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RESUMO

As respostas imunes apds a vacinacdo contra COVID-19 devem ser avaliadas em
diferentes populacbes ao redor do mundo. Este estudo comparou as respostas de
anticorpos induzidas pelas vacinas ChAdOx1 nCoV-19, CoronaVac e BNT162b2.
Amostras de sangue total de vacinados foram coletadas antes e depois das vacinacoes
com a segunda e terceira doses. O estudo compreendeu 78 vacinados, dos quais 62,8%
eram mulheres, com as seguintes médias de idades: 26 anos—ChAdOx1 nCoV-19; 40
anos — CoronaVac; 30 anos - BNT162b2. Amostras de soro foram quantificadas, por
ELISA, para IgG e IgA anti-Dominio de Ligacdo ao Receptor (RBD) e IgG anti-spike.
Apos duas doses da vacina, os vacinados com BNT162b2 produziram niveis mais altos
de IgA e IgG anti-RBD e IgG anti-spike em comparacao aos vacinados com ChAdOx1
nCoV-19 e CoronaVac. A terceira dose de reforco com BNT162b2 induziu niveis
maiores de IgA e IgG anti-RBD e IgG anti-spike em vacinados com CoronaVac.
Individuos que relataram infeccdo por SARS-CoV-2 antes ou durante o estudo
apresentaram maior producdo de IgA e IgG anti-RBD. Concluindo, duas doses das
vacinas estudadas induziram niveis detectaveis de IgA e IgG anti-RBD e IgG anti-
spike em vacinados. O reforco heter6logo com BNT162b2 aumentou os niveis de IgA
e IgG anti-RBD e IgG anti-spike em vacinados com CoronaVac e o0s niveis de IgA
anti-RBD em vacinados com ChAdOx1 nCoV-19. Além disso, a infeccdo por SARS-

CoV-2 induziu niveis maiores de IgA e IgG anti-RBD em vacinados com CoronaVac.

Palavras-chave: Resposta imune humoral, COVID-19, Vacinas anti-SARS-CoV-2,
IgG anti-RBD, IgA anti-RBD, IgG anti-spike
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ABSTRACT

Immune responses after COVID-19 vaccination should be evaluated in different
populations around the world. This study compared antibody responses induced by
ChAdOx1 nCoV-19, CoronaVac, and BNT162b2 vaccines. Blood samples from
vaccinees were collected pre- and post-vaccinations with the second and third doses.
The study enrolled 78 vaccinees, of whom 62.8% were women, with the following
median ages: 26 years—ChAdOx1 nCoV-19; 40 years—CoronaVac; 30 years—
BNT162b2. Serum samples were quantified for anti-Receptor Binding Domain (RBD)
IgG and anti-RBD IgA and anti-spike IgG by ELISA. After two vaccine doses,
BNT162b2 vaccinees produced higher levels of anti-RBD IgA and IgG, and anti-spike
IgG compared to ChAdOx1 nCoV-19 and CoronaVac vaccinees. The third dose
booster with BNT162b2 induced higher levels of anti-RBD IgA and IgG, and anti-spike
IgG in CoronaVac vaccinees. Individuals who reported a SARS-CoV-2 infection
before or during the study had higher anti-RBD IgA and IgG production. In
conclusion, two doses of the studied vaccines induced detectable levels of anti-RBD
IgA and IgG and anti-spike 1gG in vaccinees. The heterologous booster with
BNT162b2 increased anti-RBD IgA and IgG and anti-spike 1gG levels in CoronaVac
vaccinees and anti-RBD IgA levels in ChAdOx1 nCoV-19 vaccinees. Furthermore,
SARS-CoV-2 infection induced higher anti-RBD IgA and IgG levels in CoronaVac

vaccinees.

Key words: Humoral immune response, COVID-19, anti-SARS-CoV-2 vaccines, anti-
RBD IgG, anti-RBD IgA, anti-spike 1gG
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1. INTRODUCAO / REVISAO DA LITERATURA

1.1 Infeccdo pelo SARS-CoV-2 e a COVID-19

Os coronavirus, pertencentes a familia Coronaviridae (ordem Nidovirales),
podem ser classificados em quatro géneros que incluem Alpha, Beta, Gamma e
Deltacoronavirus. Os Alpha e Betacoronavirus causam doengas em mamiferos, o0s
Gammacoronavirus, em aves e 0s Deltacoronavirus infectam tanto aves, quanto
mamiferos (Fehr et al., 2015). Os coronavirus sdo responsaveis por ocasionar doencas
leves a graves no trato respiratorio. Em alguns casos podem provocar surtos, como
ocorreu com o virus da Sindrome Respiratdria Aguda Grave (SARS), responsavel pelo
primeiro surto de beta-Coronavirus (beta-CoVs) em 2002, inicialmente na China, e
com o virus da Sindrome Respiratoria do Oriente Médio (MERS), causadora do surto
em 2012, inicialmente na Arabia Saudita. O SARS-CoV-2 é um Betacoronavirus
agente da COVID-19, doenca que teve inicio em 2019, em Wuhan, China, e é
responsavel pelo terceiro surto zoon6tico de beta-CoVs (Wang et al., 2020; Das et al.,
2021). Sete coronavirus sdo conhecidos por serem patogénicos para 0s humanos.
Alguns como o HCoV-NL63, HCoV-229E, HCoV-0C43, e HCoV-HKU1, os
chamados coronavirus endémicos, causam infeccbes com apenas sintomas leves. J& o
SARS-CoV, MERS-CoV e SARS-CoV-2 causam doencas respiratorias graves e
potencialmente fatais (Naqvi et al., 2020). O SARS-CoV-2 compartilha cerca de 82%
de identidade genémica com os virus SARS-CoV e MERS-CoV e, mais de 90% de
semelhanca em proteinas estruturais e enzimas (Naqvi et al., 2020).

A doenca causada pelo SARS-CoV-2 recebe 0 nome COVID-19 devido a sua
nomenclatura em inglés: Coronavirus Disease (Doenga do Coronavirus), e 0 numero
19 esta relacionado a 2019, ano de publicagdo dos primeiros casos na China. Acredita-
se que tenha origem zoondtica devido a similaridade gendmica de aproximadamente
96% com coronavirus de morcegos, sendo esta uma possivel forma preliminar de
transmissédo para seres humanos, apesar de outros animais, como os pangolins, serem
considerados reservatorios virais, devido a 99% de similaridade de coronavirus de
pangolins com o genoma do SARS-CoV-2 (KAUR et al., 2021; LIU et al., 2020;
WONG et al., 2020).

Com uma patogénese caracterizada por hiperinflamacdo, tempestade de
citocinas (Wong et al., 2004; Xu et al., 2020) e desregulacdo do sistema imune (Li et
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al., 2020), a doenga causada pela infeccdo por SARS-CoV-2 ja acometeu mais de 500
milhdes de pessoas e foi responsavel por mais de seis milhGes de dbitos (RITCHIE et
al., 2022). A transmissdo viral ocorre de pessoa a pessoa, por meio de goticulas
respiratorias, tosse e espirro, principalmente. A COVID-19 pode ser caracterizada por
quadros clinicos envolvendo a sindrome da angustia respiratdria e faléncia respiratoria.
Além da inflamacgdo sistémica, pode cursar com sepse, lesdo cardiovascular e
insuficiéncia cardiaca, culminando em faléncia multipla de 6rgaos (Wang et al., 2020).

A patogénese da infeccdo envolve, principalmente, 0 comprometimento de
células pulmonares (Xu et al., 2020), com casos que variam na sua forma de
apresentacdo. Os casos mais brandos da infeccdo cursam, essencialmente, com o
comprometimento do trato respiratorio superior. Quando o SARS-CoV-2 infecta o
trato respiratério superior e inferior, pode causar sindrome respiratéria leve ou aguda
com consequente liberagdo de citocinas pré-inflamatérias, incluindo interleucinas IL-
1B e IL-6 (PIO et al., 2020).

Individuos com COVID-19 podem ser classificados em diferentes formas de
apresentacdo da doenca de acordo com os sintomas apresentados. Essa classificacdo
foi definida pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (WHO, 2022) e pelas
Diretrizes de Tratamento da COVID-19 (Instituto Nacional de Saude, EUA) (NIH,
2022) e estratifica individuos com infeccdo por SARS-CoV-2 nas formas leve
(diversos sinais e sintomas, porém auséncia de falta de ar, dispneia ou imagem toracica
anormal), moderada (individuos com pneumonite confirmada por diagnostico
radioldgico, hospitalizados e em uso de oxigenioterapia), grave (dispneia, frequéncia
respiratoria >30 respiragdes/min, saturagdo de oxigénio [SpO2] <93%, e/ou infiltrado
pulmonar >50% dentro de 24 a 48 horas, incluindo os individuos tratados na Unidade
de Terapia Intensiva [UTI] e critica (em uso de ventilagdo mecénica) e, eventualmente,
obito.

O virus apresenta periodo de incubacdo de um a 14 dias, e a infec¢do pode
causar sintomas como febre, tosse seca, mialgia, fadiga, e mais raramente, diarreia,
cefaleia e dor de garganta. Os casos mais graves podem evoluir para pneumonia e
cursar com faléncia respiratoria e de multiplos érgédos (Huang et al., 2020; Yang et al.,
2020 b). Alem disso, devido ao carater hiperinflamatorio da infeccédo, a doenca pode
cursar com aumento dos niveis de marcadores inflamat6rios no sangue, com destaque
para proteina-C reativa, ferritina e D-dimeros. A leucopenia, neutrofilia, linfopenia e

aumento de citocinas e quimiocinas, tém sido relacionados ao agravamento da doenca
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e Obito (Gao et al., 2020; Wang et al., 2020). Ainda, a infec¢do por SARS-CoV-2 pode
ser assintomética (Almadhi et al., 2021). E estimado pelo CDC que 35% dos casos de
COVID-19 sao assintomaticos (CDC, 2020).

1.2 Estrutura do SARS-CoV-2 e mecanismo de infeccéo celular

O SARS-CoV-2 é um coronavirus composto por uma fita simples de RNA
sentido positivo (+)ssRNA, ndo segmentado. Seu genoma possui tamanho de
aproximadamente 29,9 kb e é formado por duas grandes “open reading frames”
(ORF1a e ORF1b) responsaveis por codificar as proteinas ndo-estruturais e proteinas
acessorias (3a, 3b, 6, 7a, 7b, 8a, 8b e 9) (Lu et al., 2020; Nagvi et al., 2020; Wu et al.,
2020). Estruturalmente SARS-CoV-2 é formado por quatro proteinas principais: spike
ou espicula do virion (S), envelope (E), glicoproteina de membrana (M) e proteina do
nucleocapsideo (N) (Kaur et al., 2021). Para exercer seu mecanismo patogénico o
SARS-CoV-2 se liga as células hospedeiras por meio de uma glicoproteina trimérica
que reconhece a Enzima Conversora da Angiotensina 2 (ECA2), a proteina S. Essa
proteina estrutural é clivada em dois dominios, extracelular e transmembranar, por
uma proproteina convertase, como a furina, antes de sair da célula infectada
(Hoffmann et al., 2020; Shang et al., 2020). Os dominios sdo conhecidos como S1 e
S2, em que o primeiro é responsavel por promover a ligacdo viral ao receptor do
hospedeiro, e o0 segundo, por mediar a fusdo das membranas da célula hospedeira com
0 virus. A porcdo S1 contétm a RBD, essencial para sua ligacdo a ECA2 e
estabelecimento da infeccdo celular (Kaur et al., 2021). Para o sucesso da entrada viral
na célula hospedeira, € necessario um estimulo promovido por uma clivagem no
dominio S2, conhecido como sitio de S2, que induz aproximacédo das membranas viral
e celular, promovendo a formacdo de um poro de fusdo que permite a entrada do
genoma viral no citoplasma da célula (Jackson et al., 2022). Para 0 SARS-CoV-2 essa
clivagem ¢ realizada pela serina protease transmembranar 2 (TMPRSS2) (Glowacka
et al., 2011; Shulla et al., 2011) ou pela catepsina L (Simmons et al., 2005), apés a
ligacdo do virus a ECA2 e exposic¢do do sitio de S2. A Figura 1 apresenta a estrutura

do virus.
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Figura 1: Modelo estrutural do SARS-CoV-2 e mecanismo de infecgéo celular. O
modelo evidencia as principais proteinas estruturais: Spike (S) e seus dois dominios
(S1 e S2), Membrana (M), Nucleocapsideo (N) e Envelope (E). Adaptada de figura do

BioRender.

A RBD é considerada alvo para anticorpos neutralizantes por apresentar
diversas fungOes essenciais para o ciclo viral do SARS-CoV-2. Anticorpos que se
ligam a proteina spike, especificamente ao dominio RBD e o dominio N-terminal
inibem a ligacédo dos virus a célula e os neutralizam (Kurup et al., 2021), por isso, altos
niveis de anticorpos anti-spike se relacionam a uma atividade neutralizante do virus.

Além de neutralizarem a proteina S, esses anticorpos também podem se ligar
a glicoproteina de superficie N, promovendo a neutralizacdo da infeccdo de células e
tecidos pelo SARS-CoV-2 (Poland et al., 2020).

1.3 Linfdcitos T e B e suas fungdes no desenvolvimento da resposta imune
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Para o combate ao virus é necessario formar uma resposta imune contra o
SARS-CoV-2 composta, dentre outros elementos, por linfocitos e anticorpos. Os
linfécitos T e B sd@o células especializadas no desenvolvimento de resposta imune
antigeno-especifica, conhecida como resposta imune adaptativa. O linfécito T é o
responsavel pela resposta celular e o linfocito B, humoral, pela diferenciacdo em
plasmaocitos e producdo de anticorpos. Os linfocitos T podem se diferenciar em
TCDA4+, células T helper, ou TCD8+, células T citotdxicas, dependendo do marcador
expresso em sua superficie.

Os linfacitos T helper podem ser divididos em 6 subpopulacGes principais que
se diferem pelo perfil de citocinas secretadas. A populacdo Thl promove protecéo
contra patdgenos intracelulares, participa na patogénese de doencas autoimunes e na
hipersensibilidade tardia, secretando IFNy. Ja a Th2 participa na troca de classe da IgE,
no recrutamento de mastocitos, eosinofilia e producdo de muco, secretando as
citocinas IL-4, IL-5, 1L-9, IL-13, IL-10 e IL-25. Outra populacgdo é a Th9, que secreta
IL-9 e IL-10, e é responsavel pelas mesmas fungdes das células Th2, exceto inducéo
de eosinofilia. As células Th17 induzem producdo de quimiocinas e neutrofilia e
secretam IL-17A, IL-17F, IL-6, IL-9, IL-21, IL-22 e TNF-o. A subpopulagdo Th22
induz produgdo de peptideos antimicrobianos, promove proliferacdo de queratinécitos,
porém inibe sua diferenciagdo por meio da secre¢do de IL-22, TNF-a, IL-13 e FGF.
As células T follicular helper (Tfh) auxiliam na formacdo de centros germinativos,
diferenciacdo de linfocitos B em plasmacitos, producdo de anticorpos de diferentes
isotipos e produgdo de células B, secretando IL-21, IL-4 e IL-10. Por fim, as células T
reguladoras (Treg) atuam na prevencao de doencas autoimunes, evitam exacerbacéo
de processos patoldgicos e alergias, induzem tolerancia em transplantes e durante a
gestacdo, inibem proliferacdo e ativacdo de células autorreativas e inibem respostas
antitumorais. Estas células secretam citocinas reguladoras como IL-10, TGF-B, IL-35
e adenosina, além da liberagéo de perforinas e granzimas.

Os linfdcitos TCD8+, citotdxicos, sdo responsaveis pela destruicdo de células
tumorais ou infectadas a partir da liberag&o de perforina e granzimas. Além disso, pela
secrecdo de IFN-y e TNF-o atuam na defesa contra infec¢des virais e na inibicdo da
proliferacdo de células tumorais (Arbelaez-Cortés et al., 2013).

Como o foco deste trabalho é o desenvolvimento de resposta imune humoral
as vacinas anti-SARS-CoV-2, iremos abordar, preferencialmente, explicacdes acerca

dos linfocitos B, producdo de anticorpos e suas funcdes principais.

20



1.4 Linfécitos B1 e B2

Linfocitos B2 constituem a maioria dos linfécitos B presentes no sangue,
compreendendo as celulas B da zona marginal (ZM) e as células B foliculares (FO)
(Vale etal., 2015). Apesar de fenotipicamente semelhantes, os linfécitos B1 pertencem
a resposta imune inata (Kageyama et al., 2020). Linfécitos B1 estdo envolvidos na
primeira linha de defesa contra patdgenos ou antigenos proprios derivados de tecidos
lesados (Kageyama et al., 2020), sendo responsaveis pela secrecdo de anticorpos de
baixa afinidade das classes IgM e IgG3 ativados por meios independentes de células
T, assim como as células B da ZM (Vale et al., 2015). Ambas sdo estimuladas por
receptores inatos, como os receptores do tipo toll ou pela estimulacdo de IgM por
polissacarideo bacteriano, por exemplo (Vale et al., 2015). Além disso, linfécitos B1
também participam da formacdo de anticorpos naturais e secrecdo de moléculas
imunomoduladoras, portanto, pode-se dizer que possuem papéis de regulacdo de
processo inflamatério e da tolerdncia ao proprio (Baumgarth, 2011). Ja as células B
FO originam anticorpos de alta afinidade que precisam da ajuda de linfocitos T para
proliferarem e passarem por hipermutacdo somatica e troca de classes no centro
germinativo (CG), dando origem a anticorpos das classes 1gG, IgA e IgE (Vale et al.,
2015).

1.5 Formacao de linfécitos B de memoria e producéo de anticorpos

Para a producdo de anticorpos, as primeiras células B imaturas produzidas na
medula 6ssea sofrem maturacgao no baco para formar células B maduras (Bhattacharya,
2019). Apds a maturacdo, os linfocitos B que expressam receptores especificos de
células B (BCR) encontram antigenos nos foliculos linféides. Nessa regido, eles
podem seguir dois caminhos diferentes: ativacdo com ajuda de células T, na qual
produzirdo plasmdcitos de vida curta, ou serdo direcionados para o CG, onde sofrerdo
processos de proliferagcéo de producdo de anticorpos, maturacdo de afinidade e troca
de classe para produzir plasmacitos especificas de vida longa ou células B de memoria
(Lebienetal., 2008; Nutt et al., 2015). As imunoglobulinas sdo produzidas com a ajuda
de células Th2 e T foliculares auxiliares (Tfh) que podem atuar como coestimulo para
a diferenciacdo de células B dependentes de células T em plasmdcitos secretores de
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anticorpos, que produzirdo anticorpos com a mesma conformacdo do BCR que foi
expresso na célula B inicial ativada (Nutt et al., 2015). Os is6topos de anticorpos
produzidos no CG sédo IgM, IgA, IgG, IgE e IgD. A diferenciacdo dos anticorpos em
um dos isétopos depende do tipo de célula B que originou os plasmacitos e do estagio
de troca de classe (Nutt et al., 2015). A hipermutacdo somaética e a troca de is6topos
de anticorpos ocorrem normalmente no GC, sob estimulacdo de Tfh, e esse processo
pode originar células B de memoria importantes para uma melhor resposta em um
encontro secundario com o antigeno. Foi demonstrado que essa interacdo celula T-
célula B também ocorre na imunidade induzida por vacinas anti-SARS-CoV-2 e na
auséncia de células Tfh, induzindo uma resposta humoral mais diversificada, mas
ainda produzindo plasmacitos de vida longa (Chen et al., 2022 b).

As imunoglobulinas podem apresentar dois papéis distintos, incluindo os de
receptores antigénicos de superficie, permitindo sinalizacdo e ativagdo celular e de
moléculas efetoras sollveis capazes de neutralizar antigenos. S&o apresentadas na
forma de cinco isétipos, dentre eles IgG, IgM, IgA, IgE e IgD. A imunoglobulina A é
encontrada em mucosas e tem papel essencial na protecdo contra toxinas, virus e
bactérias por meio da neutralizacdo ou inibicdo da ligacdo a superficie mucosa. O
receptor de IgA €é expresso em neutrofilos que podem ser ativados para induzir a
citotoxicidade mediada por células dependente de anticorpos (ADCC) local
(Schroeder et al., 2010). Esse isétopo apresenta duas subclasses: IgA2 predomina em
secre¢Oes mucosas, como no trato genital, enquanto IgAL, no soro, compondo mais de
90% das IgAs circulantes (Schroeder et al., 2010).

