo cVNTic0em
relagcdo a amostra anterior 3 (5’1 7) 7 (1 2) 7 (1 2) 3 (5’1 7)
n(%)
Sem neutralizagdo n(%) 8(13,79) 8(13,79) 18 (31) 6(10,3)
Média cVNT 100 700,83 634,09 214,16 560

Nota: cVNT = ksudis
Fonte: O autor (2024).
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Amostras de swab dos pacientes, quando disponiveis, foram enviadas para
sequenciamento nucleotidico. No entanto, apenas 15 (40%) amostras estavam
disponiveis e 12 (32%) tiveram um ensaio de sequenciamento nucleotidico bem-
sucedido; 3 deles falharam no ensaio. A maioria (11 amostras) era a variante Delta e
uma variante Gama. Este cenario pode ser explicado tendo em vista que alguns
pacientes foram encaminhados de unidades basicas de saude com testes de
antigeno positivos ou de outras instituicbes com testes positivos anteriores, e visto
que o momento do estudo conduzido houve uma grande circulagdo das variantes
Gama e Delta (MS, 2021).

Ao comparar a expressao dos marcadores soluveis com variantes, o titulo
médio foi semelhante em Wuhan, Gama e Delta. Omicron foi a variante mais distinta,

mas nao apresentou diferenca significativa (Figura 19).

FIGURA 20 - CONCENTRAGAO DAS CITOCINAS TESTADAS NAS AMOSTRAS DE PACIENTES
INFECTADOS COM ASVARIANTES WUHAN, DELTA, OMICRON E GAMA
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Fonte: O autor (2024).

Ao compararmos a variante Omicron com as demais, ela possui maior
quantidade de mutagdes, exibindo maior infectividade e habilidade de escapes

imunes, com risco 3 vezes maior de infecgdes primarias e reinfecgdes quando
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comparadas as variantes Beta e Delta (MIAO, REN e REN, 2023). O perfil da
infeccdo desta variante inclui maior numero de casos de pacientes assintomaticos,
com uma janela de reinfec¢gdes mais frequente, sugerindo que embora exista uma
protecao contra reinfeccoes, esta nao perdura por muito tempo. Com a circulagao da
Omicron, a capacidade de neutralizagdo foi fortemente discutida, visto que esta
aparentava ser reduzida devido ao aumento expressivo no numero de casos. Logo,
um grande desafio no desenvolvimento de novas vacinas com alvos distintos ou
atualizados para a variante circulante na época foi tracado, visto que, as vacinas
disponiveis foram desenvolvidas frente a variante ancestral, inicialmente identificada
em Wuhan, na China, além de disponibilidade de medicamentos antivirais que
poderiam ajudar no manejo do aumento de casos.

No que diz ao perfil de doenca e expressao de citocinas inflamatorias, a
variante Omicron, apesar de apresentar alta taxa de infectividade, demonstrou-se
uma variante com perfil mais brando de infecgcdes. Um estudo conduzido por
Korobova e colaboradores (2022) que avaliou o perfil de expressao de citocinas nas
quatro variantes Wuhan, Gama, Delta e Omicron, demonstrou que Delta e Omicron
apresentaram um perfil mais ameno de expressao de citocinas quando comparados
as outras variantes. Os autores discorrem que uma hipdétese de explicagao pode
estar relacionada ao sitio de infeccéo, visto que variante Wuhan mostrou tendéncia
de acometimento do trato respiratdrio inferior, provocando uma doenga mais intensa
e com maior progressdo de gravidade, enquanto Omicron e Delta tendem a
apresentar sintomas mais brandos do trato respiratério superior, como coriza e
espirros, além de anosmia e ageusia (KOROBOVA, et al, 2022; SCHULZE e
BAYER, 2022).

Estes estudos apresentaram algumas limitagdes. A coleta de dados
retrospectivos foi um fator limitante, dificultando a uniformidade de informacdes para
todos os pacientes, bem como limitagdes de financiamento, que impossibilitaram a
realizacédo da dosagem de citocinas e anticorpos em todas as amostras disponiveis
do estudo transversal. Além disso, o CHC-UFPR foi um hospital referéncia no inicio
da pandemia e em meados de 2021 os casos passaram a ser referenciados para
outras instituicdes, limitando o numero de pacientes admitidos e diminuindo o
numero de pacientes incluidos nos estudos desta dissertacao.

Entretanto, estes estudos apresentam pontos fortes. Mesmo com a intensa

lista de publicagbes acerca do SARS-CoV-2 e da Covid-19, vale ressaltar que este
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agente e doencga foram identificados ha a apenas 4 anos. O “gap” de conhecimento
do virus e a doenga ainda é grande, e todos os esforgcos em elucidar diferentes

aspectos destes topicos sdo importantes.
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5 CONCLUSOES

Pacientes com Covid-19 e vacinados apresentaram maior idade, maior frequencia

de malignidade e sem diferenca na letalidade;

Pacientes com vacinagdo completa apresentaram significativamente menor

fatalidade quando comparados com aqueles com vacinagao incompleta;

Pacientes com vacinagao oportuna e internados com Covid-19 apresentavam altas
concentragdes de IgA e IgG e altos titulos de nAb contra as 4 variantes virais do
SARS-CoV-2;