IgM é a primeira linha de defesa humoral e a primeira imunoglobulina expressa
por células B. Estdo presentes em respostas imunes agudas a antigenos e esse isotipo
é mais polirreativo que os demais, por isso, células B que expressam IgM sdo capazes
de responder a uma variedade de imunogenos. Apresentam baixa afinidade, e
desempenham papel na imunorregulacdo. Sua fung@o principal esta envolvida na
fixacdo do complemento (Schroeder et al., 2010).

A imunoglobulina G apresenta a maior prevaléncia das classes de
imunoglobulinas plasmaticas, cerca de 10-20%, e pode ser dividida em 4 subclasses
seguindo a ordem de dominio: IgG1 (60-70%), 1gG2(20-30%), 1gG3 (5-8%) e 1gG4
(1-4%). 1gG1 promove respostas a antigenos proteicos sollveis e proteinas de
membrana. Por ser a subclasse mais prevalente, deficiéncias em seus niveis

normalmente resultam em diminuicdo da IgG total, causando a hipogamaglobulinemia
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e, em alguns casos, infecgdes recorrentes, principalmente se associado a niveis
diminuidos de outras subclasses. J& a 1gG2 é responsavel pela resposta a antigenos
polissacarideos capsulares de bactérias e sua deficiéncia se associa a maior
suscetibilidade a algumas infec¢6es bacterianas. IgG3 é um anticorpo pro-inflamatoério
envolvido na indugdo de funces efetoras. Em infecgdes virais, geralmente ha inducéo
de respostas 1gG1 e 1gG3, sendo a subclasse 1gG3 inicial na resposta a infecgdo. Por
fim, em relacéo a 1gG4, alérgenos usualmente sdo indutores dessa subclasse e podem
ser formados por exposicdo frequente a antigenos ndo infecciosos. Tambem se
associam na resposta imune a proteinas terapéuticas, como nos fatores VIII e IX da
coagulacdo, anticorpos recombinantes, infecces helminticas ou por parasitos filariais.
(Sigal, 2012; Vidarsson et al., 2014). A meia-vida bioldgica das subclasses de 1gG €
de, aproximadamente, 3 semanas para 1gG1, 1gG2 e 1gG4 e de 1 semana para 1gG3
(Morell et al., 1970). As subclasses 1 e 3 sdo essenciais para o estimulo de fungdes
efetoras (Vidarsson et al., 2014), mas como a IgG1 possui uma meia-vida maior ela
normalmente é a escolhida em casos terapéuticos que necessitam destas funcdes
(Reichert, 2017). Porém, ja foi demonstrado que a meia-vida plasmatica da IgG1l

terapéutica pode variar de 6 a 32 dias (Carter et al., 2018).

1.6 Receptores de anticorpos

Receptores Fc (fragmento cristalizavel) de Imunoglobulinas (FcRs) sédo
receptores de membrana expressos em varias células hematopoiéticas. Cada classe de
imunoglobulina expressa um tipo de receptor como: FcR para IgG (FcyRI, FcyRIl e
FcyRIIN), FceRI para IgE, FcaRI para IgA e FcuR para IgM (Mkaddem et al., 2019),
dentre outros. Sdo responsaveis pelas respostas imunes inata e humoral, em que
desempenham papéis pré e anti-inflamatorios e imunomodulatorios. A sinalizagao
mediada pelos receptores FCRs requer a presenca do Motivo de Ativagdo do
Imunorreceptor Baseado em Tirosina (ITAM), normalmente presente na parte
citoplasmatica da cauda desses receptores. Essa sinalizacdo induz fung¢bes como
fagocitose, secrecdo de citocinas, degranulacdo, ADCC e producdo de superoxido
(Mkaddem et al., 2019). Em relag&o aos FcyR, FcyRIIB é o unico receptor inibitorio
conhecido e exerce sua funcdo por meio do Motivo de Inibicdo do Imunorreceptor
Baseado em Tirosina (ITIM), também presente na parte citoplasmatica da cauda do
receptor (Nimmerjahn et al., 2008).

23



1.7 Resposta imune inata induzida pela infeccdo por SARS-CoV-2

Em respostas imunes inatas contra patdgenos, os receptores de reconhecimento
de padrdo (PRRs) reconhecem componentes especificos de microrganismos e
promovem respostas que eliminam os microrganismos invasores (Brubaker et al.,
2015). Esses PRRs correspondem aos receptores de lectina do tipo C ligados a
membrana, proteinas citosolicas, como receptores “Toll-like” (TLRS), receptores
similares ao dominio de oligomerizacdo de nucleotideos (NOD), genes indutores de
acido retinoico tipo | (RIG-1) e algumas proteinas nao identificadas que medeiam a
deteccdo de componentes microbianos (Brubaker et al., 2015). Os padrdes moleculares
associados a patogenos (PAMPs) e os padrbes moleculares associados a danos
(DAMPs) induzem células T inflamatorias indiretamente, por meio da indugdo da
producdo de citocinas pré-inflamatorias por células imunes inatas, ou diretamente, pela
ligacdo a PRRs em células T (Reynolds et al., 2013).

Com a infec¢do celular pelo SARS-CoV-2 as células residentes na regido de
entrada viral promovem uma resposta imune local na tentativa de eliminar o virus e
evitar o acometimento do sistema respiratdrio inferior (Newton et al., 2016; Schultze
etal., 2021). Esta resposta local envolve a participacao de células imunes inatas como
neutrdfilos, macréfagos e células NK (Natural killer). Na COVID-19, pela secrecao
de quimiocinas, como CXCL1, CXCL3, CXCL6, CXCL15, CXCL16, e CXCL17, a
imunidade inata promove a migracdo de neutrofilos e mondcitos para a regido de
entrada viral. Em pacientes graves, os niveis dessas quimiocinas e células inatas
geralmente estdo elevados nos tecidos acometidos pelo virus (Chua et al., 2020).
Ainda, os neutrofilos parecem exercer a formacdo de Redes Extracelulares de
Neutrofilos (NETs) como uma forma de eliminar o SARS-CoV-2 do organismo
(Schulte-Schrepping et al., 2020). Foi detectada a presenca de macréfagos nos pulmoes
de pacientes criticos com COVID-19, favorecendo o desenvolvimento de um ambiente
pro-inflamatorio, com consequente recrutamento de mondcitos e granuldcitos (Chua
et al., 2020; Liao et al., 2020). Além disso, o maior recrutamento destas celulas
também pode ocasionar neutrofilia e linfocitose, que sdo atualmente reconhecidos
como marcadores de evolucdo para COVID-19 grave (Mathew et al., 2020; Qin et al.,

2020). Ademais, em pacientes graves tambéem foi detectada concentracao reduzida de
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células NK circulantes, responsaveis pela citotoxicidade mediada pelo sistema imune
inato (Zheng et al., 2020).

1.8 Resposta imune celular induzida pela infeccdo por SARS-CoV-2

A protecdo imune celular pode ser gerada pela agdo dos linfocitos TCD8+ e
TCD4+. Os linfécitos citotdxicos, ou TCD8+, sdo os responsaveis pela eliminacao dos
reservatorios virais intracelulares, e os auxiliares, ou TCD4+, por diversas funcgdes,
que incluem, dentre outras, auxilio aos linfocitos TCD8+ citotoxicos e linfocitos B;
geracdo de células de memoria, que sdo importantes caso ocorra um segundo contato
com o antigeno (Sahin et al., 2021); e producdo direta ou indireta de atividade
citotoxica (contra células alvo que expressam MHC de classe Il ou pelo IFN-y,
respectivamente) (Sahin et al., 2021).

A geragdo de linfocitos TCD8+, TCD4+ e linfocitos B de memoria sdo
essenciais para atenuar a gravidade da COVID-19 (Moderbacher et al., 2020), caso
ocorra um segundo contato com o virus, ja que responderiam mais rapidamente a
infeccdo secundéaria. Além disso, limitariam a disseminacdo da infec¢do para novos
individuos. O papel dos linfécitos B de memoria reside na producdo mais rapida de
anticorpos com diversas func@es, incluindo a neutralizacéo, situacdo ja observada em
outras infec¢es virais (Purtha et al., 2011; Zhao et al., 2016; Masopust et al., 2019).
Em um contato secundario com antigenos do SARS-CoV-2, as células T e B de
memoria podem levar de trés a cinco dias para produzir uma resposta capaz de
neutralizar o virus e diminuir a gravidade da infec¢do, indicando a importancia da
memaria imunoldgica para o desenvolvimento de respostas imunes mais rapidas contra
o virus (Dan et al., 2021).

Estudo avaliando a infecgdo natural por SARS-CoV-2 demonstrou que mesmo
na auséncia de anticorpos neutralizantes, a imunidade celular foi capaz de mediar
protecdo em infec¢Ges por COVID-19 graves ou prolongadas (Le Bert et al., 2020;
Garcia-Beltran et al., 2021). Foram observadas respostas de células TCD4+, que
consistiram predominantemente em células Th1l secretoras de IFN-y e reativas contra
as proteinas estruturais S, M e N, em estudo conduzido por Grifoni et al., 2020. Os
linfocitos TCD8+ foram caracterizados pela produgdo de IFN-y e TNF-a, com
respostas TC1 semelhantes as células TCD4+ (Grifoni et al., 2020).
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1.9 Resposta imune humoral induzida pela infec¢do por SARS-CoV-2

Geralmente, na infec¢do precoce por SARS-CoV-2, a IgM € o principal
anticorpo a ser produzido, sendo a primeira imunoglobulina expressa por células B.
Sua funcgdo principal esta envolvida na fixacdo do complemento (Schroeder et al.,
2010). A protecdo mediada por IgA impede que os patdgenos se liguem e invadam as
células hospedeiras e a IgG tem uma duracdo mais longa (Long et al., 2020; Ma et al.,
2020; Zhao et al., 2020). Sugeriu-se que niveis elevados de anticorpos IgG e IgM
contra a proteina S1, e especialmente contra a N, nos primeiros 15 dias ap6s o inicio
dos sintomas, poderiam ser considerados fatores de risco para uma doenca mais grave,
pois foram detectados em niveis mais altos em pacientes com COVID-19 na unidade
de terapia intensiva (UTI) e naqueles que morreram (Hashem et al., 2020).

O desenvolvimento da imunidade pela infeccdo natural do SARS-CoV-2 é
caracterizado pela soroconversao de IgM para IgG em cerca de sete a quatorze dias a
partir do inicio dos sintomas, com persisténcia por semanas ou meses (Lou et al.,
2020). A avaliagédo da producédo de anticorpos anti-spike mostrou indugéo de IgA na
primeira semana de infec¢do, com pico em torno de 20 a 22 dias. Ja a IgM apresentou
titulos elevados em torno de 10 a 12 dias ap6s o inicio dos sintomas, com reducao
significativa apos o 18° dia (Padoan et al., 2020). Na resposta imune neutralizante
inicial ao SARS-CoV-2, foi proposto que a IgA é dominante e que seus niveis séricos
s&o sete vezes mais eficazes na neutralizacdo do que a IgG (Sterlin et al., 2021). A IgM
também € considerada importante na neutralizacdo da infeccdo na fase aguda,
enquanto a IgG participa principalmente na fase posterior da neutralizacdo. Uma maior
neutralizacdo viral foi observada quando IgM, 1gG e IgA foram detectados
simultaneamente, indicando um possivel sinergismo entre esses isdtopos (Mazzini et
al., 2021). Adeniji et al., 2021, estudaram o papel da 1gG anti-RBD e anti-Spike nessas
respostas e os resultados demonstraram uma maior participagdo de anticorpos na
deposicdo de complemento, mas uma menor capacidade de fagocitose em pacientes
hospitalizados com COVID-19 em comparagdo com os ndo hospitalizados (Adeniji et
al., 2021).

Em infecgéo natural por SARS-CoV-2, foi constatado que 1gG1 e 1gG3 foram
as subclasses com maior atividade estando envolvidas na neutralizagdo, opsonizacao,
fixacdo de complemento e ADCC (Amanat et al., 2020; Mazzini et al., 2021). A

deteccdo de subclasses de IgG é essencial para a compreensao da imunidade protetora

26



na COVID-19 contra reinfeccbes (Goh et al., 2021), podendo apresentar semelhante

importancia na resposta imune induzida pelas vacinas.

1.10 Tipos de vacinas anti-SARS-CoV-2

Diversas medidas preventivas foram e continuam sendo produzidas para o
controle da transmisséo viral, sendo o desenvolvimento de vacinas 0 mais importante
(Angeli et al., 2021). Diferentes vacinas foram validadas quanto a eficacia e aplicadas
na populacdo. Atualmente, o numero de pessoas totalmente vacinadas (regime
primario mais a dose de reforco) é de 5.105.305.183, em relacdo a populacdo mundial
(WHO, 2023 a). 5.547.104.526 de pessoas foram vacinadas com pelo menos uma dose
das vacinas anti-SARS-CoV-2 (WHO, 2023 a).

No Brasil, a administracdo de vacinas anti-SARS-CoV-2 teve inicio ho comeco
de 2021 e priorizou profissionais da area da satde e idosos, que foram imunizados pela
CoronaVac (virus inativado). Gradativamente as vacinas foram aplicadas ao restante
da populacdo, em ordem decrescente de idade, ja com outras plataformas disponiveis,
como a de adenovirus nao replicante (ChAdOx1 nCoV-19 e Ad26.COV2.S - Johnson
& Johnson) e MRNA (BNT162b2). Com o avanco de estudos analisando a cinética dos
anticorpos neutralizantes e a resposta imune de memoria, foi evidenciado que a
aplicacdo de duas doses da mesma vacina induzia resposta imune humoral mais
robusta, portanto, esse regime de duas doses foi adotado (Demonbreun et al., 2021).
Posteriormente, foi atribuido um novo regime de imunizacéao consistindo em aplicacao
da dose de reforco, empregando preferencialmente a vacinacdo heterdloga. Dados
apresentados pelo Centro de Ciéncia e Engenharia de Sistemas da Universidade Johns
Hopkins (https://coronavirus.jhu.edu/map.html) apontam o més de abril de 2021 como
0 periodo com maior numero de mortes por COVID-19 no Brasil (superior a quatro
mil mortes por dia) (CSSE, 2023). No Brasil, 109.913.632 pessoas receberam a
primeira dose de reforco, o que corresponde a 51,71% de brasileiros vacinados por trés
doses das vacinas anti-SARS-CoV-2 (WHO, 2023 b).

Inicialmente, a plataforma vacinal empregada foi a de virus inativado, baseada
no cultivo viral e posterior inativacdo (Krammer, 2020). Alguns métodos de inativacédo
sdo pelo formaldeido, glutaraldeido, raios ultravioleta e gama (Delrue et al., 2012).
Essas vacinas geralmente precisam de adjuvantes para melhorar sua imunogenicidade,

ou entdo, de grandes quantidades de particulas virais contagiosas, ja que o processo de
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inativacdo pode destruir epitopos e antigenos virais (Delrue et al., 2012; Awadasseid
et al., 2021). A vacina desenvolvida pela Sinovac, conhecida por CoronaVac, é uma
vacina de SARS-CoV-2 inativado e utiliza o hidréxido de aluminio como adjuvante
(Frenck et al., 2021; Kurup et al., 2021). Um estudo realizado por Binay et al., 2021,
demonstrou persisténcia de anticorpos 1gG anti-spike até sete meses ap6s a segunda
dose dessa vacina (Binay et al., 2021). Outro estudo demonstrou resposta de células B
apos 14 dias da primeira dose da CoronaVac, e de linfocitos T, apenas ap0s a segunda
dose (Borgonovo et al., 2021; Zhang et al., 2021).

Outra plataforma vacinal empregada no Brasil foi a de adenovirus (Ad) ndo
replicante, como a vacina ChAdOx1 nCoV-19. Essa plataforma se baseia na
infectividade inerente dos adenovirus (Crystal, 2014). A retirada de genes importantes
para sua replicacdo, E1 e E3, e a insercdo de sequéncia codificante de um antigeno
vacinal impede a replicacdo dos adenovirus e a0 mesmo tempo promove expressao
desse antigeno vacinal (Crystal, 2014; Mendonca et al., 2021). Os adenovirus possuem
tropismo por varios tecidos corporais e induzem alta expressao do antigeno vacinal, o
que os classifica como um dos vetores virais mais imunogénicos (Lasaro et al., 2009;
Barry, 2018), e, portanto, fortes candidatos na fabricagdo de vacinas. A presenca de
anticorpos anti-adenovirus é uma desvantagem que envolve essa plataforma viral.
Anticorpos direcionados ao Ad5 sdo prevalentes na populacdo, ja4 que a maioria foi
exposta a esse virus por infeccdo natural (Mendonga et al., 2021), portanto esse tipo
de Ad ndo ¢ indicado para a fabricacdo de vacinas. A existéncia prévia de anticorpos
pode reduzir a infectividade do vetor, dessa forma, impedindo a expressdo do antigeno
vacinal e o desenvolvimento de resposta imune (Pichla-Gollon et al., 2009). Os Ads
de escolha devem ser aqueles de baixa prevaléncia na populacao, de preferéncia os de
animais, como o0s primatas, com pouca ou nenhuma exposic¢ao a populacdo humana
(Abbink et al., 2007). Vacinas de adenovirus induzem tanto resposta inata, quanto
adaptativa contra ambos o antigeno vacinal e o adenovirus em questéo (Jacob-dolan et
al., 2022).

A vacina de Ad administrada no Brasil foi a AZD1222 (ChAdOx1 nCoV-19),
desenvolvida pela Oxford-AstraZeneca. E uma vacina monovalente composta por um
adenovirus de chimpanzé DNA codificante da glicoproteina S. A protecdo conferida
pela vacina se inicia apds 3 semanas da primeira dose, aproximadamente, com melhora
da resposta apés 15 dias da segunda dose, de acordo com a EMA (European Medicines
Agency) (Angeli et al., 2021).
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As vacinas de mRNA, desenvolvidas inicialmente nos anos 90, também foram
administradas na populacdo (BNT162b2) (Martinon et al., 1993). Essa plataforma se
baseia na entrega de um mRNA codificante de um antigeno alvo na célula hospedeira
(Mendonca et al., 2021). Esse mMRNA normalmente esta envolto por uma nanoparticula
lipidica, que aumenta sua estabilidade e garante sua entrada no citoplasma da célula
hospedeira (Mendonga et al., 2021). Vacinas desenvolvidas pela Pfizer (BNT162b2) e
Moderna (MRNA-1273) utilizam essa plataforma de entrega lipidica e mRNA
codificante da proteina spike, como antigeno. Estudo realizado com as vacinas de
MRNA, BNT162b2 e mRNA-1273, demonstrou 95% de protecdo contra a forma
sintomatica de COVID-19 e 100% contra a forma grave da doenga (Kurup et al., 2021).

Ambas as vacinas CoronaVac e ChAdOx1 nCoV-19 podem ser conservadas
na temperatura de 2 a 8 °C, o que facilita o seu armazenamento (Holm et al., 2021). Ja
as vacinas de mRNA, a longo tempo, devem ser armazenadas em temperaturas
inferiores a 0°C (BNT162b2 preferencialmente a -70°C, porém, temperaturas entre -
25 a -15°C sdo aceitaveis (Pfizer, 2021); mRNA1273, a -20°C) (Holm et al., 2021).
Caso as vacinas de mRNA precisem ser armazenadas em 2-8°C, a validade da
BNT162b2 € de 5 dias, e da mRNA1273, 30 dias (Holm et al., 2021). A tabela 1

descreve algumas caracteristicas das principais vacinas empregadas atualmente.

1.11 Resposta imune celular as vacinas anti-SARS-CoV-2

Tanto a infec¢do, quanto a vacina podem induzir respostas imunes protetoras
contra a COVID-19 (Chodick et al., 2021; Wang et al., 2021), pelo desenvolvimento
de respostas humoral (anticorpos) e celular direcionadas as proteinas estruturais do
virus (de acordo com cada plataforma vacinal) e, no caso da infecgdo e vacina de virus
inativado, as proteinas nédo estruturais também. Porém a resposta vacinal em alguns
estudos demonstrou ser mais robusta que a direcionada a infec¢do por SARS-CoV-2
(Jalkanen et al., 2021). A efetividade das vacinas pode ser comprovada pela sua
habilidade em induzir respostas imunes humoral e celular adequadas e duradouras (van
Doremalen et al., 2020; Sahin et al., 2021; Sette et al., 2021).
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Tabela 1: Plataformas e candidatas a vacinas usadas para COVID-19, com informacdes sobre suas doses, velocidade, resposta
imune, vantagens e desvantagens. Adaptado de: Universidade da California Sdo Francisco, Departamento de Medicina, divisao

de HIV, doencas infecciosas e medicina global (Disponivel em: https://hividgm.ucsf.edu/covid-19-vaccines (UCSF, 2023)).

c . Resultados néo- Pro_tegqo cczntra Protecéo contra COVID- Eficécia contra A
ompanhia Plataforma Doses g hospitalizacao por Referéncia
clinicos COVID-19 19 grave COVID-19 leve
MODERNA MRNA-1273 mRNA em 2 Anticorpos 97% 97% (30 casos em 94,1% (Baden et al., 2021)
nanoparticula lipidica Neutralizantes; Forte individuos com placebo; 0
Thl CD4+, CD8+ em vacina, mas 1 grave)
PFIZER BNT162b2 2 Anticorpos 100% 100% (9 casos em 95% (Polack et al., 2020)
MRNA em Neutralizantes; Forte individuos com placebo; 0
nanoparticula lipidica Thl CD4+, CD8+ em vacina- 1 inicialmente
grave)
JOHNSON & JNJ-78436725 1 Anticorpos 100% 85,4% em 3 localidades (7 72% EUA,; 61% (Biotech, 2021)
JOHNSON Adenovirus humano Neutralizantes; Forte mortes, 16 internagoes, América Latina;
nao-replicante/DNA Thl CD4+ > Th2; todas em individuos com 64% Africa do Sul
CD8+ placebo) (96% B1.351)
AstraZeneca AZD1222 Adenovirus 2 Anticorpos 100% 100% (15 individuos com 70% geral; 76% 1 | (Voysey etal., 2021)
de chimpanzé néo- Neutralizantes; Forte placebo —todos dose
replicante-DNA Thl CD4+ > Th2; hospitalizados; 0 em vacina)
CD8+
NOVAVAX NVX-CoV2373 2 Anticorpos 100% 100% (10 individuos com 96.4% Reino (Novavax, 2021)
Spike/RBD + Adjuvante Neutralizantes; Forte placebo graves no Reino Unido; 89% B117
Matrix M Thl CD4+ > Th2 Unido/Africa do Sul; 0 Reino Unido; 55%
em vacina) Africa do Sul
(94% B1351)
SPUTNIK V Ad26 e Ad5 2 Anticorpos 100% 100% (20 individuos com 91,6% (Logunov et al.,
Adenovirus/DNA neutralizantes; placebo; 0 vacina) 2021)
PBMCs secretores de
IFN-y; resposta
celular
Sinovac Virus inativado 2 Anticorpos (células T) 100% 83% 50,7% geral (Yang et al., 2021)

30




Estudo realizado com as vacinas de mRNA, Pfizer e Moderna, demonstrou
respostas celulares do tipo Thl, sugerindo a existéncia de fenotipo de memdria
antiviral para a vacina BNT162b2, o que também pdde ser observado na resposta a
infeccdo natural (Kurup et al., 2021). Ainda, apresentou resposta celular com ampla
expressdo de IFN-y e IL-2, com inducdo de TCD4+ e TCD8+ especificos para a
proteina S (Sahin et al., 2021).

1.12 Resposta imune humoral as vacinas anti-SARS-CoV-2

A vacina ideal é capaz de induzir resposta imune celular e humoral, com a
producdo de anticorpos neutralizantes proporcionando a imunidade esterilizante e
evitando a transmisséo viral. Caso a vacina ndo seja capaz de fornecer essa imunidade,
ela pode, ao menos, diminuir a replicacdo do virus, evitando Obitos e a doenca grave
(Sette et al., 2021). Além da neutralizagdo, a resposta imune humoral também é
composta por anticorpos que possuem outras fungdes relacionadas a por¢do Fc das
imunoglobulinas, como opsonizacdo, fixacdo do sistema complemento e participacdo
na ADCC.

Resultados de um ensaio realizado com 110 individuos que receberam vacinas
da Pfizer (MRNA BNT162b2) e da Moderna (MRNA-1273) indicam a produgéo de
IgG anti-spike entre 9 a 12 dias apds a primeira dose (Krammer et al., 2021). Estudo
também dirigido as vacinas Pfizer e Moderna, demonstrou producdo de anticorpos
IgM, IgG e IgA, com maior significancia de IgG, contra as proteinas S e RBD em cerca
de dois meses apds a segunda dose. Além disso, revelou que a resposta de IgM a RBD
e S apos vacinacao foi 18 a 20 vezes menor quando comparada a de 1gG as mesmas
proteinas (Wang et al., 2021). Ja em um estudo em série de trés casos, foi revelado que
a resposta de IgM apos aplicacdo das vacinas de mMRNA BNT162b2 e mMRNA-1273
apresentou 0s menores niveis séricos quando comparada as demais classes de
anticorpos (Danese et al., 2021).

As vacinas de virus inativados ndo possuem mecanismo de indugdo de
producéo de proteinas, normalmente apresentado por outros tipos vacinais, por isso,
baixos niveis de antigenos séo apresentados para o sistema imune (Chua et al., 2022
a). Essa é a maior diferenca observada entre as vacinas de virus inativados

(CoronaVac) e aquelas de mRNA (Pfizer e Moderna) e adenovirus (AstraZeneca e
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Johnson & Johnson). Em contrapartida, as outras plataformas promovem a producao
em larga escala da proteina viral, além da sintese de interferons do tipo | e citocinas
pré-inflamatorias (Pardi et al., 2018; Sayedahmed et al., 2020).

A avaliacdo da resposta imune induzida pelas vacinas permite fazer uma
andlise da manutencdo dos titulos de anticorpos e a partir de qual periodo estes
comecam a diminuir. Estudos realizados com a CoronaVac e BNT162b2 demonstram
reducdo da eficicia vacinal apOs seis meses da administracdo da segunda dose
(Chemaitelly et al., 2021; Tartof et al., 2021). Essa reducdo ocorre principalmente em
idosos (>60 anos) (Suah et al., 2022). Outro estudo, conduzido por Suah et al., 2022,
demonstrou diminuigdo da eficacia vacinal contra admissdo nas UTIs em trés a cinco
meses ap0os duas doses da CoronaVac (Suah et al., 2022).

Em relacdo a aplicacdo da terceira dose, estudo realizado por Mojadadi et al.,
2023, mostrou maior inducdo de anticorpos em regime vacinal homoélogo composto
por trés doses da vacina mMRNA1273 (Moderna). O regime heter6logo de duas doses
de BNT162b2 e terceira dose pela mRNA1273 foi o segundo a induzir maiores
quantidades de anticorpos (Mojadadi et al., 2023). Quando analisada a producao de
anticorpos por vacinas de vetores virais ou inativadas foi identificada melhor indugao
de anticorpos em regime heter6logo composto por duas doses dessas vacinas e a
terceira por vacinas de mRNA (Mojadadi et al., 2023).

1.13 Variantes do SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2, dentre outras caracteristicas, por ser um virus de RNA, possui
altas taxas de mutacdo (Harvey et al., 2021; Tao et al., 2021). Essas mutacgdes deram
origem a diversas novas variantes, conhecidas como VOC (Variantes de Preocupagao)
e VOI (Variantes de Interesse). As VOIs podem ser definidas como variantes que
desenvolveram mutagdes genéticas capazes de afetar a inducdo de respostas imunes e,
com isso, podem provocar o aumento da transmissdo e nimero de infecgdes por SARS-
CoV-2. Porém, possuem a caracteristica de promoverem surtos limitados a uma regiao.
Ja as VOCs podem ser definidas como variantes que possuem mutagdes capazes de
aumentar a transmisséo, a gravidade da doenca e o0 numero de hospitalizacdes e obitos,
além de serem capazes de uma maior evasdo da resposta imune do hospedeiro.
Diferentemente das variantes de interesse, as VOCs tém a capacidade ilimitada de

provocar surtos, ou seja, podem afetar varios paises ao mesmo tempo (CDC, 2022).
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As VOCs que obtiveram maior destaque foram a Alpha (B.1.1.7), descoberta
inicialmente no Reino Unido; Beta (B.1.351), na Africa do Sul; Gamma (P.1),
evidenciada no Brasil; Delta (B.1.617.2), descoberta na india (Han et al., 2022); e a
Omicron (B.1.1.529), também evidenciada na Africa do Sul (Mistry et al., 2022).

O surgimento de variantes ameaga novos surtos de COVID-19, ja que as
vacinas aplicadas atualmente induzem resposta imune contra a spike da cepa ancestral
(Dai et al., 2021) e devido a producédo de anticorpos neutralizantes e resposta celular
direcionados as regides da spike ou da RBD, também da cepa de Wuhan (Liu et al.,
2020 b; Piccoli et al., 2020). Isso pode levar ao escape viral, um mecanismo de
resisténcia do virus a defesa imune do hospedeiro, pois o sistema imune pode ndo
reconhecer essas novas mutacdes na proteina spike das variantes. Entretanto, ensaios
realizados com as vacinas BNT162b2 e ChAdOx1 nCoV-19 indicam protecdo cruzada
contra as variantes Alpha, Beta, Epsilon, Gamma e Delta, com minima perda da
reatividade do sistema imune (Chua et al., 2022 a). A CoronaVac, ao ser comparada
com a BNT162b2 e ChAdOx1 nCoV-19, demonstrou induzir protecdo reduzida contra
essas variantes. Em relacéo a variante Omicron, alguns trabalhos, como o de Hoffmann
et al., 2022, indicam titulos baixos de anticorpos neutralizantes induzidos por duas
doses de BNT162b2 contra esta variante, porém demonstram titulos satisfatorios
guando a imunizacdo é realizada por uma dose de ChAdOx1 nCoV-19 e outra de
BNT162b2, ou seja, quando é aplicado o regime da vacinagdo heteréloga (Hoffmann
etal., 2022). Apesar de apresentar diminuicdo nos titulos de anticorpos neutralizantes,
a resposta geral do sistema imune as variantes foi satisfatdria e suficiente para prevenir
Obitos e formas mais graves da doenca (Han et al., 2022; Mistry et al., 2022).

A resposta celular, no entanto, principalmente de células TCD4+, por ser
policlonal, ou seja, por reconhecer varios epitopos ao longo da proteina spike (Mateus
et al., 2020), permite menor evasdo viral (Williams et al., 2021). Em fungéo disso, a
resposta celular direcionada as variantes do SARS-CoV-2, como B.1.1.7 e B.1.351,
parece ndo ser muito prejudicada devido a reagdo cruzada proporcionada pelo TCD4+
(Mateus et al., 2020). Entretanto, isso se difere do observado em anticorpos
neutralizantes, (Geers et al., 2021) ja que apresentam declinio da neutralizacdo de
variantes por ndo possuirem essa ampla variedade de epitopos. Tarke et al., 2021,
avaliou a resposta de células TCD4+ e TCD8+ de individuos imunizados por vacinas
de mRNA ou de individuos com COVID-19, contra variantes do SARS-CoV-2

(B.1.1.7, B.1.351, P.1), e demonstrou que os epitopos de células T ndo foram
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drasticamente comprometidos pelas mutacgdes, o que proporcionou o desenvolvimento
de uma resposta imune protetora, apesar da reatividade celular ter sofrido diminui¢ao
(Tarke et al., 2021).

Atualmente, as variantes da Omicron sdo as principais cepas circulantes
(GISAID, 2023). Descoberta inicialmente em novembro de 2021, possuia dois
subtipos principais, BA.1 e BA.2 (Majumdar et al., 2022), com mais de 60 mutacGes
distribuidas por suas proteinas (Hodcroft et al., 2023). Apresenta infectividade
superior a Delta (Chen et al., 2022 a), o que pode ser explicado pela maior taxa de
replicacdo viral nas células epiteliais nasais, e consequentemente, maior carga viral
nessa regido. Pelo fato de se replicar em uma menor taxa nos alvéolos, em relacdo a
Delta (Lamers et al., 2022), provoca sintomatologia mais leve, compativeis com
infeccdo do trato respiratorio superior, apenas, e raramente cursam com pneumonia
(Kim et al., 2022; Wolter et al., 2022). Atualmente, existem varias subvariantes
conhecidas como Omicron como B.1.1.529, BA.1, BA.1.1, BA.2, BA.3, BA.4, BA.5,
BF.7, BQ.1 e XBB. B.1.1.529 compreende as variantes BA.1 e BA.3, enquanto as
variantes BA.1.1 e BA.2 sdo classificadas separadamente. A variante BQ.1 é uma
subvariante da BA.5 e a XBB é uma variante recombinante da BA.2.10.1 e BA.2.75
(CDC et al., 2023). Com o desenvolvimento e aparecimento de diversas subvariantes,
a preocupacdo acerca da protecdo fornecida pelas vacinas e regimes empregados
aumenta. Recentemente, uma nova subvariante da Omicron conhecida como EG.5 ou
Eris foi detectada em individuos com COVID-19
(https://www.yalemedicine.org/news/covid-eg5-eris-latest-coronavirus-strain). Como
sua descoberta ainda é recente, estudos avaliando sua transmissibilidade e

patogenicidade s&o escassos.

1.14 Esquemas de doses e reforco das vacinas anti-SARS-CoV-2

Diante da reducdo da eficacia vacinal ap6s alguns meses da imunizacéo e pelo
surgimento de variantes, foi adotada a aplicacdo de uma dose de reforco (terceira dose)
na tentativa de evitar novas ondas de infeccao pelo SARS-CoV-2. As doses de reforco
foram aplicadas apds a primeira série vacinal, em torno de quatro a seis meses apos a
segunda dose, dependendo da vacina que foi administrada e do regime de cada pais
(WHO, 2021).
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Individuos imunocomprometidos e idosos por apresentarem menor resposta
vacinal tiveram preferéncia na imunizacao pela dose de reforco (CDC, 2021). Hoffman
et al.,, 2022, demonstraram em seu estudo que, a aplicacdo de duas doses da
BNT162b2, e posteriormente, uma terceira dose, também da Pfizer, induziu resposta
imune protetora contra Omicron, o que néo foi obtido somente com a vacinaco
primaria (Hoffmann et al., 2022).

Essa dose de reforco foi aplicada por meio da vacinacdo homologa ou
heter6loga. A vacinacdo heter6loga compreende um esquema vacinal que abrange
duas doses da mesma vacina e o reforco composto por outra plataforma de entrega.
Estudos realizados por Schmidt et al., (Schmidt et al., 2021) e Barros-Martins et al.,
(Barros-Martins et al., 2021) demonstraram um aumento dos niveis de anticorpos
neutralizantes, 1gG e IgA, e da resposta celular apés estimulo inicial com ChAdOx1
nCoV-19 e aplicagdo da dose de reforco pela BNT162b2 ou mRNA-1273, quando
comparadas a vacinacgao somente pela ChAdOx1 nCoV-19. Ja na vacina¢do homdloga,
aqueles que receberam as duas doses iniciais da BNT162b2, também receberam a
mesma vacina (BNT162b2) como dose de reforco. Estudo realizado por Atmar et al.,
2022, avaliando doses de reforco pela mRNA-1273, Ad26.COV2.S (Johnson &
Johnson) e BNT162b2 apresentou resultados similares ou superiores de reforgo usando
vacinacao heterdloga em comparacdo a homologa, porém com resultados satisfatorios
em qualquer um dos regimes empregados (Atmar et al., 2022). Isso exprime a
relevancia e um possivel beneficio da aplicacdo de regimes de vacinacao heter6logos
em relacdo aos homologos e a importancia da dose de reforco, principalmente para os
individuos imunizados inicialmente pela CoronaVac (Jara et al., 2022). Existem
evidéncias de que as vacinas baseadas em proteinas induzem maior resposta humoral,
enquanto aquelas de vetores virais, mais resposta celular (Deming et al., 2021). Com
isso, a combinacdo de ambas pode favorecer o desenvolvimento de uma resposta
imune mais satisfatdria, capaz de fornecer melhor protecéo.

Estudo conduzido no Brasil (Hayashi et al., 2022) detectou diminui¢do da
imunidade apds 75 dias da administracdo da segunda dose de CoronaVac ou de
ChAdOx1 nCoV-19. Porém, a aplicacdo da BNT162b2 como dose de reforgo, induziu
aumento das respostas humoral e celular, indicando a importancia desse reforco para
estimulo do sistema imunoldgico.

Apo6s o surgimento de novas variantes de preocupagdo, principalmente a

Omicron, no Brasil comegou a ser aplicada a quarta dose de reforco. A plataforma
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vacinal empregada na imunizagao contou com a disponibilidade das vacinas no pais,
variando entre as quatro formulagdes ja aplicadas na populagdo: ChAdOx1 nCoV-19,
BNT162b2, Janssen ou CoronaVac. Bar-On et al., 2022, comprovaram uma maior
eficacia contra a infeccdo por SARS-CoV-2 e na prevencdo da forma grave da COVID-
19 em um regime de quatro doses de BNT162b2 quando comparado ao regime de
apenas trés doses da vacina (Bar-On et al., 2022). Reafirmando os resultados
encontrados por Bar-On et al., 2022, Magen et al., 2022, também observaram maior
protecdo contra a infeccdo por SARS-CoV-2, forma sintomatica da doenca,
hospitalizacéo, forma grave da COVID-19 e Gbito entre pessoas com 60 anos ou mais
que receberam a quarta dose da BNT162b2 em relagdo aos individuos que receberam
apenas trés doses (Magen et al., 2022).

Devido ao aparecimento de variantes e sublinhagens da cepa Omicron (BA.1,
BA.2, BA.3, BA.4, BA.5), atualmente, no Brasil, estd sendo aplicada como dose de
reforgo, a vacina bivalente fabricada pela Pfizer-BioNTech. Essa vacina é composta
por mRNA codificante da spike do SARS-CoV-2 de Wuhan e mRNA codificante da
spike das variantes Omicron, BA.4 e BA.5, em uma proporcéo de 1:1 (Gupta et al.,
2023). Estudo conduzido por Zou et al., 2022, observou maior neutralizagdo das
sublinhagens da variante Omicron em individuos vacinados pela bivalente em relacéo
aos individuos vacinados pela BNT162b2 monovalente, indicando maior
imunogenicidade induzida pela dose bivalente (Zou et al., 2022). Além da vacina
bivalente disponibilizada pela Pfizer-BioNTech, também esta sendo aplicada uma dose
bivalente produzida pela Moderna, a mRNA-1273.214, que combina mRNA
codificante da spike do SARS-CoV-2 de Wuhan e um codificante da spike da variante
BA.1 (Guptaetal., 2023; Wagenhduser et al., 2023), também na proporc¢do 1:1, porém

esta vacina ndo esta sendo aplicada no Brasil.
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2. JUSTIFICATIVA

A imunizacao global por vacinas anti-SARS-CoV-2 de distintas plataformas ¢é
uma forma eficaz de minimizar a transmisséo viral e reduzir o surgimento de variantes.
Os esquemas vacinais se diferem entre paises e entre as diferentes idades e
comorbidades, podendo fornecer, dessa forma, diferentes niveis de protecdo. Estudos
mostram mais de 90% de protecédo ou eficacia fornecida pela BNT162b2 (Alhandod et
al., 2023), mais de 70% de eficacia na prevencédo da infeccdo por SARS-CoV-2 para
ChAdOx1 nCoV-19 (Alhandod et al., 2023) e 74% de eficécia contra a forma grave
da doenca e 6bito, para CoronaVac (Wei et al., 2023).

A avaliacdo da producdo de anticorpos induzidos pela vacina é uma das
maneiras de determinar a extensdo da resposta imune do hospedeiro direcionada ao
SARS-CoV-2. Como as vacinas sdo desenvolvidas para produzir resposta imune
contra a proteina spike, principalmente, ja que € a proteina que permite adeséo do virus
a célula do hospedeiro, esse estudo visa avaliar a producéo de anticorpos contra esta
proteina e porcdo RBD.