Houve predomindncia das variantes Gama e Delta no periodo de conducao do
estudo, o que condiz com os relatos de boletins epidemiolégicos estaduais no

mesmo periodo;

A variante Gama demonstrou perfil de expressdo de citocinas inflamatorias

exacerbado, enquanto a Omicron apresentou um perfil menos intenso;

MCP-1, IL-18, IFN-y foram as principais citocinas expressas e envolvidas com
alteragcdes de exames laboratoriais sugerindo fatores preditivos de progndstico da

doenca.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Com o avango da vacinagao no Brasil e no mundo, tem aumentado o
numero de internamentos de pacientes com Covid-19 e que receberam o esquema
completo vacinal conforme o patrocinador. Logo, dados sobre a avaliagao da
imunidade sorolégica contra a Covid-19 e avaliagdo de perfil da doenga nestes
pacientes auxiliara na atualizagdo vacinal e avaliacdo da efetividade das vacinas
aplicadas atualmente em comparacéo as cepas circulantes atualmente no estado do
Parana.

A dosagem de biomarcadores especificos pode auxiliar na rapida
identificacdo de pacientes com tendéncia a desenvolver uma doenga severa.
Tempestade de citocinas pode estar diretamente relacionada a gravidade da
doencga. Além disso, pacientes com progressdo severa da Covid-19 podem se
beneficiar através de tratamentos imunomodulatérios.

Os resultados desta pesquisa serdo tornados publicos por meio de

publicagdes em revistas cientificas, congressos e monografias, conforme aplicavel.
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ANEXO 2 - LINKS DE IDENTIFICAGAO DAS SEQUENCIAS
NUCLEOTIDICAS DAS AMOSTRAS DOS PACIENTES INCLUIDOS NO ESTUDO
1



Ordem Identificacao GISAID
1 |hCoV-19/Brazil/PR-FIOCRUZ-13474/2022
2 hCoV-19/Brazil/PR-FIOCRUZ-13475/2022
3 |hCoV-19/Brazil/PR-FIOCRUZ-13476/2022
4 |hCoV-19/Brazil/PR-FIOCRUZ-13477/2022
5 hCoV-19/Brazil/PR-FIOCRUZ-13478/2022
6 |hCoV-19/Brazil/PR-FIOCRUZ-13479/2022
7 hCoV-19/Brazil/PR-FIOCRUZ-13480/2022
8 hCoV-19/Brazil/PR-FIOCRUZ-13481/2022
9  |hCoV-19/Brazil/PR-FIOCRUZ-13482/2022
10 |hCoV-19/Brazil/PR-FIOCRUZ-13483/2022
11 |hCoV-19/Brazil/PR-FIOCRUZ-13484/2022
12 |hCoV-19/Brazil/PR-FIOCRUZ-13485/2022
13 |hCoV-19/Brazil/PR-FIOCRUZ-13486/2022
14 |hCoV-19/Brazil/PR-FIOCRUZ-13487/2022
15 |hCoV-19/Brazil/PR-FIOCRUZ-13488/2022
16 |hCoV-19/Brazil/PR-FIOCRUZ-13489/2022
17 |hCoV-19/Brazil/PR-FIOCRUZ-13490/2022
18 |hCoV-19/Brazil/PR-FIOCRUZ-13492/2022
19 |hCoV-19/Brazil/PR-FIOCRUZ-13493/2022
20 |hCoV-19/Brazil/PR-FIOCRUZ-13494/2022
21 |hCoV-19/Brazil/PR-FIOCRUZ-13495/2022
22 |hCoV-19/Brazil/PR-FIOCRUZ-13499/2022
23 |hCoV-19/Brazil/PR-FIOCRUZ-13501/2022
24 |hCoV-19/Brazil/PR-FIOCRUZ-13502/2022
25 |hCoV-19/Brazil/PR-FIOCRUZ-13503/2022
26 |hCoV-19/Brazil/PR-FIOCRUZ-34554/2020
27 |hCoV-19/Brazil/PR-FIOCRUZ-34555/2020
28 |hCoV-19/Brazil/PR-FIOCRUZ-34556/2020
29 |hCoV-19/Brazil/PR-FIOCRUZ-34557/2020
30 |hCoV-19/Brazil/PR-FIOCRUZ-34558/2020
31 |hCoV-19/Brazil/PR-FIOCRUZ-34559/2020
32 |hCoV-19/Brazil/PR-FIOCRUZ-34560/2020
33 |hCoV-19/Brazil/PR-FIOCRUZ-34562/2020
34 |hCoV-19/Brazil/PR-FIOCRUZ-34565/2020
35 |hCoV-19/Brazil/PR-FIOCRUZ-34566/2020
36 |hCoV-19/Brazil/PR-FIOCRUZ-68433/2021
37 |hCoV-19/Brazil/PR-FIOCRUZ-68434/2021
38 |hCoV-19/Brazil/PR-FIOCRUZ-68435/2021
39 |hCoV-19/Brazil/PR-FIOCRUZ-68437/2021
40 |hCoV-19/Brazil/PR-FIOCRUZ-68438/2021
41 |hCoV-19/Brazil/PR-FIOCRUZ-68439/2021
42 |hCoV-19/Brazil/PR-FIOCRUZ-68440/2021
43 |hCoV-19/Brazil/PR-FIOCRUZ-68441/2021
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