O desenvolvimento de pesquisas para avaliacdo da resposta imune e eficacia
das vacinas em diferentes paises e regides, principalmente naquelas com alta
diversidade de variantes, deve ser realizado. Pela escassez de estudos comparativos
das respostas imunes humorais induzidas pela ChAdOx1 nCoV-19, CoronaVac e
BNT162b2, este estudo possui a finalidade de comparar as respostas imunes humorais
induzidas por essas vacinas. Para isso, a proposta é a comparacdo dos niveis de
anticorpos séricos induzidos pelos trés grupos vacinais e avaliacdo longitudinal da
producdo de 1gG e IgA anti-RBD e IgG anti-spike. Também, a observacédo de possivel
alteracdo nos niveis de anticorpos induzida pela aplicacdo da dose de refor¢co com
BNT162b2. Este estudo nos permitira avaliar variagdes na cinética de producdo destas
imunoglobulinas induzidas pelas diferentes vacinas e esquemas de vacinagdo e a

manutenc¢do dos niveis desses anticorpos.
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3. OBJETIVO GERAL E OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.1 Objetivo geral

Investigar e comparar a resposta imune humoral induzida pelas vacinas anti-
SARS-CoV-2, ChAdOx1 nCoV-19, BNT162b2 e CoronaVac em individuos

vacinados.

3.2 Objetivos especificos

1.

Avaliar e comparar a resposta imune humoral, com dosagem total de 1gG anti-
RBD e anti-spike e IgA anti-RBD em soros, pré e apos regime de imunizacao
primaria em comparacao aos niveis pré-vacina;

Avaliar e comparar o efeito da terceira dose na inducdo dos anticorpos 1gG
anti-RBD e anti-spike e IgA anti-RBD entre as trés vacinas;

Investigar se h& variagcBes nos niveis séricos de anticorpos na avaliacdo
longitudinal apo6s vacinacao;

Investigar se ha associa¢fes dos indices de anticorpos séricos produzidos em
relacdo ao sexo, idade e presenca de comorbidades;

Avaliar se a infeccdo por SARS-COV-2 influencia na producéo dos anticorpos
anti-SARS-CoV-2 apds vacinacgdo;

Comparar a producdo dos anticorpos séricos 1gG anti-RBD e anti-spike apés a

vacinacgao.
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4. METODOLOGIA DETALHADA

4.1 Delineamento do estudo

Coleta pré-vacina de swab
nasofaringeo e sangue total
— ChAdOx1 nCoV-19,
BNT162b2 e CoronaVac

CEP - UFG - CAAE:

30804220.2.0000.5078

[ ]

Coleta pos-vacina de swab
nasofaringeo e sangue total —
ChAdOx1 nCoV-19,
BNT162b2 e CoronaVac

Dados dos pacientes |

[

36 ml de sangue: separagdo de PBMC

RT-PCR (swab
nasofaringeo) -

ChAdOx1 nCoV-19

/| T2 -1 més pds-segunda dose

para detecgdo de S

1eM e 1eG

IgA e IgG para proteinas RBD e S

Teste rapido (soro)

|

para deteccdo de

Analise estatistica: GraphPad Prism 9.3.1.
Testes ndo-paramétricos

IeM e IeG

Fluxograma das etapas de realiza¢do do trabalho.

Teste rapido (soro) | /

T3 — 4-6 meses pos-segunda

dose

T4 - | més pos-terceira dose

Este € um estudo longitudinal destinado a avaliar a resposta imune humoral
induzida pelas vacinas ChAdOx1 nCoV-19, BNT162b2 e CoronaVac, em
determinados intervalos de tempo, ap6s duas e trés doses.

4.2 Aspectos éticos

O presente estudo foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa
do Hospital das Clinicas sob o numero CAAE: 30804220.2.0000.5078 (Anexo 1) e
estd de acordo com a Resolucdo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude que

regulamenta pesquisas envolvendo seres humanos. A coleta dos dados e das amostras

de sangue foram realizadas apds a concordancia dos individuos e mediante assinatura

do termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 1) pelos individuos selecionados

para compor a amostra.

4.3 Critérios de Inclusdo
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Individuos maiores de 18 anos, vacinados com duas doses de CoronaVac,
ChAdOx1 nCoV-19 ou BNT162b2 e aqueles que receberam, ou ndo, a terceira dose.

4.4 Critérios de exclusdo
Individuos ndo vacinados para COVID-19.

4.5 Individuos e periodos de coleta

12 coleta: 22 coleta: 32 coleta: 42 coleta:
, : 12 dose 22 dose A 32 dose 2
pré-vacina 1 més 4-6 meses 1 més
-"'T--:-".-'-T ------------------------------------------------------------
, Pré-vacina '
{RT-PCR para’
® v (SRS 0oV
s TR E \
I BNT162b2 @@ m M N
ChAdOXx1 s ] = =55 — . || = >

. Swab i : ELISA - IgG, IgA
Soro/ Plasma| anti-RBD e anti-spike

Figura 2: Esquema do estudo e periodos de coleta dos participantes dos grupos da BNT162b2,
ChAdOx1 nCoV-19 e CoronaVac.

Foram realizadas coletas em 78 voluntarios nos momentos pre-imunizagédo
(ChAdOx1 nCoV-19 e BNT162b2) e apos aplicacdo da segunda e terceira doses das
vacinas ChAdOx1 nCoV-19, CoronaVac e BNT162b2. Previamente a aplicacdo da
vacina, os individuos foram convidados a participar do estudo. O Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi aplicado para os individuos que
consentiram em participar da pesquisa e apds assinatura, foram realizadas as coletas
de sangue e swab nasofaringeo. Os participantes foram recrutados mediante contato
por telefone ou pessoalmente, na fila de vacinacdo, durante a vacinacdo de
profissionais de satde no Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica (IPTSP),

Universidade Federal de Goias, Goiania-GO.
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As coletas de sangue pré-vacina foram efetuadas nas filas de recebimento das
vacinas, em uma estrutura montada adjacente a fila. O volume de sangue coletado
compreendeu 36 mL para cada participante. A coleta pos-vacinacdo ocorreu em trés
periodos distintos: um més e quatro meses apos a segunda dose, e um més apos a
terceira para individuos imunizados pela ChAdOx1 nCoV-19 e BNT162b2. Em
individuos imunizados pela CoronaVac as coletas foram realizadas apds seis meses da
segunda dose e um més apds a terceira dose. Os individuos foram contatados e
convidados a participarem do estudo e receberam uma explicacdo acerca da pesquisa.
Aqueles interessados em realizar as coletas pds-vacina foram convidados a se
dirigirem ao Laboratério Margarida Dobler Komma, localizado no Instituto de
Patologia Tropical e Satde Publica da UFG (IPTSP/UFG) para assinatura do TCLE e
realizacdo das coletas secundarias, que também compreenderam coleta de sangue de
36 mL nos periodos ja especificados. A Figura 2 mostra o esquema compreendendo 0s
periodos de coleta e 0s ensaios realizados.

Em todos os grupos houve desisténcias na participacdao do estudo, por isso, a
quantidade de amostras em cada periodo de coleta sofreu variacdes no decorrer da

pesquisa.

4.6 Extracdo de RNA do SARS-CoV-2 e RT-gPCR

Para a extracdo do acido ribonucleico (RNA), foi utilizado o kit comercial
QlAamp® Viral RNA Mini (Qiagen, Alemanha), seguindo o protocolo do fabricante.
As amostras foram submetidas a reacdo em cadeia da polimerase em tempo real p6s-
transcrigdo reversa (RT-qPCR) apds a extragdo do RNA, usando o Promega GoTaq®
Probe 1-Step RT-gPCR System, de acordo com o protocolo do fabricante (Anjos et al.,
2022). Os primers e sondas tiveram como alvo duas regides do gene N do SARS-CoV-
2 (N1 e N2), o gene humano RNAse P (RP) e IDT (Integrated DNA Technologies,
Coralville, 1A, EUA). Todas as amostras que apresentaram um limiar de ciclo (Ct)
inferior a 40 (para alvos N1, N2 e RP) foram consideradas positivas para RNA de
SARS-CoV-2. Uma curva padrao de dilui¢des seriadas (106 a 100 GC/uL) do controle
positivo sintético nCoVPC (isolado de coronavirus 2 da sindrome respiratoria aguda
grave Wuhan-Hu-1, genoma completo, GenBank: 189 NC_045512.2) da Integrated
DNA Technologies (IDT, n.d.) foi usado para estimar as cargas virais em copias

gendmicas (GCs) por mL/g de amostras clinicas.
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4.7 Obtencao e armazenamento de plasma e soro

Apds as coletas de sangue dos individuos vacinados, foi realizada a
centrifugacdo do sangue total a 1.800 rpm por dez minutos. O soro foi separado e
armazenado para subsequente realizacdo dos ELISAs. Primeiramente em freezer -20°C
e, posteriormente, em freezer -80°C.

4.8 ELISA para IgG e IgA anti-RBD e 1gG anti-spike

Para avaliacdo da resposta humoral induzida pelas vacinas anti-SARS-CoV-2,
foram realizados Ensaios de Imunoabsor¢do Enzimatica (ELISA) in house, a partir do
soro obtido mediante centrifugacdo do sangue total. Para realizacdo dos ELISAS,
placas de meia area de poliestireno de alta ligacdo de 96 pocgos (Corning, NY, EUA)
foram revestidas com 50 pL por pogo com a proteina RBD, expressa de acordo com
Amanat et al., 2020 (Amanat et al., 2020), na concentracdo de 1,5 pg/mL. Ou com 50
uL por pogco com a proteina spike (gentilmente cedida pela Dra. Leda Castilho)(Cunha
et al.,, 2021), ja utilizada em ELISA conduzido por outros (Cunha et al., 2021,
Andreata-Santos et al., 2022), na concentragdo de 1,0 pg/mL em tampao carbonato de
sodio-bicarbonato de sodio e incubados durante a noite a 4 °C. O coating foi removido
e a ligacdo ndo especifica dos anticorpos foi evitada pelo bloqueio com uma solugéo
de 1% de soro de albumina bovina (BSA, Sigma, #A7906, St. Louis, MO, EUA) e 5%
de leite em p6 desnatado diluido em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS)
contendo Tween 20 0,02% por 2 h em estufa incubadora a 37 °C. Apds cinco lavagens
com solugéo salina tamponada com fosfato com Tween 20 0,02% (PBST), 50 uL de
amostras de soro adequadamente diluidas em solucdo de BSA 0,25% e leite em pd
desnatado 5% diluido em PBST (1:50 para IgA e 1:100 para IgG) foram adicionados
e incubados por 45 min a 37 °C. Apo6s lavagem cinco vezes com PBST, 0s anticorpos
ligados foram detectados com anticorpos secundarios de cabra anti-lgA humana
conjugados com peroxidase (Sigma-Aldrich A0295, 1:2500) e 1gG (Sigma-Aldrich
A0170, 1:4000). Apds incubagdo por 30 min a 37 °C e cinco lavagens com PBST, 50
uL de 3,3',5,5'-Tetrametilbenzidina (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA, Cat. n°
002023) foram adicionados a cada poco, e a mistura foi incubada por 10 minutos em
temperatura ambiente. A reagdo foi interrompida pela adi¢do de acido sulfarico 2 N a
mistura. O branco foi avaliado em duplicata seguindo 0s mesmos passos dos testes das
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amostras. Uma quantidade de 50 pL do diluente puro composto de 0,25% de BSA e
5% de leite em pd desnatado diluido em PBST foi adicionado a cada po¢o. Em cada
placa foi incluido soro SARS-CoV-2 positivo e negativo para controle, confirmado
por RT-PCR. Os controles negativos usados foram soro de amostras pré-pandémicas.
Os controles positivos, por outro lado, eram amostras de pacientes com COVID-19 de
diferentes gravidades. Controles positivos e negativos foram testados nas dilui¢fes de
1:50, 1:100 e 1:200 para padronizacdo. Observamos melhor desempenho de IgA na
diluicdo de 1:50 e, para IgG, na diluicéo de 1:100. A densidade Optica (OD) foi medida
a 450 nm usando um leitor de microplacas Multiskan (Labsystems Multiskan, Thermo
Scientific, Waltham, MA, EUA). Os valores foram determinados como a densidade
oOptica (DO) menos o branco e o cutoff foi determinado como a DO média das amostras
pré-pandémicas + 2 x desvio padrdo. Os resultados foram normalizados entre 0s
experimentos e transformados como a propor¢éo da amostra individual/cutoff (S/CO).
A distribuigdo da frequéncia de detecgdo de anticorpos foi calculada como positiva
quando S/CO era maior ou igual a 1.2 e detec¢do negativa quando S/CO era menor
que 1.2. Cada amostra foi analisada em duplicata. Um protocolo semelhante foi
utilizado por Oliveira et al., 2023 (Oliveira et al., 2023) e Medeiros et al., 2022
(Medeiros et al., 2022).

Tabela 2: Caracterizacdo dos anticorpos utilizados para realizacdo dos ELISAs

(IgA e 1gG) quanto ao tipo, marca e numero do catalogo, clone e dilui¢do usada.

Anti-lgG humano conjugado com Sigma-Aldrich

peroxidase (especifico para Fc) A0170-1ML Policlonal 1:4.000
Anti-lgA h jugad Si -Aldrich

n I. & umam{: .conjuga oco.m 'sma re Policlonal 1:2.500
peroxidase (especifico para cadeia a) A0295-1ML

4.9 Andlise Estatistica

Todas as andlises foram realizadas usando GraphPad Prism versdo 9
(GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA). O padréao de distribuicdo das variaveis foi
avaliado por meio dos testes Kolmogorov—Smirnov e Shapiro-Wilk. Para

comparacOes pareadas entre os grupos, foi utilizado o teste ndo paramétrico Wilcoxon
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Matched-Pairs Signed Rank. Analises pareadas foram atribuidas a amostras dos
mesmos individuos em diferentes momentos de coleta. Grupos ndo pareados foram
analisados com o teste ndo paramétrico Mann-Whitney U. As analises ndo pareadas
foram atribuidas a um grupo total. Para calculos de frequéncia, usamos o teste exato
de Fisher. As comparac@es entre varios grupos foram analisadas por testes estatisticos
ndo parametricos de Kruskal-Wallis e foram corrigidas usando os métodos de Dunn e
Dunnett. O teste de correlacdo de Spearman foi utilizado para analises de associacao.
A existéncia de correlacio foi adotada para r?> > 0,5. Para todos os testes, p < 0,05 foi

considerado significativo.
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5. RESULTADOS

5.1 Caracteristicas dos participantes do estudo

Os participantes do estudo foram divididos em trés grupos definidos pelas
vacinas recebidas ChAdOx1 nCoV-19, BNT162b2 e CoronaVac. O grupo da
ChAdOx1 nCoV-19 é composto por 33 individuos, sendo 23 (69,7%) mulheres e 10
(30,3%) homens. Jaa BNT162b2 possui um grupo composto por 27 individuos, sendo
11 (40,7%) mulheres e 16 (59,3%) homens. Por fim, o grupo da CoronaVac é formado
por 18 participantes, sendo 15 (83,3%) mulheres e 3 (16,7%) homens (Tabela 3). Desse
modo, a populagdo total é formada por 78 individuos. Com o prosseguimento da
pesquisa uma parcela da populacdo desistiu, por isso, alguns periodos de coleta
apresentaram variacdes no numero de amostras. A tabela 4 apresenta 0 nimero de
individuos em cada tempo coletado. Em relacdo a idade, no grupo da ChAdOx1 nCoV-
19, a mediana foi de 26 anos (21-65 anos), no da BNT162b2, de 30 anos (19-59 anos)
e no grupo da CoronaVac, de 40 anos (22-54 anos) (Tabela 3).

Os periodos de coleta de sangue total compreendem T1 (pré-vacina), T2 (1 més
apos a aplicacdo da segunda dose), T3 (4-6 meses ap0s aplicacdo da segunda dose ou
pré terceira dose) e T4 (1 més apos aplicacdo da terceira dose). Em individuos do grupo
CoronaVac foram analisados somente os periodos T2, T3 e T4, ja que apenas um
participante possui coleta no periodo T1, impossibilitando as analises estatisticas desse
tempo. Nos outros grupos, ChAdOx1 nCoV-19 e BNT162b2, foram analisados os 4
periodos coletados. A Figura 3 mostra esse esquema dos periodos de coleta.

Foram coletadas amostras de swab nasofaringeo dos individuos pertencentes
aos grupos das vacinas ChAdOx1 nCoV-19 e BNT162b2 nos periodos de coleta pré-
vacina e um més pds-segunda dose. A execucdo da Transcricdo Reversa seguida de
Reacdo em Cadeia da Polimerase (RT-PCR) foi realizada pelo grupo de diagnostico
COVID-19 do IPTSP (Laboratério de Virologia e Cultivo Celular - LabViCC) e o teste
qualitativo foi realizado apenas nas amostras obtidas nas coletas pré-vacina do grupo
da ChAdOx1 nCoV-19. Todos os participantes deste grupo apresentaram resultados

negativos.
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BNT162b2

12 dose 2% dose 3% dose
ChAdOXx1 ™m TT2 T3 * T4
nCoV-19 J J ® : ¥
n=33 Pré-vacina 1més 4-6 meses 1 més
(32) (31) (30) (26)
12 dose 2% dose 3% dose
™m - - T2 T3 . o T4
BNT162b2 5 - - : .
n=27 , ) .
Pré-vacina 1 més 4-6 meses 1 més
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Figura 3: Esquema dos periodos de coleta de sangue de acordo com cada grupo vacinal. O soro de
individuos imunizados com BNT162b2, ChAdOx1 nCoV-19 e CoronaVac foi coletado em T1 (pré-

vacina), T2 (1 més apo6s a aplicacdo da segunda dose), T3 (4-6 meses ap0s a aplicacao da segunda dose

ou pré -terceira dose) e T4 (1 més apos a aplicacdo da terceira dose). Os individuos receberam a primeira

e segunda doses da mesma vacina e a maioria recebeu BNT162b2 como terceira dose. O nimero de

individuos coletados em cada periodo € indicado entre parénteses. “T” se refere aos tempos de coleta.

Produzido em BioRender.
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Tabela 3. Caracterizacéo da populacéo do estudo de acordo com as vacinas: ChAdOx1 nCoV-19, BNT162b2 e CoronaVac (N=78)

ChAdOx1 nCoV-19  BNT162b2 CoronaVac Valor de p Valor de p Valor de p
(N=33) (N=27) (N=18) (ChAdOx1 (ChAdOx1 (BNT162b2
nCoV-19 NnCoV-19 vs. Vs.
vs. BNT162b2) CoronaVac) CoronaVac)
Sexo. No (%)
Mulheres (N=49) 23 (69,7) 11 (40,7) 15 (83,3) 0,0363* 0,3359 0,0061**
Homens (N=29) 10 (30,3) 16 (59,3) 3 (16,7)
Grupos das idades. No (%)
18-30 20 (60,6) 15 (55,5) 4 (22,2) 0,7944 0,0176* 0,0347*
31-50 5(15,2) 4 (14,8) 11 (61,1) >0,9999 0,0013** 0,0029**
>50 8 (24,2) 8 (29,7) 3 (16,7) 0,7711 0,7255 0,4824
Mediana das idades (minimo e maximo) 26 (21-65) 30 (19-59) 40 (22-54)
Tempos de coleta (média = DP)
1 més pds segunda dose 26,0 £ 3,25 27,3+ 3,33 -
4-6 meses pos segunda dose 129 £ 4,09 125 + 8,56 203+ 23,0
1 més pds-terceira dose 325+6,71 31+4,05 54 + 8,74

Comorbidades. No (%0)
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Diabetes 2 (6,06)

Hipertensao 1(3,03)
Doencas autoimunes 1(3,03)
Doencas respiratorias 1(3,03)
Outras 2 (6,06)
Sem comorbidades 27 (81,8)

3(11,1)
2 (7,4)
2 (7,4)
1(5,6)
2 (3,7)
8 (29,6)

0
2 (11,1)
3 (16,6)
2 (11,1)
2 (11,1)
10 (55,5)

0,6494
0,5834
0,5834
>0,9999
>0,9999
0,0148*

0,5341
0,2816
0,1200
0,2816
0,6070
0,0620

0,2636
>0,9999
0,3751
0,5548
>0,9999
0,7459

Abreviacoes: N, quantidade de individuos. DP, desvio padrdo. Entre parénteses estdo representadas as porcentagens. A média dos tempos

de coleta (dias) foi calculada de acordo com a data de recebimento da primeira dose da vacina. O teste exato de Fisher foi utilizado para
calcular a significancia estatistica. As significancias estatisticas sdo apresentadas como * p < 0,05 e ** p < 0,01.
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Tabela 4. Caracterizacéo da populacéo do estudo por periodo de coleta e estratificacdo dos grupos de acordo com sexo e vacina:
ChAdOx1 nCoV-19, BNT162b2 e CoronaVac

Individuos por periodo de coleta. No Pré-vacina 1 més pos segunda dose 4-6 meses pos segunda dose 1 més pos terceira dose
(% em relacédo ao total)

ChAdOx1 nCoV-19 (N= 33) 32 (96,9) 31 (94) 30 (91) 26 (78,8)
Mulher (N=23) 21 (65,6) 20 (64,5) 19 (63,3) 16 (61,5)
Homem (N=10) 11 (34,4) 11 (35,5) 11 (36,7) 10 (38,5)
BNT162b2 (N= 27) 7 (25,9) 26 (96,2) 21 (77,7) 20 (74,1)
Mulher (N=11) 2 (28,6) 11 (42,3) 10 (47,6) 9 (45)
Homem (N=16) 5 (71,4) 15 (57,7) 11 (52,4) 11 (55)
CoronaVac (N= 18) 1 (5,6) - 17 (94,4) 10 (55,5)
Mulher (N=15) - - 14 (82,4) 9 (90)
Homem (N=3) - - 3(17,6) 1(10)

Abreviagdes: N, quantidade de individuos. Entre parénteses estdo representadas as porcentagens.
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5.2 Avaliacdo da producdo de anticorpos séricos apés vacinagdo com ChAdOx1
nCoV-19, BNT162b2 e CoronaVac em diferentes tempos de coleta

A primeira analise realizada foi da capacidade de inducéo de anticorpos IgG e
IgA anti-RBD e IgG anti-spike nos soros, em periodos de coleta distintos, para as
vacinas ChAdOx1 nCoV-19, BNT162b2 e CoronaVac. A vacinacdo homologa foi
utilizada na série priméria de imunizacdo, ou seja, os individuos que receberam a
primeira dose por uma vacina receberam também a segunda dose da mesma vacina. A
Figura 4 mostra os resultados dos niveis de IgA (Figura 4A) e 1gG anti-RBD (Figura
4D) e 1gG anti-spike (Figura 4G) no periodo de coleta de um més apds a aplicagdo da
segunda dose. Os trés anticorpos apresentaram um aumento significativo apés a
aplicacdo das duas primeiras doses, de ambas as vacinas ChAdOx1 nCoV-19 e
BNT162b2 o que pode ser verificado pela diferenca observada entre os niveis pré-
vacina e os de pos-segunda dose (ChAdOx1 nCoV-19: IgA anti-RBD - p=0,0027; 1IgG
anti-RBD - p<0,0001; 1gG anti-spike — p<0,0001; BNT162b2: IgA anti-RBD —
p<0,0001; 1gG anti-RBD - p<0,0001; IgG anti-spike — p<0,0001). Além disso, foi
observada uma diferenca entre a quantidade de anticorpos induzidos pela BNT162b2
e ChAdOx1 nCoV-19, em que a BNT162b2 foi responsével pela inducdo de maiores
indices (IgA anti-RBD — p<0,0001; 1gG anti-RBD — p=0,0094; IgG anti-spike —
p=0,0459) (Figura 4A, 4D, 4G).
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Figura 4: Avaliagdo da producéo sérica de IgA anti-RBD e IgG anti-RBD e anti-spike em
diferentes momentos de coleta para as vacinas ChAdOx1 nCoV-19, BNT162b2 e CoronaVac. O
soro de individuos imunizados com BNT162b2, ChAdOx1 nCoV-19 e CoronaVac foi coletado em T1
(pré-vacina: BNT162b2 n = 7; ChAdOx1 nCoV-19 n = 32), T2 (1 més apds a aplicacdo da segunda
dose: BNT162b2 n = 26; ChAdOx1 nCoV-19 n = 31), T3 (4-6 meses apds a aplicacdo da segunda dose
ou pré-terceira dose: BNT162b2 n = 21; ChAdOx1 nCoV-19 n = 30; CoronaVac n = 17) e T4 (1 més
apos aplicagdo da terceira dose: BNT162b2 n = 20; ChAdOx1 nCoV-19 n = 26; CoronaVac n = 10). Os
niveis de anticorpos foram comparados entre diferentes momentos: pré-vacina e 1 més apds a segunda
dose (A, D, G); 1 més ap6s a segunda dose e 4-6 meses apds a segunda dose ou pré-terceira dose
(B,E,H); 4-6 meses ap6s a segunda dose ou pré-terceira dose e 1 més apds a terceira dose (C, F, I). A
deteccéo de anticorpos IgA anti-RBD (A-C) e 1gG anti-RBD (D-F) e anti-spike (G-1) foi realizada por
meio do imunoensaio enzimatico (ELISA) descrito nos métodos. Os resultados sdo expressos através
do indice calculado entre a razdo: densidade 6ptica média (DO) da amostra/cutoff (S/CO-Signal/Cutoff).
Cada ponto representa um Unico individuo. O final da barra indica o valor mediano e as barras

horizontais acima e abaixo da mediana indicam o intervalo de confianca de 95%. O teste Mann-Whitney
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U foi usado para comparar os niveis de anticorpos induzidos entre as vacinas. A significancia estatistica

foi adotada para p < 0,05.

Posteriormente, os niveis séricos de anticorpos obtidos 4 e 6 meses pds-
segunda dose foram comparados aos niveis obtidos um més apds a segunda dose
(Figura 4B, 4E, 4H). IgA anti-RBD (Figura 4B) e 1gG anti-RBD (Figura 4E) e anti-
spike (Figura 4H) expressaram indices maiores pela BNT162b2, em comparacdo a
CoronaVac (lIgA anti-RBD - p<0,0001; 1gG anti-RBD - p<0,0001; IgG anti-spike -
p<0,0001). Comparando BNT162b2 & ChAdOx1 nCoV-19, a vacina de mRNA
induziu maior quantidade de IgA anti-RBD e 1gG anti-RBD e anti-spike (IgA anti-
RBD - p<0,0001; IgG anti-RBD — p=0,0268; 1gG anti-spike — p=0,0162) (Figura 4B,
AE, 4H). Para IgG anti-RBD, a CoronaVac induziu menores indices de anticorpos em
relagdo a ChAdOx1 nCoV-19 (p=0,0014) (Figura 4E).

Todos os participantes do estudo, exceto dois, receberam a BNT162b2 como
terceira dose, ou dose de reforco, nos trés grupos de vacinas. Um individuo, do grupo
da ChAdOx1 nCoV-19, recebeu a dose de reforgo pela ChAdOx1 nCoV-19 e outro,
do grupo BNT162b2, recebeu a Janssen como terceira dose. Os resultados obtidos ap6s
um més da imunizacdo pela terceira dose (Figura 4C, 4F, 41) exprimem maior indugéo
das imunoglobulinas pela BNT162b2 em comparacdo a ChAdOx1 nCoV-19, para IgA
(p<0,0001) e 1gG (p=0,0018) anti-RBD, e em comparac¢do a CoronaVac, para IgA anti-
RBD (p=0,0004). Além disso, as comparacdes feitas em relacdo ao periodo de coleta
anterior (quatro e seis meses ap0s a segunda dose ou pré-terceira dose) também
demonstraram diferencas entres os niveis de IgA anti-RBD, apds a dose de reforco,
para as vacinas ChAdOx1 nCoV-19 (p=0,0007) e CoronaVac (p=0,0014) (Figura 4C)
e, para a CoronaVac, entre os niveis de IgG anti-RBD (p=0,0018) (Figura 4F), e anti-
spike (p=0,0067) (Figura 4l), com niveis maiores apds a imunizagédo pela terceira dose.
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Todos os vacinados (100%) produziram niveis detectaveis de 1gG anti-RBD e
anti-spike ap0s cada dose de vacina. A frequéncia de individuos que produziram IgA
anti-RBD nos momentos de coleta pos-vacinacgao € mostrada na Figura 5 (porcentagem
de individuos positivos 1 més ap6s a segunda dose: ChAdOx1 nCoV-19 29%,
BNT162b2 88%; 4-6 meses apds a segunda dose ou pré terceira dose: ChAdOx1
nCoV-19 37%, BNT162b2 95%, CoronaVac 29%; e 1 més ap0s a terceira dose:
ChAdOx1 nCoV-19 65%, BNT162b2 100%, CoronaVac 90%). A comparacao entre
os niveis de IgA anti-RBD induzida por ChAdOx1 nCoV-19 e BNT162b2 1 més ap06s
a segunda dose (Figura 5A) indicou que os individuos do grupo BNT162b2
produziram niveis de anticorpos mais elevados do que os do grupo ChAdOx1 nCoV-
19 (p < 0,0001). Individuos vacinados com BNT162b2 apresentaram maior frequéncia
de producéo de IgA anti-RBD em comparac¢do a vacinados com ChAdOx1 nCoV-19
(p < 0,0001) e CoronaVac (p < 0,0001) 4 a 6 meses apds a segunda dose (Figura 5B).
1 més apds a terceira dose, os individuos vacinados com BNT162b2 também
apresentaram maior frequéncia de producdo de IgA, mas apenas em comparagao aos
vacinados com ChAdOx1 nCoV-19 (p = 0,0030) (Figura 5C).
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Figura 5. Frequéncia de individuos produtores de IgA anti-RBD em periodos de coleta p0s-
vacinal. A frequéncia de individuos produtores de IgA anti-RBD foi avaliada por meio do ensaio
imunoenzimatico (ELISA) descrito na secdo de métodos. Esta andlise foi realizada para coletas pos-
vacinais em T2: 1 més ap6s a aplicacdo da segunda dose (A), T3: 4-6 meses ap6s a aplicacdo da segunda
dose ou pré-terceira dose (B) e T4: 1 més apds a aplicagdo da terceira dose (C) por comparagao entre 0s
grupos vacinais. Os resultados sdo expressos em porcentagem. O teste exato de Fisher foi utilizado para
comparacao da resposta de anticorpos entre os grupos. A significancia estatistica foi adotada para p <
0,05.
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5.3 Analise longitudinal da producdo de anticorpos séricos apds as vacinas
ChAdOx1 nCoV-19, BNT162b2 e CoronaVac

Como mencionado anteriormente, as anélises foram realizadas em momentos
de coleta distintos. Estes periodos compreendem desde T1 até T4, sendo T1: pré-
vacinacdo; T2: um més apds vacinacdo pela segunda dose; T3: quatro a seis meses
apos vacinagdo pela segunda dose ou pré terceira dose; e T4: um més ap6s vacinagao
pela terceira dose. A Figura 6 exibe os tempos de coleta para cada vacina avaliada.
Observa-se que somente um individuo do grupo da vacina CoronaVac possui coleta

pré-vacina (T1).

E [ ChAdOX1 e BNT162b2 J ( CoronaVac ] :
T1 T2 T3 T4 T1 T3 T4 -
R v v v v v v :
. 1 més 4 meses 1 més 6 meses 1 més .
1 Pré-vacina pds-segunda pos-segunda pos-terceira Pré-vacina pos-segunda pos-terceira 1
! dose dose dose dose dose :

Figura 6: Fluxograma dos tempos de coleta de amostras de sangue dos individuos pré e pos
vacinas BNT162b2, ChAdOx1 nCoV-19 e CoronaVac. O soro dos participantes do estudo foi
coletado em quatro momentos distintos, T1, T2, T3 e T4, em que: T1 - Pré-vacina; T2: um més apds a
segunda dose; T3: quatro a seis meses ap0s a segunda dose ou pré-terceira dose; T4: um més pds-terceira
dose. O sangue total de individuos dos grupos da ChAdOx1 nCoV-19 e BNT162b2 foi coletado nos
quatro periodos distintos. Para os integrantes do grupo da CoronaVac, os tempos T1, T3 e T4 foram
coletados (somente um individuo do grupo da vacina CoronaVac possui coleta no tempo T1). Produzido

em BioRender.
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Figura 7: Analise longitudinal da producao sérica de IgA anti-RBD e IgG anti-RBD e anti-spike
para as vacinas BNT162b2, ChAdOx1 nCoV-19 e CoronaVac. O soro de individuos imunizados
com ChAdOx1 nCoV-19 (A,D,G), BNT162b2 (B,E,H) e CoronaVac (C,F,I) foi coletado nos tempos
T1 (pré-vacina: BNT162b2 n = 7; ChAdOx1 nCoV-19 n = 32), T2 (1 més apds a aplicacdo da segunda
dose: BNT162b2 n = 26; ChAdOx1 nCoV-19 n = 31), T3 (4-6 meses apds a aplicacdo da segunda dose
ou pré-terceira dose: BNT162b2 n = 21; ChAdOx1 nCoV-19 n = 30; CoronaVac n = 17) e T4 (1 més
apos a aplicacdo da terceira dose: BNT162b2 n = 20; ChAdOx1 nCoV-19 n = 26; CoronaVac n = 10).
O sangue total dos individuos dos grupos ChAdOx1 nCoV-19 e BNT162b2 foi coletado nos quatro
diferentes periodos. Para os integrantes do grupo CoronaVac, foram coletados apenas os tempos T3 e
T4. A deteccdo de anticorpos IgA anti-RBD (A-C) e IgG anti-RBD (D-F) e anti-spike (G-I) foi
realizada no soro por meio do imunoensaio enzimatico (ELISA) descrito nos métodos. Os resultados

sdo expressos através do indice calculado entre a razdo: densidade 6ptica média (DO) da amostra/cutoff
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(S/CO-Signal/Cutoff). Cada ponto representa um Unico individuo. O final da barra indica o valor
mediano e as barras horizontais acima e abaixo da mediana indicam o intervalo de confianca de 95%.
A linha pontilhada vermelha indica a mediana de cada ponto. O teste Wilcoxon Matched-Pairs foi
utilizado para comparar os niveis de anticorpos induzidos entre os tempos de coleta. A significancia

estatistica foi adotada para p < 0,05.

Posteriormente, foi realizada uma analise longitudinal para avaliagdo de 1gG e
IgA em momentos distintos, de modo a investigar possiveis variagdes na producao de
anticorpos. Os resultados dessa avaliacdo para ChAdOx1 nCoV-19 (Figuras 7A, 7D,
7G) revelaram diferencas estatisticas entre os tempos em relacdo a pré-vacina, para
ambos IgA anti-RBD (T1 e T2: p<0,0001; T1 e T3: p=0,0028; T1 e T4: p<0,0001) e
IgG anti-RBD (T1 e T2: p<0,0001; T1 e T3: p<0,0001; T1 e T4: p<0,0001) e anti-
spike (T1 e T2: p<0,0001; T1 e T3: p<0,0001; T1 e T4: p<0,0001). Também foi
observada uma diferenca entre os tempos para IgA anti-RBD (T2 e T4: p<0,0001; T3
e T4: p<0,0001) (Figura 7A) e para IgG anti-spike (T2 e T4: p<0,0001; T3 e T4:
p=0,0025) (Figura 7G), com maiores indices expressos no periodo T4.

A analise longitudinal realizada para a BNT162b2 (Figura 7B, 7E, 7H) ndo
demonstrou significancia na producéo de IgA (Figura 7B) ou IgG anti-RBD e anti-
spike (Figura 7E, 7H) entre os pontos pds-vacina analisados. Entretanto, a comparacao
de T1 com T2 e T4 revelou maior producdo de IgA e IgG anti-RBD e IgG anti-spike
nos periodos pos- vacina (T1e T2: p=0,0156; T1 e T4: p=0,0313) (Figura 7B, 7E, 7H).
Para a CoronaVac (Figuras 7C, 7F, 71), houve diferenca entre os tempos T3 e T4, em
que o T4 foi superior para IgA (p=0,0010) (Figura 7C) e 1gG anti-RBD (p=0,0049)
(Figura 7F) e anti-spike (p=0,0098) (Figura 71). Como apenas um individuo do grupo
da vacina CoronaVac possui coleta no tempo T1, esse tempo ndo foi inserido na analise

longitudinal.

5.4 Avaliacao da influéncia do sexo sobre os niveis séricos de 1gG e IgA

Com o objetivo de avaliar se ha varia¢do na inducdo de anticorpos de acordo
com o0 sexo e idade, a populacdo do estudo foi estratificada conforme o periodo de
coleta e grupo de vacina em relagéo a idade e sexo.

A avaliagdo realizada em relagéo ao sexo, independente do grupo vacinal, néo
mostrou diferenca estatistica na producéo de anticorpos 1gG e IgA anti-RBD 1 més

apos a terceira dose (Figura 8A, 8B). Em contrapartida, a comparacao dos niveis de
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IgA anti-RBD (S/CO)

IgG anti-spike revelou maior producdo desse anticorpo entre os homens (p=0,0165)
(Figura 8C).
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Figura 8: Avaliacdo da influéncia do sexo sobre o0s niveis séricos de IgA anti-RBD e 1gG anti-RBD
e anti-spike apos a terceira dose com BNT162b2. O soro de individuos imunizados com BNT162b2,
ChAdOx1 nCoV-19 e CoronaVac obtido 1 més ap0s a terceira dose foi avaliado quanto a influéncia do
sexo na producgdo de IgA anti-RBD (A) e IgG anti-RBD (B) e anti-spike (C) por meio do ensaio
imunoenzimatico (ELISA) descrito nos métodos. Os resultados sdo expressos pelo indice calculado
entre a razdo: densidade éptica média (OD) da amostra/cutoff (S/CO-Signal/Cutoff). Cada ponto
representa um Unico individuo. Os ndmeros abaixo dos graficos indicam o numero de individuos
avaliados de acordo com o sexo. O final da barra indica o valor mediano e as barras horizontais acima
e abaixo da mediana indicam o intervalo de confianca de 95%. O teste Mann-Whitney U foi usado para

comparar os niveis de anticorpos induzidos. A significancia estatistica foi adotada para p < 0,05.
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Figura 9: Influéncia do sexo sobre os niveis séricos de IgA anti-RBD e IgG anti-RBD e anti-spike

nos periodos de coleta pos-vacinacdo para as vacinas BNT162b2, ChAdOx1 nCoV-19 e
CoronaVac. O soro de individuos imunizados com ChAdOx1 nCoV-19, BNT162b2 e CoronaVac foi
coletado nos tempos de coleta T2 (1 més apos a aplicacao da segunda dose), T3 (4—-6 meses apds a

aplicacdo da segunda dose ou pré-terceira dose) e T4 (1 més ap0s a aplicagdo da terceira dose) e

avaliados quanto a influéncia do sexo na producéo de anticorpos. A deteccao de IgA anti-RBD (A-C)

e IgG anti-RBD (D-F) e anti-spike (G-I) foi realizada por meio do imunoensaio enzimatico (ELISA)

descrito nos métodos. Os resultados sdo expressos através do indice calculado entre a razdo: densidade
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Optica média (DO) da amostra/cutoff (S/CO-Signal/Cutoff). Cada ponto representa um Gnico individuo.
O final da barra indica o valor mediano e as barras horizontais acima e abaixo da mediana indicam o
intervalo de confianga de 95%. O teste de Kruskal-Wallis foi usado para comparar os niveis de

anticorpos induzidos entre as vacinas. A significancia estatistica foi adotada para p < 0,05.

A avaliacdo dos niveis de anticorpos de acordo com o sexo nos periodos de
coleta pos-vacinal (Figura 9) indicou que, 1 més apds a segunda dose, homens
imunizados com BNT162b2 apresentaram niveis mais elevados de IgA e 1gG anti-
RBD em comparacao a homens vacinados com ChAdOx1 nCoV-19 (IgA: p=0,0089;
IgG: p=0,0146) e mulheres, também vacinadas com ChAdOx1 nCoV-19 (IgA:
p<0,0001) (Figura 9A,9D). Além disso, em mulheres vacinadas com BNT162b2,
niveis mais altos de IgA anti-RBD foram induzidos em comparacéo as vacinadas com
ChAdOx1 nCoV-19 (p=0,0145) (Figura 9A). A avaliacdo de IgG anti-spike, neste
mesmo tempo de coleta (Figura 9G), revelou que homens vacinados com BNT162b2
apresentaram titulos de anticorpos mais elevados do que mulheres vacinadas com
ChAdOx1 nCoV-19 (p = 0,0080).

Em 4-6 meses ap0s a segunda dose, o grupo de homens vacinados com
BNT162b2 exibiu niveis mais elevados de IgA anti-RBD em comparacdo com homens
(p=0,0030) e mulheres (p=0,0003) imunizados com ChAdOx1 nCoV-19 (Figura 9B).
Nesse mesmo momento, as mulheres do grupo CoronaVac produziram niveis mais
baixos de IgA anti-RBD em comparacdo com mulheres (p=0,0273) e homens
(p<0,0001) no grupo BNT162b2 (Figura 9B). Em relacdo aos niveis de IgG anti-RBD,
mulheres do grupo CoronaVac, induziram niveis mais baixos desse anticorpo em
comparagao aos observados em mulheres (p=0,0014) e homens (p=0,0024) no grupo
BNT162b2 e em comparacdo aos homens no grupo ChAdOx1 Grupo nCoV-19
(p=0,0448) (Figura 9E). Mulheres vacinadas com CoronaVac produziram niveis mais
baixos de IgG anti-spike em comparagdo com homens (p=0,0003) e mulheres
(p=0,0182) vacinadas com BNT162b2 (Figura 9H).

Um més ap0s a terceira dose, novamente homens vacinados com BNT162b2
apresentaram niveis mais elevados de IgA anti-RBD em comparacdo a mulheres
(p=0,0021) e homens (p=0,0297) vacinados com ChAdOx1 nCoV-19 (Figura 9C). A
analise realizada neste momento para IgG anti-RBD e anti-spike ndo apresentou

significancia estatistica (Figuras 9F, 9l).
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5.5 Avaliacdo da influéncia da idade sobre os niveis séricos de 1gG e IgA

Para avaliar se a idade poderia influenciar na producdo desses anticorpos, foi
feita uma segregacgdo dos individuos em trés grupos distintos, sendo eles, de 18 a 30
anos, de 31 a 50 anos e maiores de 50 anos. A distribui¢éo dos grupos foi determinada
de acordo com a prevaléncia das idades na populacdo de estudo. A Figura 10 apresenta
niveis de IgA e 1gG anti-RBD e IgG anti-spike de acordo com os grupos de idades e

vacinas.
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Figura 10: Influéncia da idade sobre os niveis séricos de IgA anti-RBD e IgG anti-RBD e anti-
spike para cada periodo de coleta das vacinas BNT162b2, ChAdOx1 nCoV-19 e CoronaVac. O
soro de individuos imunizados com BNT162b2, ChAdOx1 nCoV-19 e CoronaVac foi coletado nos
tempos T2 (1 més apds a aplicagdo da segunda dose), T3 (4 a 6 meses ap0s a aplicacdo da segunda dose
ou pré-terceira dose) e T4 (1 més ap0s a aplicacao da terceira dose). A avaliagdo da influéncia da idade
na producéo de anticorpos IgA anti-RBD (A-C) e IgG anti-RBD (D-F) e anti-spike (G-I) foi realizada
por meio do ensaio imunoenzimatico (ELISA) descrito nos métodos. Os individuos da populacdo foram
segregados em trés faixas etarias: de 18 a 30 anos, de 31 a 50 anos e acima de 50 anos. Os resultados
sdo expressos pelo indice calculado entre a razdo: densidade éptica média (OD) da amostra/cutoff
(S/CO-Signal/Cutoff). Cada ponto representa um dnico individuo. O final da barra indica o valor
mediano e as barras horizontais acima e abaixo da mediana indicam o intervalo de confianca de 95%.
O teste de Kruskal-Wallis foi usado para comparar os niveis de anticorpos induzidos. A significancia

estatistica foi adotada para p < 0,05.

A analise do efeito da idade na producéo de anticorpos 1 més apds a segunda
dose (Figura 10A, 10D, 10G) indicou maior producao de IgA anti-RBD por individuos
de 18 a 30 anos vacinados com BNT162b2 em comparagdo com aqueles na mesma
faixa etéria, mas vacinados com ChAdOx1 nCoV-19 (p=0,0062) (Figura 10A). Os
individuos vacinados com BNT162b2, de 18-30 anos, também apresentaram niveis
mais elevados de IgA anti-RBD (p=0,0188) e IgG anti-spike (p=0,0075) em relacéo
aos maiores de 50 anos vacinados com ChAdOx1 nCoV-19 (Figura 10A, 10G). A
analise dos niveis de 1gG anti-RBD ndo apresentou significancia estatistica (Figura
10D).

Em 4-6 meses ap0s a segunda dose, os individuos com idades entre 18-30 anos
no grupo BNT162b2 produziram niveis superiores de IgA anti-RBD em comparacao
com individuos na mesma faixa etaria (p=0,0038) e aqueles com mais de 50 anos
(p=0,0460) vacinados com ChAdOx1 nCoV-19 (Figura 10B). Eles também
produziram maiores niveis de IgA anti-RBD em comparagdo com individuos de 31 a
50 anos vacinados com CoronaVac (p=0,0084) (Figura 10B). Aqueles com mais de 50
anos, no grupo vacinado com BNT162b2, apresentaram niveis mais altos de IgA anti-
RBD em comparacao com individuos de 31 a 50 anos (p=0,0379) no grupo CoronaVac
e em comparag¢do com individuos de 18 a 30 anos no grupo ChAdOx1 nCoV-19
(p=0,0369) (Figura 10B). Avaliando a producéo de 1gG anti-RBD neste momento, €
possivel observar uma maior inducdo deste anticorpo no soro de individuos de 18 a 30
anos vacinados com BNT162b2 (p=0,0002) e ChAdOx1 nCoV-19 (p=0,0405) em
relacdo aos individuos com idade entre 31 e 50 anos no grupo CoronaVac (Figura
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10E). Além disso, individuos com mais de 50 anos vacinados com BNT162b2
produziram maiores niveis desse anticorpo em compara¢édo a individuos de 31-50 anos
vacinados com CoronaVac (p=0,0218) (Figura 10E). A andlise dos niveis de IgG anti-
spike mostrou que individuos de 18 a 30 anos vacinados com BNT162b2 induziram
niveis mais elevados desse anticorpo em relacdo aqueles de 31 a 50 anos vacinados
pela CoronaVac (p=0,0030) (Figura 10H).

Um més apos a terceira dose (Figura 10C, 10F, 101), individuos com 18-30
anos do grupo BNT162b2 produziram niveis mais elevados de IgA anti-RBD do que
aqueles com mais de 50 anos (p=0,0296) e aqueles entre 18-30 anos (p=0,0142),
ambos vacinados com ChAdOx1 nCoV-19 (Figura 10C). A avaliagdo de I1gG anti-
RBD revelou que individuos com mais de 50 anos vacinados com BNT162b2
apresentaram niveis mais elevados desse anticorpo em relacdo a individuos da mesma
faixa etéria, mas vacinados com ChAdOx1 nCoV-19 (p=0,0259) (Figura 10F). A
andlise dos niveis de IgG anti-spike no mesmo periodo revelou que aqueles com 18-
30 anos vacinados com BNT162b2 apresentaram niveis superiores desse anticorpo em
comparagdo com individuos com mais de 50 anos vacinados com ChAdOx1 nCoV-19
(p=0,0347) (Figura 10I).

5.6 Avaliacdo da variacao dos niveis séricos de 1gG e IgA devido a comorbidades

Para avaliar se a presenca de comorbidades poderia influenciar na producéo de
anticorpos, os niveis de IgA e IgG anti-RBD e IgG anti-spike foram avaliados de
acordo com a presenca de doencas e com 0s grupos de vacinas. Durante a realizagao
do questionario, dos 78 individuos avaliados, 23 declararam possuir comorbidades.
Aquelas de maior prevaléncia foram diabetes, hipertensdo, doencas autoimunes e
doencas respiratérias. Dislipidemia, aterosclerose, depressao, ansiedade e sindrome do
panico foram agrupadas em “outras”, pelo fato de ndo serem tdo prevalentes. A tabela

3 mostra a prevaléncia dessas comorbidades na populacéo do estudo.
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Figura 11: Variacdo nos niveis séricos de IgA anti-RBD e 1gG anti-RBD e anti-spike devido a
comorbidades em relagdo as vacinas BNT162b2, ChAdOx1 nCoV-19 e CoronaVac. O soro de
individuos imunizados com ChAdOx1 nCoV-19 (D-F), BNT162b2 (G-I) e CoronaVac (J-L) foi
coletado e avaliado quanto a influéncia de comorbidades na produgdo de IgA anti-RBD (A, D, G, J) e
IgG anti-RBD (B, E, H, K) e anti-spike (C, F, I, L) por meio do ensaio imunoenzimatico (ELISA)
descrito nos métodos. Os niveis de anticorpos obtidos do soro coletado no periodo de 1 més apos a

terceira dose foram utilizados como pardmetro de comparagdo. Inicialmente, uma analise ap6s a terceira
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dose dos niveis de anticorpos IgA anti-RBD (A) e IgG anti-RBD (B) e anti-spike (C) foi realizada para
todas as trés vacinas e, posteriormente, de acordo com cada vacina (D-L). Os resultados sdo expressos
pelo indice calculado entre a razdo: densidade 6ptica média (OD) da amostra/cutoff (S/CO-
Signal/Cutoff). Cada ponto representa um Unico individuo. Os nimeros abaixo dos graficos indicam o
nimero de individuos avaliados segundo a presenca ou auséncia de comorbidades. O final da barra
indica o valor mediano e as barras horizontais acima e abaixo da mediana indicam o intervalo de
confianca de 95%. O teste Mann-Whitney U foi usado para comparar os niveis de anticorpos induzidos.

A significancia estatistica foi adotada para p < 0,05.

Nenhuma das vacinas avaliadas demonstrou alteracdo na producao de IgG e
IgA anti-RBD pelos individuos vacinados devido a presenca de comorbidades (Figura
11). Em contrapartida, individuos sem comorbidades, vacinados com BNT162b2
induziram maior producdo de 1gG anti-spike em relacdo aos individuos com
comorbidades (p=0,0096) (Figura 111). A auséncia de significancia também foi
observada quando a anlise independente do grupo vacinal foi realizada (Figura 11A,
11B, 11C).

5.7 Andlise da influéncia do historico de infec¢do por SARS-CoV-2 sobre 0s niveis
séricos de 1gG e IgA

Com a finalidade de verificar se a infeccdo prévia pelo SARS-CoV-2 poderia
interferir na producdo dos anticorpos, foi realizada a comparacdo dos resultados
obtidos de IgA e IgG anti-RBD e IgG anti-spike entre individuos que tiveram COVID-
19 e os naive (ndo infectados). Como esse dado foi obtido mediante questionario
aplicado a populacdo, € possivel haver inconsisténcias nas informacdes, ja que alguns
individuos podem ter apresentado a forma assintomética da infecgdo, e
consequentemente, ndo terem relatado a doenca.

Para IgA anti-RBD, os individuos vacinados com ChAdOx1 nCoV-19
(p=0,0180) e CoronaVac (p =0,0136) que foram infectados com SARS-CoV-2 em
qualquer momento durante o estudo apresentaram niveis mais elevados de anticorpos
4 a 6 meses apo6s a segunda dose em comparagdo com individuos nédo infectados
(Figura 12A). O mesmo foi observado para 1gG anti-RBD, em individuos infectados
com SARS-CoV-2 do grupo CoronaVac, que também apresentaram niveis de
anticorpos mais elevados em relagdo a individuos ndo infectados (p=0,0485) (Figura
12B). A avaliacao dos niveis de 1gG anti-spike nao apresentou significancia estatistica
(Figura 12C).
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Figura 12: Andlise da producéo sérica de IgA anti-RBD e 1gG anti-RBD e anti-spike em relacéo
ao historico de infeccdo por SARS-CoV-2. O soro de individuos imunizados com ChAdOx1 nCoV-
19, BNT162b2 e CoronaVac foi coletado em T3 (4-6 meses apés a aplicacdo da segunda dose ou pré-
terceira dose - (A—C)) para avaliar a influéncia do historico de infec¢do por SARS-CoV-2 na produgao
de anticorpos. Um total de 22 individuos relataram infec¢do por SARS-CoV-2 em algum momento antes
ou durante o estudo. A deteccdo de anticorpos IgA anti-RBD (A) e IgG anti-RBD (B) e anti-spike (C)
foi realizada por meio do ensaio imunoenzimatico (ELISA) descrito nos métodos. Os resultados sdo
expressos através do indice calculado entre a razdo: densidade 6ptica média (DO) da amostra/cutoff
(S/CO-Signal/Cutoff). Cada ponto representa um Unico individuo. Os nimeros abaixo dos gréficos
indicam a quantidade de individuos avaliados de acordo com o historico de COVID-19 e a vacina
avaliada. O final da barra indica o valor mediano e as barras horizontais acima e abaixo da mediana
indicam o intervalo de confianga de 95%. O teste Mann-Whitney U foi usado para comparar os niveis

de anticorpos induzidos entre as vacinas. A significancia estatistica foi adotada para p < 0,05.

N&o observamos significancia em outros momentos avaliados (Figura 13) para
IgA e IgG anti-RBD. Para IgG anti-spike, foi detectado que individuos ndo infectados
com SARS-COV-2, vacinados com ChAdOx1 nCoV-19, induziram niveis mais altos
de anticorpos 1 més apds a segunda dose (p = 0,0330) (Figura 13F). 1 més apos a
terceira dose individuos nédo infectados com SARS-COV-2, vacinados com
CoronaVac, produziram niveis superiores desse anticorpo em relacdo aos infectados
(p=0,0333) (Figura 131).
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Figura 13: Anélise da producéo sérica de IgA anti-RBD e IgG anti-RBD e anti-spike em relacdo
ao histérico de infeccdo por SARS-CoV-2 para cada periodo de coleta. O soro de individuos
imunizados com ChAdOx1 nCoV-19, BNT162b2 e CoronaVac foi coletado nos momentos T1 (pré-
vacina—(A-C)), T2 (1 més apos a aplicacdo da segunda dose—(D-F)) e T4 (1 més ap0s a aplicacao da
terceira dose—(G-1)). A deteccdo de anticorpos IgA anti-RBD (A, D, G) e IgG anti-RBD (B, E, H) e
anti-spike (C, F, 1) foi realizada através do imunoensaio enzimatico (ELISA), descrito nos métodos,
para avaliar a influéncia do histérico de infeccdo por SARS-CoV-2 na producdo de anticorpos. Os
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resultados sdo expressos através do indice calculado entre a razdo: densidade 6ptica média (DO) da
amostra/cutoff (S/CO-Signal/Cutoff). Cada ponto representa um Unico individuo. Os nimeros abaixo
dos graficos indicam o nimero de individuos avaliados de acordo com o histérico de COVID-19 e grupo
vacinal. O final da barra indica o valor mediano e as barras horizontais acima e abaixo da mediana
indicam o intervalo de confianca de 95%. O teste de Kruskal-Wallis foi usado para comparar os niveis

de anticorpos induzidos entre as vacinas. A significancia estatistica foi adotada para p < 0,05.

5.8 Comparacao da producéo de I1gG anti-spike e anti-RBD em diferentes tempos
para diferentes vacinas

Figura 14: Andlise da producdo sérica de IgG anti-RBD e anti-spike em relacdo ao periodo de
coleta e grupo vacinal. O soro de individuos imunizados com ChAdOx1 nCoV-19, BNT162b2 e
CoronaVac foi coletado em T1 (pré-vacina), T2 (1 més ap6s a aplicacdo da segunda dose), T3 (4-6
meses apds a aplicacdo da segunda dose ou pré -terceira dose) e T4 (1 més ap0s a aplicacdo da terceira
dose). As proteinas Spike e RBD foram comparadas de acordo com o grupo vacinal, ChAdOx1 nCoV-
19 (A), BNT162b2 (B) e CoronaVac (C) e periodos de coleta. Uma anélise de associacédo foi realizada
entre 1gG anti-spike e anti-RBD de acordo com ChAdOx1 nCoV-19 (D), BNT162b2 (E) e CoronaVac
(F), no periodo de coleta T4. A deteccdo de anticorpos IgG anti-RBD e anti-spike foi realizada por meio
do ensaio imunoenzimatico (ELISA), descrito nos métodos. Os resultados sdo expressos através do
indice calculado entre a razdo: densidade Optica média (DO) da amostra/cutoff (S/CO-Signal/Cutoff).

Cada ponto representa o valor mediano de cada periodo de coleta. As barras horizontais acima e abaixo
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da mediana indicam o intervalo de confianca de 95%. A correlacdo de Spearman para cada classe de
anticorpo contra as proteinas RBD e Spike do SARS-CoV-2 foi analisada por meio de regressao nao
linear. A significancia estatistica foi adotada para p < 0,05. A existéncia de correlacdo foi adotada para
r2>0,5.

Por fim, investigamos a producdo de IgG anti-spike e anti-RBD em nossa
coorte, independentemente de regimes de vacinacdo homologos ou heterélogos, e
também fizemos uma analise de associacéo entre os dois anticorpos. As analises da
producdo foram realizadas entre as medianas de cada periodo de coleta (Figura 14A—
C). A comparagéo de 1gG anti-spike e anti-RBD, avaliada de acordo com cada grupo
de vacina e periodo de coleta, mostrou que todos os vacinados produziram niveis
semelhantes de ambos os anticorpos (Figura 14A-C). A anélise de associagéo revelou
uma correlagdo positiva entre 1gG anti-spike e anti-RBD, para vacinados do grupo
ChAdOx1 nCoV-19 (r>= 0,5979, p = 0,0013) (Figura 14D), apds a terceira dose com
BNT162b2. Nenhuma correlacdo foi detectada para individuos dos grupos BNT162b2
e CoronaVac (Figura 14E, 14F).
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6. DISCUSSAO

Neste estudo, investigamos a resposta imune humoral especifica contra as
proteinas RBD e spike ap0s a vacinagdo para COVID-19 com trés formulacGes de
vacina: ChAdOx1 nCoV-19, BNT162b2 e CoronaVac. Os dados mostraram que, apds
0 regime de vacinagdo primaria (regime de duas doses), todos os vacinados
apresentaram um aumento nos niveis de 1gG e IgA anti-RBD e 1gG anti-spike e foram
capazes de manter esses niveis de anticorpos por 4 a 6 meses ap0s duas doses.
BNT162b2 induziu maior producdo de IgG e IgA anti-RBD e 1gG anti-spike em
comparacdo com ChAdOx1 nCoV-19. A aplicagéo da dose de reforgo (terceira dose
de BNT162b2) proporcionou aumento dos niveis de anticorpos, principalmente para
os individuos vacinados com a CoronaVac, indicando a importancia da terceira dose
no auxilio a inducdo de uma resposta humoral robusta. O grupo da CoronaVac
apresentou niveis de anticorpos mais baixos em 1 més e 4-6 meses ap0s a segunda
dose da vacina em comparacdo com as outras vacinas. Nesse caso, o reforco com
BNT162b2 pbde compensar 0s niveis mais baixos de anticorpos obtidos apos a
segunda dose em vacinados com a CoronaVac. Uma maior produgdo de 1gG e IgA
anti-RBD no periodo de coleta de 4 a 6 meses ap6s a administracdo da segunda dose,
foi observada em individuos que relataram COVID-19 em seu questionario.

A longevidade da resposta imune induzida pelas vacinas pode variar de acordo
com a plataforma vacinal utilizada, entre outros fatores. Encontramos niveis positivos
de anticorpos 1gG e IgA anti-RBD e IgG anti-spike até 4-6 meses apds a segunda dose
para as trés formulacGes de vacina avaliadas. Da mesma forma, em outros estudos
usando soros de individuos imunizados com vacinas de mRNA, como mRNA-1273
(Moderna), a atividade de anticorpos neutralizantes e de ligacdo contra variantes de
SARS-CoV-2 foi detectada seis meses ap0s o regime primario de vacinacdo (Doria-
Rose et al., 2021; Pegu et al., 2021). Maior longevidade do anticorpo foi observada no
grupo BNT162b2, uma vez gque niveis mais altos de IgA e IgG anti-RBD e IgG anti-
spike foram detectados em individuos vacinados com BNT162b2 4 a 6 meses apos a
segunda dose. N&o detectamos reducéo significativa nos niveis de anticorpos entre 0s
periodos de 1 més e 4-6 meses apds a segunda dose, indicando niveis séricos estaveis
de IgA e IgG para ambas as proteinas avaliadas.

O uso de doses de reforco ja se mostrou essencial na melhora da resposta

imune, principalmente contra variantes do SARS-CoV-2 (Chenchula et al., 2022). A
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aplicacdo da terceira dose foi feita em regime heter6logo ou homoélogo. Embora a
vacinacdo homologa tenha induzido uma resposta imune satisfatoria e protetora, a
vacinacdo heterdloga demonstrou maior imunogenicidade, como observado em
individuos previamente vacinados com ChAdOx1 nCoV-19 (Chiu et al., 2021) ou
CoronaVac (Caglayan et al., 2022) que receberam BNT162b2 como terceira dose.
Outro estudo, de Filardi et al., 2023, também indicou uma resposta imune mais forte
(1gG anti-spike e anti-RBD e anticorpos neutralizantes) em vacinados imunizados com
CoronaVac como regime primario e uma dose de reforco com BNT162b2 em
comparagdo com regime homologo de CoronaVac, com maior taxa de hospitalizagéo
e morte e eficacia reduzida no regime CoronaVac/CoronaVac (Filardi et al., 2023).
Individuos vacinados com esquema homologo por BNT162b2 ndo apresentaram
melhora nos niveis de anticorpos apds a terceira dose. Individuos vacinados
inicialmente com CoronaVac se beneficiaram com a aplicacdo da dose de reforgo
heter6loga de BNT162b2, pois os niveis de 1gG e IgA anti-RBD e IgG anti-spike
aumentaram apos a aplicacao da terceira dose, conforme demonstrado por Zuo et al.,
2022 (Zuo et al., 2022) e Clemens et al., 2022 (Clemens et al., 2022). Com base nos
dados obtidos por essa pesquisa e nos dados da literatura, propomos que ambos 0s
regimes, homdlogo e heter6logo, parecem boas estratégias para induzir altos titulos de
anticorpos contra SARS-CoV-2 e possivelmente contra variantes virais, mas o reforco
heter6logo parece ser mais benéfico na indugdo da producdo desses anticorpos, como
mencionado por Filardi et al., 2023 (Filardi et al., 2023).

Para avaliar se fatores do hospedeiro, como sexo, idade e comorbidades,
poderiam influenciar na resposta as vacinas, esses fatores foram avaliados para
observar alteracdes na producdo de IgG e IgA anti-RBD e IgG anti-spike, uma vez que
algumas caracteristicas do hospedeiro podem interferir no desenvolvimento de
respostas imunes contra SARS-CoV-2 (Fernandes et al., 2023). Nao foram observadas
diferencas entre homens e mulheres do mesmo grupo vacinal na inducéo da resposta
imune humoral. No entanto, com base em nossos resultados, foi observada uma maior
inducdo de anticorpos por homens pertencentes ao grupo BNT162b2 quando
comparados a homens e mulheres de outros grupos, o que pode ser explicado por uma
resposta global de anticorpos mais elevada em individuos imunizados com a vacina de
mMRNA. Essas distin¢cdes observadas entre os sexos na indugéo de respostas imunes
estdo relacionadas a presenca de diferentes hormoénios sexuais e possiveis genes

imunes reguladores presentes no cromossomo X (Falahi et al., 2021). Isso pode ajudar
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a explicar por que, na maioria dos estudos de vacinas, niveis mais altos de anticorpos
foram observados em mulheres (Bayram et al., 2021; Fujigaki et al., 2022). A maior
producdo de anticorpos em homens encontrada em nosso estudo difere dos dados da
literatura, 0 que pode ser explicado pelo tamanho da amostra e pelas variacdes na
distribuicdo de homens e mulheres entre os grupos vacinais.

A proxima avaliagéo realizada de acordo com as caracteristicas bioldgicas foi
o efeito da idade na producéo de anticorpos. Ja foi demonstrado que o envelhecimento
é responsavel por uma diminuicdo da funcdo imune celular devido ao processo
conhecido como imunossenescéncia (Poland et al., 2018; Dietz et al., 2023). Além
disso, também pode afetar a producdo de anticorpos de alta afinidade porque esses
individuos normalmente ndo conseguem induzir uma resposta robusta de células B
(Cancro et al., 2009; Frasca et al., 2011; Dietz et al., 2023). Em nosso estudo, a idade
influenciou na producdo de IgG e IgA anti-RBD e 1gG anti-spike, pois foi observada
maior inducdo desses anticorpos em individuos mais jovens pertencentes ao grupo
BNT162b2 nos momentos de coleta pds-vacinal. Ndo observamos diferencas nos
niveis de 1gG e IgA anti-RBD e IgG anti-spike entre individuos de diferentes idades
do mesmo grupo vacinal. Alguns estudos, como o de Sugiyama et al., 2022, apontam
para uma resposta imune humoral mais robusta induzida em individuos mais jovens
apos um regime de duas doses de MRNA-1273 ou BNT162b2 (Sugiyama et al., 2022).
Segundo Medeiros et al., 2022, ap6s duas doses da CoronaVac, individuos com mais
de 55 anos apresentaram menor inducdo de resposta imune celular e humoral
(Medeiros et al., 2022). Neste trabalho, observamos padrdes distintos de producao de
anticorpos de acordo com as diferentes faixas etarias, o que pode ser explicado, entre
outros fatores, pela variacdo de idade presente nos grupos vacinais e outras
caracteristicas inerentes a cada vacinado.

Embora a presenca de comorbidades possa dificultar a indugdo de respostas
imunes por diferentes vacinas (Zimmermann et al., 2019; Dietz et al., 2023; Liu et al.,
2023), em nosso estudo ndo observamos diferencas estatisticas entre os niveis de 1gG
e IgA anti-RBD e a presenca de comorbidades. Por outro lado, individuos sem
comorbidades, vacinados com BNT162b2, apresentaram niveis mais elevados de IgG
anti-spike. Condi¢gdes como hipertensdo, doencas do sistema respiratorio e doencas
cardiovasculares podem exacerbar a COVID-19 (Yang et al., 2020 a). Portanto, o
mesmo achado pode ser aplicado ao desenvolvimento de prote¢do imunoldgica

induzida por vacinas em pessoas com doencas de base, conforme expresso por Dietz
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et al.,, 2023, que observaram menor eficdcia da vacina em individuos com
comorbidades (Chung et al., 2021; Dietz et al., 2023). Este dado da literatura pode
explicar a maior producdo de IgG anti-spike em individuos sem comorbidades
vacinados com BNT162b2 nesta coorte. A diversidade de comorbidades relatadas
pelos participantes foi grande, tornando as doengas altamente heterogéneas e, portanto,
dificeis de igualar. Isto pode ter influenciado em alguns dos resultados néo
significativos.

Nossa pesquisa demonstrou maior producdo de IgG e IgA anti-RBD em
individuos com histérico de infecgdo por SARS-CoV-2 em comparagdo a individuos
naive, durante o periodo de coleta de 4 a 6 meses apds a segunda dose, sugerindo que
a infeccdo poderia ter potencializado a producdo de anticorpos, principalmente para
individuos do grupo CoronaVac. Essa hipotese pode ser corroborada pelo estudo
realizado por Padoan et al., 2021, que mostraram niveis superiores de 1gG anti-S-RBD
em individuos previamente expostos a0 SARS-CoV-2 e imunizados com duas doses
da vacina BNT162b2 em comparacdo a individuos naive (Padoan et al., 2021). Chua
et al., 2022 sugeriram que a exposicao a proteina spike do SARS-CoV-2 por infeccdo
natural poderia amplificar a resposta imune direcionada ao virus e, consequentemente,
vacinas baseadas na spike (como BNT162b2 e ChAdOx1 nCoV-19) funcionariam
como um reforco para producdo de anticorpos especificos (Chua et al., 2022 b). Isso
poderia explicar por que os individuos em nossa coorte com infecgdo prévia por SARS-
CoV-2 apresentaram niveis mais altos de IgA e 1gG anti-RBD e 1gG anti-spike em
relacdo aos individuos ndo infectados, em 4 a 6 meses apés a segunda dose.

Algumas limitacBes de nosso estudo incluem o tamanho da coorte e as
diferencas entre idade e sexo em cada grupo de vacina. Essas limitagcdes poderiam ter
influenciado a anélise da producéo de anticorpos, mas a maioria dos resultados obtidos
neste trabalho, como a longevidade da resposta dos anticorpos e niveis superiores de
anticorpos induzidos pelo regime heterologo, sdo semelhantes aos de outros estudos
(Chiu et al., 2021; Doria-Rose et al., 2021; Padoan et al., 2021; Pegu et al., 2021,
Caglayan et al., 2022; Filardi et al., 2023). Outra limitacdo esta relacionada aos
periodos de coleta de sangue, que nem sempre foram pareados. Como a CoronaVac
foi a primeira vacina a ser aplicada no Brasil, quando iniciamos a coleta das amostras
de sangue de individuos imunizados por essa vacina, alguns intervalos de coleta ja
haviam sido ultrapassados. Apesar desses contratempos quanto aos periodos de coleta,

pudemos observar que no periodo de 4 a 6 meses apos a segunda dose, a maioria dos
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imunizados com as trés vacinas ainda apresentava niveis séricos detectaveis de 1gG e
IgA anti-RBD e 1gG anti-spike. As coletas longitudinais para avaliagdes cinéticas
impuseram limitacdes, pois varios individuos acabaram desistindo do estudo, o que
dificultou a manutencdo da coorte total nos periodos coletados. Além disso, como 0s
dados sobre a infecgdo por SARS-CoV-2 foram obtidos por meio de um questionério
aplicado aos participantes do estudo, é possivel haver inconsisténcias nas informagdes,
pois alguns individuos podem ter apresentado a forma assintomatica da infeccéo e,
consequentemente, a doenca pode néo ter sido relatada. 1sso pode ter prejudicado a
deteccdo precisa da influéncia da infeccdo por SARS-CoV-2 na producdo de
anticorpos.

A partir dos dados obtidos neste trabalho conseguimos avaliar como as
diferentes plataformas vacinais se comportam na inducdo dos anticorpos e como 0S
niveis das imunoglobulinas podem variar de acordo com as caracteristicas inerentes de

cada individuo.
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7. CONCLUSOES

Concluindo, duas doses das vacinas BNT162b2, ChAdOx1 nCoV-19 e
CoronaVac foram suficientes para induzir niveis detectaveis de anticorpos IgG e IgA

anti-RBD e IgG anti-spike. A dose de reforco heter6loga com BNT162b2 aumentou

os niveis de IgA e IgG anti-RBD e IgG anti-spike para CoronaVac e IgA anti-RBD

para vacinados do grupo ChAdOx1 nCoV-19. Além disso, individuos que

apresentaram

infeccdo por SARS-CoV-2 em qualquer momento do estudo

apresentaram niveis mais elevados de IgA e IgG anti-RBD, 4 a 6 meses ap0s a segunda

dose, em comparacdo a individuos ndo infectados. Novos estudos envolvendo coortes

maiores devem ser conduzidos para investigar e encontrar respostas para questdes néo

resolvidas.
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ANEXOS

ANEXOS -TCLE, Parecer do Comité de Etica

HC-UFG
Hospital das Clinicas “ “ U F G

Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) — Maior ‘. LS50
Titulo do projeto de pesquisa: Investigacdo do perfil viroldgico, imunoldgico e clinico
no contexto da pandemia COVID-19 em Goiénia — Goias

Vocé esta sendo convidado(a) a participar como voluntario(@) do projeto
“Investigagdo do perfil virologico, imunoldgico e clinico no contexto da pandemia
COVID-19 em Goiania — Goias”. Meu nome ¢ Fabiola Souza Fiaccadori, pesquisadora
responsavel pelo projeto, sou pesquisadora e professora do Instituto de Patologia Tropical
e Salde Publica da Universidade Federal de Goias (IPTSP/UFG) no Setor de
Microbiologia e area de atuacdo em Virologia.

Apds receber os esclarecimentos e as informac6es a seguir, se vocé concordar em
participar, para registrar sua concordancia sera realizada uma gravacéo de audio. Uma via
deste documento seré entregue a vocé. Esclareco que em caso de recusa na autorizacao,
vocé ndo serd penalizado(a) de forma alguma. Mas se concordar com a participacao, as
duvidas sobre a pesquisa poderdo ser esclarecidas, via e-mail pesquisa.covid-
19@gmail.com ou sob forma de ligacdo a cobrar, através do seguinte contato telefénico
(62) 3209-6122. Ao persistirem as davidas sobre os direitos da sua participacdo, vocé
também podera fazer contato com o Comité de Etica em Pesquisa (6rgo criado para
proteger o bem estar dos participantes de pesquisa, em sua integridade e dignidade,
visando contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos vigentes) da
Universidade Federal de Goias, pelo telefone (62) 3521-1215.

InformacGes sobre a Pesquisa:
Essa pesquisa tem por objetivo investigar a ocorréncia de diferentes virus

causadores de infeccOes respiratorias e gastroentéricas, assim como 0 novo coronavirus
associado a pandemia COVID-19. Diferentes aspectos serdo estudados e assim, os dados
obtidos poderdo melhorar as a¢Oes de tratamento e prevencdo destas doencas em nossa
comunidade. Como esta € uma infecgdo nova e que vem causando um grave problema

para toda a comunidade, este estudo torna-se muito importante.
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Procedimentos:
Ao aceitar participar do estudo, vocé sera avaliado(a) pela equipe de salde da

pesquisa, e os dados clinico/laboratoriais serdo analisados na pesquisa. Também sera
necessario coletar amostras clinicas (secrecdo nasal, sangue, urina e fezes).
Adicionalmente, serdo coletadas as amostras de forma seriada (a cada 3-5 dias), por até
duas semanas, respeitando a sua vontade particular e concordancia com o momento.

Todos os procedimentos serdo realizados por membros da equipe de pesquisadores
devidamente capacitados, no proprio ambiente de atendimento nas respectivas unidades,
sem a necessidade de comparecimento ou retorno ao hospital por motivo relacionado a
pesquisa. Serdo utilizados apenas material de coleta adequado, estéril e de qualidade,
garantindo a sua prevencao, o cuidado e a sua protecdo, minimizando 0s danos e riscos.

A coleta de swab nasofaringeo serd realizada utilizando swabs de Rayon, seguindo
0 protocolo recomendado. Este constitui procedimento geralmente indolor e ndo provoca
sangramento, entretanto, o procedimento pode gerar um leve desconforto. Na ocorréncia
desse fato, o pesquisador avaliard o tempo para o término do procedimento e a coleta
podera ser interrompida.

A coleta de sangue vai ser feita usando agulha e tubo de coleta descartaveis. Seréo
coletados de 10 a 20 mL (que corresponde a uma ou duas colheres de sopa) de sangue e
até 5 mL para criancas. Esse procedimento pode causar um leve desconforto, como dor
no local da puncao, e, raramente, pode levar ao aparecimento de uma mancha roxa ao
redor da picada (hematoma). Em um coletor estéril seré coletada cerca de 20 mL de urina
de forma esponténea e em outro coletor estéril sera feita a coleta de fezes espontanea, ndo
sendo utilizada a administracdo de qualquer medicamento ou instrumento. As coletas de
urina e fezes ndo causam nenhuma dor ou desconforto, havendo apenas o risco de
constrangimento.

Os exames que serdo realizados na pesquisa nao substituem os exames
regularmente realizados no hospital como parte do seguimento médico dos pacientes e, 0
atendimento na unidade de salde seguira por meio dos protocolos estabelecidos pela

unidade. A sua participacdo na pesquisa néo tera interferéncia neste atendimento.

97



Ao participar da pesquisa, vocé tem garantido os seguintes direitos:

1. De ter resposta a qualquer davida sobre os procedimentos, riscos e beneficios
relacionados com a pesquisa.

2. De que a sua participacdo na pesquisa é realizada de forma voluntéaria, ou seja,
ndo havera nenhum tipo de pagamento ou gratificacdo em adesdo a mesma.

3. De retirar o consentimento e deixar de participar do estudo a qualquer momento,
e isso ndo vai implicar em prejuizo de qualquer natureza;

4. Da seguranca de que vocé ndo sera identificado de nenhuma forma, sendo
garantindo o sigilo e a privacidade. Todas as informac6es serdo confidenciais.

5. De ter as entrevistas realizadas por pessoal treinado, em local privativo, com
perguntas feitas de modo a ndo causar constrangimento.

6. De ndo assumir qualquer despesa ao participar da pesquisa.

7. De pleitear indenizacdo diante de eventuais danos decorrentes da participacao

na pesquisa.

Assim, apds receber os esclarecimentos e as informacgfes, solicitamos sua
autorizacdo para que os dados clinico/laboratoriais facam parte do banco de dados da
pesquisa e que as amostras bioldgicas possam ser estocadas no banco de amostras, sob a
nossa guarda e que possam ser utilizadas em estudos de pesquisa médica ou educacional
futuros, respeitando as mesmas garantias acima.

No caso de novos estudos serem planejados com a utilizacdo do material bioldgico
armazenado, a sua escolha é:

[ ] Solicito novo contato para autorizar

[ 1 Autorizo a utilizagdo do material guardado em outras pesquisa, sem

necessidade de novo consentimento.
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Consentimento da sua participacédo na pesquisa

Eu, '

RG ou CPF , abaixo assinado concordo em participar do

estudo “Investigacao do perfil virolégico, imunologico e clinico no contexto da
pandemia COVID-19 em Goiénia — Goiés”, como participante de pesquisa. Informo ser
maior de 18 anos de idade, e destaco que minha participacdo nesta pesquisa é de carater
voluntério.

Fui devidamente informado e esclarecido por sobre a

pesquisa, 0s procedimentos envolvidos, assim com 0s possiveis riscos e beneficios
decorrentes da minha participagdo no estudo.

Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem
que isto leve a qualquer penalidade ou interrupcdo do seu acompanhamento
assisténcia/tratamento e que todas as informacgdes pessoais obtidas serdo mantidas em
sigilo. Declaro, portanto, que autorizo a execucao do trabalho de pesquisa e a divulgagéo

dos dados obtidos no projeto acima descrito.

Goiania, ........ o[ (o [T

Assinatura por extenso do participante

Assinatura por extenso do pesquisador responsavel

Assinatura Datiloscopica:

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos e aceite.

Nome: Assinatura;

Nome: Assinatura;
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Apresentacéo do Projeto:

A pandemia atual designada “doenga por coronavirus em 2019” (COVID-19) é causada pelo agente
inicialmente descrito como 2019 novel CoV (2019-nCoV) em 12 de janeiro de 2020 pela Organiza¢cdo Mundial
de Saude (O.M.S) e, posteriormente, denominado SARS-CoV-2 pelo Grupo de Estudos em Coronavirus do
Comité Internacional de Taxonomia de Virus (Gorbalenya et al., 2020). Teve seu epicentro na provincia de
Hubei, na China e, desde entéo, tem se disseminado para muitos outros paises. No dia 30 de janeiro de 2020,
a O.M.S declarou emergéncia global, em razdo do namero crescente de taxas de notificacdo de casos na
China e em outros paises (WHO,2020).

O mapeamento da evolugéo clinica dos pacientes infectados por agentes virais e tratamento empregado, a
determinacdo da frequéncia dos virus e de caracteristicas moleculares e fenotipicas das amostras virais
identificadas (em diferentes espécimes clinicos); além da modelagem bioinformética de ligages entre
proteinas virais e moléculas das células do hospedeiro, constituem aspectos fundamentais na obtencdo de
informacdes relevantes para o melhor entendimento de fatores de susceptibilidade/resisténcia do hospedeiro,
de aspectos da patogénese viral, bem como da epidemiologia molecular e evolugcéo desses agentes. Ainda,
a avaliacdo fenotipica de células envolvidas na resposta imune, citocinas e quimiocinas envolvidas, bem como
a determinacgédo dos correlatos da resposta imune e sua interacdo com a reposta imune celular e humoral séo
importantes para o delineamento da imunopatogénese da doenca e determinacdo dos fatores protetores,

sendo imprescindivel no contexto de um virus
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pandémico.

METODOLOGIA

Delineamento e Local do Estudo

Este projeto constitui um estudo de corte que sera desenvolvido no periodo de cinco (5) anos, sendo
considerados oito meses como periodo de coleta de dados e amostras, com data de inicio prevista para logo
apos aprovacao pelo Sistema CONEP/CEP em atendimento a deciséo da Plenéaria de 31 de janeiro de 2020
ao item 2 das recomendacdes: “Tramitacao prioritaria por solicitacdo da Conep - 2019-nCoV". Para realizacao
do estudo, foram selecionados trés hospitais vinculados ao Sistema Unico de Sautde (SUS) no Estado de
Goias e que foram estabelecidos como referéncia no atendimento a popula¢do no contexto da pandemia
COVID-19: Hospital das Clinicas (HC/UFG) e Hospital de Campanha do estado de Goids (HCAMP), que,
portanto representardo uma amostra significativa da populagéo acometida neste cenario, na cidade de Goiania
e regido. Para o estudo serdo recrutados pacientes atendidos nas

unidades e também profissionais envolvidos no processo de atendimento destes

individuos.

Para avaliagdo de dados clinicos, seréo utilizadas informagfes coletadas através da andlise de fichas de
investigacao clinica e prontuarios médicos. Nesta etapa, estardo envolvidos membros da equipe de pesquisa
gue atuam nestas unidades. Para realizacao das investigacdes de aspectos virologicos e imunolégicos, sera
ainda realizada coleta de diferentes espécimes clinicos (swab nasofaringeo, sangue/soro, urina e fezes) por
pessoal da equipe médica participante do estudo, a qual ainda podera ser realizada de forma seriada. Estas
andlises serdo desenvolvidas pela equipe de pesquisadores do Instituto de Patologia Tropica e Saude Publica
da UFG (IPTSP/UFG), pelas equipes dos Laboratérios: Laboratério de Virologia e Cultivo Celular (LabViCC);
Laboratério de Biologia Molecular e Tecnologias Aplicadas ao Diagnéstico (BIOTECFF/UFG); Laboratério de
Imunorregulacao (LIR) e Laboratério de Imunologia de Mucosas (LIM).

Populacdo do Estudo e Recrutamento

A populagdo sera constituida por dois grupos de individuos, com uma amostragem de 139 participantes,
considerando um nivel de significAncia de 95% e um erro de 5% para a uma prevaléncia estimada de 10%
na populacdo de Goiania-GO. Para o grupo 1 (gl) seréo selecionados aproximadamente 100 pacientes, que
estiverem em atendimento, por suspeita ou confirmacgéo de infeccdo pelo SARS-CoV-2, em pronto-socorro,

enfermaria ou unidade de terapia intensiva dos
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hospitais onde o estudo estara sendo realizado (HC e HCAMP). O grupo 2 (g2) sera composto por
aproximadamente 40 profissionais (equipe de salde, de limpeza e administrativa) que estejam em
desenvolvimento de suas atividades nos hospitais, durante a etapa de coleta.

Considerando a relevancia do potencial impacto da COVID-19 para a sociedade brasileira, sendo questao de
emergéncia global e o fato de que a CONEP instituiu carater de excepcionalidade para pesquisas no contexto
do novo coronavirus, propomos que a selecdo dos casos, bem como a coleta de dados e amostras dos
participantes da pesquisa, terd inicio imediato apos aprovacdo CONEP/CEP, ocorrendo no periodo de oito
meses. Os individuos serdo convidados a participar do estudo por um membro da equipe de pesquisa, oqual
apresentara os detalhes da pesquisa, esclarecendo davidas e questionamentos. Em seguida, sera feita a
leitura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para maiores de 18 anos e, no caso de
menores ou pacientes que ndo estejam em condi¢gBes de dar seu préprio consentimento,

para seus responsaveis legais. Nestas situa¢des, caso o responsavel legal ndo esteja

presencialmente na unidade de salde, sera realizado contato telefénico (por meio de

informacgdes do prontuério) e apds consulta prévia, agendado o melhor horéario para

apresentacéo e gravacao por audio do consentimento (Resolugédo 510/2016). Para menores de 18 anos, sera
utilizado Termo de Assentimento Livre e Esclarecido (TALE), com linguagem adequada ao entendimentodos
diferentes grupos etérios participantes (adolescentes e criangas). Apds novos esclarecimentos conforme
necessidade, sera solicitada a autorizacdo para participacdo no estudo. Entretando, considerando os riscos
de transmissé@o de SARS-Cov-2 por compartilhamento de objetos, esta etapa devera ser por meio de gravagéo
de 4audio (Resolucdo 510/2016), sendo respeitada a distancia de seguranca entre pesquisador e o individuo
recrutado.

Critérios de Incluséo

Seréo inclusos no grupo 1 da pesquisa, individuos de ambos os sexos, das

diferentes faixas etarias, que tenham sido atendidos nos hospitais durante o periodo de

coleta estabelecido, apresentando um dos critérios definidos pela OMS (avaliagédo

clinica), para classificagdo das sindromes clinicas associadas a infeccao por SARS-CoV2 (WHO, 2020):
Nivel 1 - Doenca ndo complicada - sinais e sintomas compativeis com quadro viral agudo de vias aéreas
superiores, sem sinais de desidratagéo, dispeia, sepse ou disfuncéo de 6rgaos.

Nivel 2 - Pneumonia sem complica¢fes: sinais e sintomas de comprometimento de vias aéreas inferiores
(tosse e aumento da frequéncia respiratéria) sem sinais de gravidade.

Nivel 3 - Pneumonia grave: sinais e sintomas de pneumonia com sinais de gravidade, como uso de
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musculatura acessoria.

Nivel 4 - Sindrome da AnguUstia Respiratéra Aguda: febre e/ou tosse associada a sinais e sintomas de
desconforto respiratério como taquipneia, uso de musculatura acessoéria ou batimento de aletos nasais,
cianose ou saturacgédo periférica de oxigénio 95%.

Nivel 5 e 6 - Sepse e Choque séptico.

Serao inclusos no grupo 2 da pesquisa, individuos de ambos os sexos, das diferentes faixas etarias, que
estejam desenvolvendo suas atividades profissionais (selecéo pela equipe clinica), que ndo relatem fator de
comprometimento de qualquer ordem, durante o periodo de coleta estabelecido. Poderdo ser inclusos os
profissionais que estejam assintomaticos ou mesmo aqueles apresentando alguma sintomatologia, seguindo
a mesma classificagdo com critérios estabelecidos pela OMS (WHO, 2020).

Critérios de Exclusdo

Serdo exclusos de ambos os grupos (1 e 2) da pesquisa, individuos que apés avaliagdo clinica, sejam
caracterizados com alguma outra condicao clinica que ndo corresponda aos critérios de classificacdo das

sindromes clinicas associadas a infeccdo por SARS-CoV-2 (WHO, 2020), ou que comprometam o
acompanhamento durante a realizacdo do estudo.

Coleta de Dados e Amostras
O formulario contendo dados clinicos serd preenchido por um entrevistador (médico, enfermeira,
técnico/bolsista) previamente treinado. Os demais dados clinicos como o desfecho da doenca seréo coletados
do prontuério médico. Os prontuarios médicos serdo revisados por médico responsavel, para a obtencao de
informacdes clinicas (doenca de base, intervengdes terapéuticas passadas e atuais, medicacaoutilizada), bem
como de dados laboratoriais.

Coleta de Amostras

Apé6s esclarecimentos e assinatura do TCLE/TALE se procedera a coleta das amostras clinicas (swab
nasofaringeo, e/ou aspirado traqueal, saliva, sangue/soro, urina e fezes), sendo realizada por um membro
treinado da equipe de pesquisadores, no ambiente de atendimento nas respectivas unidades do Hospital. As
coletas serdo realizadas no momento de recrutamento do individuo e posteriormente, de forma seriada para
0s casos internados, seguindo critérios descritos abaixo. Esses critérios foram discutidos pela equipe clinica
envolvida na proposta e foram assim estabelecidos, considerando procedimentos que assegurem a saude
dos individuos
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envolvidos na pesquisa. Desta forma, as coletas serdo realizadas seguindo o protocolo de rotina de exames
estabelecidos para a conduta clinica dos pacientes. Ressaltando que, a equipe clinica acompanhara o
processo e, conforme o estado clinico do paciente, as coletas para a pesquisa poderao ser encerradas, ou
mesmo o paciente ou seu responsavel solicitarem este encerramento, sem que isso altere qualquer protocolo
de atendimento do mesmo.

- Grupo 1 (populagdo crianga menores de 12 anos de idade): é proposta a realizacao de trés (3) momentos
de coletas (swab nasofaringeo, saliva, sangue/soro, urina e fezes). A primeira no momento do recrutamento,
a segunda com quatro ou cinco dias (4 ou 5) e a terceira com 14 ou 15 dias.

- Grupo 1 (individuos entre 12 e 18 anos e para maiores de 18 anos): € proposta a

primeira coleta no momento do recrutamento e, em seguida, uma coleta seriada a cada

dois ou trés dias (2 ou 3), conforme conduta clinica estabelecida para o individuo, para os

espécimes swab nasofaringeo, saliva, sangue/soro, urina e fezes, pelo periodo de até 15

dias. Para casos que a internacao se prolongue, é proposta coleta de sangue no dia 21 de

internacdo. Adicionalmente, para individuos maiores de 18 anos que estejam intubados, é

proposta a coleta de aspirado traqueal, por ser mais adequado.

- Grupo 2 (profissionais): os profissionais seréo convidados a participar da pesquisa

em seu ambiente de trabalho, entretanto, apés primeira consulta sera agendado horario e

local de escolha e definicdo do profissional (ambiente de trabalho, domiciliar ou outro de

escolha), para que o membro da equipe faca a apresentacéo detalhada da pesquisa. Para

0s casos de consentimento, sera realizada a primeira coleta no momento do recrutamento

e posteriormente a cada dois ou trés dias (2 ou 3), por periodo de até 15 dias, também em

local e horéario definido pelo participante (swab nasofaringeo, saliva, sangue/soro, urina e

fezes). Ap6s 21 dias da primeira coleta, € proposta uma coleta sanguinea. Sera

disponibilizado um contato da equipe de coleta, que estara destinada para se locomover e

realizar esta atividade visando minimizar constrangimento, qualquer outro dano ou risco

ao participante.

Todos os procedimentos serao realizados utilizando todo o material de coleta adequado, estéril e de qualidade,
garantindo prevencéo, cuidado e protecdo dos participantes da pesquisa, minimizando danos e riscos. Serédo
também utilizados os Equipamentos de Protec¢édo Individual apropriados para prevencao de contaminagao por
aerossois, goticulas e contato. Para tal serdo utilizadas mascaras N95 ou PFF3, gorro, 6culos, avental e luvas.
Para a coleta de swab nasofaringeo seréo utilizados swabs de Rayon, seguindo o protocolo
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recomendado pelo CDC. O material ser4 acondicionado dentro de um tubo plastico contendo meio de
transporte (solucdo de fosfato-salina com 0,5% de gelatina), em um container com gelo, para manter a
temperatura em 4°C e transportado ao Laboratério de Virologia e Cultivo Celular do IPTSP, em prazo nao
superior a 4 horas, sendo imediatamente processada e estocada em temperatura de -70°C, até a realizagao
dos ensaios moleculares.

A coleta de sangue sera realizada utilizando agulha e tubo de coleta descartaveis.

Serédo coletados entre 10 e 20 mL de sangue (para paciente adulto e conforme orientacao

clinica) e até 5 mL de sangue para criancas. Para coleta de urina seréa fornecido recipiente

especifico estéril com capacidade de coleta de 20mL. As coletas de fezes também serdo

realizadas em recipientes estéreis entregues ao individuo. A coleta de fezes e urina

podera ser realizada com auxilio de membro da equipe indicado, apenas na ocasido de

solicitacao pelo individuo ou seu responsavel legal. Todas as medidas que visem minimizar constrangimento
ou qualquer dano serdo empregadas.

Preparo das Amostras Clinicas

As secrecdes nasofaringeas/aspirado coletadas serdo processadas a fim de obter

uma solugdo homogénea sem células. Brevemente, jA& em meio essencial minimo, a

amostra € homogeneizada em vortex com o objetivo de liberar qualquer particula viral

para o meio. Em seguida, é centrifugado a 1300 rpm (rotagdo por minuto), 10°C por dez

minutos. O sobrenadante é separado do sedimento celular e armazenado adequadamente em criotubo a -
80°C até a realizacdo dos ensaios moleculares.

As amostras de sangue total serdo deixadas a temperatura ambiente até completa coagulacdo (periodo de
até 24 horas) com posterior centrifugagdo a 1500 rpm por 10 minutos para a obtencédo do soro. As amostras
de soro serdo entdo aliquotadas em frascos apropriados e armazenadas a -20°C e -80°C até o momento do
uso. As amostras de sangue total-EDTA serdo processadas, dentro de 4 horas apds a coleta, para o
isolamento das células mononucleares de sangue periférico (CMSP) por gradiente de densidade Ficoll-
Hypaque (d=1.077). Em seguida ser&o criopreservadas em solu¢éo constituida de 90% de soro fetal bovino
inativado (Sigma) e 10% de dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma) na concentracédo de 5 a 10 x 106 células/ critoubo
e mantidas em nitrogénio liquido.

O processamento das amostras de urina sera realizado a partir de uma centrifugacdo a 4.000 rpm por
quatro minutos, em seguida, o sobrenadante sera aliquotado, aproximadamente 1 mL, e armazenado em
criotubos a -80°C até a realizacédo dos ensaios laboratoriais.
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As amostras de fezes, serdo coletadas em frascos coletores estéreis e estocadas

no laboratério de Virologia/IPTSP/UFG a -20°C até o o preparo das suspensées fecais. As

amostras fecais serdo inicialmente processadas para a obtencdo de uma suspenséo fecal

a 20% em tampao salina fosfato (PBS) pH 7,4. As suspensfes serdo homogeneizadas e

clarificadas por centrifugacéo a 4.200 x g 10 minutos. Os sobrenadantes serdo colhidos e

estocados a -20°C até o uso.

O material genético viral (RNA ou DNA) sera extraido a partir de 200uL da amostra processada utilizando Kit
comercial e seguindo as instru¢des do fabricante. O procedimento é realizado de forma a evitar possiveis
contaminag®es, além da adicdo de um controle negativo (tubo contendo agua MiliQ) em cada extracao
realizada.

Alternativamente podera ser realizada extracéo utilizando método a partir do reagente

trizol.

As etapas referentes ao recebimento, processamento e diagndstico laboratorial seguirdo as praticas e
procedimentos definidos em biosseguranca para amostras clinicas de pacientes com suspeita ou com
confirmacgédo de infec¢@o pelo COVID-19, seguindo praticas de contengdo NB2 (OPAS, Orientacdes em
Biosseguranca Laboratorial, 2020).

Triagem Molecular

As amostras obtidas a partir dos diferentes espécimes clinicos coletados serdo todas submetidas a ensaios
de deteccdo molecular para o painel de agentes virais respiratérios e gastroentéricos, seguindo
monitoramento destes agentes ja estabelecido no LabViCC/IPSP/UFG e, usando protocolos e metodologias
padronizados. Para a deteccdo de SARS-CoV-2, sera padronizada a metodologia, seguindo recomendacgdes
e protocolo CDC.

Extragdo de Material Genético Viral

O material genético viral (RNA ou DNA) serd extraido a partir de 200puL da

amostra processada utilizando Kit comercial e seguindo as instru¢fes do fabricante. O
procedimento é realizado de forma a evitar possiveis contaminacdes, além da adicéo de
um controle negativo (tubo contendo agua MiliQ) em cada extracao realizada.
Alternativamente podera ser realizada extracéo utilizando método a partir do reagente
trizol.

4.6.2. Deteccéo de Genoma Viral

Para os virus DNA, a pesquisa de acido nucléico viral sera realizada diretamente,

a partir dos produtos de extracéo, sendo utilizada a metodologia de PCR (Reacédo em
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Cadeia pela Polimerase) ou gPCR (Reacdo em Cadeia pela Polimerase em Tempo Real).

Utilizando pares de iniciadores (e sondas para qPCR) especificos, seguindo protocolos

previamente estabelecidos. Para alguns virus RNA, a metodologia disponivel é a RT-PCR

(Reacdo em Cadeia pela Polimerase Pos Transcrigcdo Reversa). Para esses, o produto da

extracdo devera ser submetido a reacdo de transcricdo para sintese do cDNA, utilizando

iniciadores randémico. O produto obtido sera entdo submetido a reagdo de amplificacéo

utilizando os pares de iniciadores especificos e protocolos previamente estabelecidos.

Para a pesquisa de alguns virus RNA, a metodologia de RT-gPCR (Reacédo em Cadeia

pela Polimerase Pés Transcricdo Reversa em Tempo Real) esté estabelecida, nestes

casos, o produto de extracéo sera diretamente submetido a reacao, utilizando pares de

iniciadores, sondas e protocolos estabelecidos e padronizados. Em especifico, para a pesquisa do genoma
viral de SARS-CoV-2, o produto de extracdo obtido serd submetido a reacdo de RT-qPCR seguindo o
protocolo descrito por Corman et al. 2020. A técnica utiliza trés pares de iniciadores e sondas paradiferentes
regides do genoma do SARS-CoV-2: gene RdRp, gene E e gene N. Para a reacdo sera utilizado Kit comercial
e a reagdo serd processada em aparelho Rotor — Gene Q (Qiagen®), seguindo ciclagem proposta no
protocolo.

Caracterizagdo Molecular

As amostras positivas para algum dos virus pesquisados, serdo submetidas a caracterizacdo molecular.
Assim, se procedera uma RT-PCR convencional para amplificagdo dos fragmentos a serem sequenciados,
utilizando protocolos descritos previamente a partir de iniciadores especificos.

Os produtos obtidos nas reacdes de amplificacdo serdo purificados utilizando o sistema comercial QIAquick
PCR Purification (QIAGEN, Valencia EUA), seguindo instru¢des do fabricante. A reacédo de seqlienciamento
gendmico sera realizada diretamente, a partir do produto de purificacdo, em ambas as dire¢des, utilizando o
sequenciador automético de DNA (MegaBACE ABI 3130/Applied Biosystems), segundo procedimento descrito
por Sanger et al. (1977). A reacao sera realizada utilizando o Kit BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready
reaction (Applied Biosystems). A qualidade dos eletroferogramas gerados e a formacéo das sequéncias consenso
(contig) serdo realizadas utilizando os programas Phred/Phrap implementados no programa
CodonCodeAligner 3.7.1 (Sequence Assembly and Alignment Software -

CodonCode Corporation) (Ewing & Green, 1998). A identidade das sequéncias sera confirmada por
alinhamento simples local com sequéncias de referéncia depositadas no National Center for Biotechnology
Information Database (NCBID) (www.nchi.nlm.nih.gov/genebank/index.html),
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utilizando o algoritmo BLASTn (nucleotide blast) (Altschul et al., 1990), alinhadas usando o programa Mega
5.0 (Thompson et al., 1997) e editadas usando o Jalview. As sequéncias Unicas, alinhadas e editadas serdo
utilizadas para a analise filogenética.

O melhor modelo de substituicdo de nucleotideos sera selecionado pelo programa

jModelTest (versdo 2.1). A partir do modelo selecionado no jModelTest (verséo 2.1) serao

empregadas trés metodologias para a inferéncia filogenética: maxima verossimilhanca por

meio do programa PhyML 3.0, analise bayesiana com o Mr. Bayes versao 3.2.1 e

distancia com o MEGA 7. Os trés resultados serdo comparados para comprovar a

robustez das arvores filogenéticas.

Sequenciamento NGS

Para o sequenciamento viral visando avaliar mutac¢des intra e entre hospedeiros

serd utilizada metodologia de sequenciamento de nova geracdo (NGS). Para tal, o rRNA

do hospedeiro sera removido das amostras de RNA extraidas positivas como descrito

anteriormente (Matranga et al., 2014), usando o NEBNext rRNA Depletion Kit (New England Biolabs,Ipswich,
MA, EUA). O ssRNA viral livre de rRNA seré utilizado para a sintese de cDNA utilizando o kit SuperScript®
VILO™ cDNA Synthesis Kit (Life Technologies, Carlsbad, California, EUA) com a preparagdo da biblioteca
lllumina descrita previamente (Matranga et al., 2014). O double-stranded cDNA (dscDNA) seréa fragmentado
com o Nextera DNA Sample Preparation kit (Illumina). As bibliotecas serdo preparadas utilizando o MiSeq
Reagent Nano Kit v2 (lllumina). Brevemente, cada amostra sera quantificada utilizando o Qubit 2.0 Fluorometer
(Thermo Fisher). Apés esta etapa, sera utilizado cinco nanogramas (ng) de cada amostra e estas serao
fragmentadas por rea¢do enzimética em placa. Em seguida, serd adiciona assequéncias de adaptadores nas
extremidades dos fragmentos, permitindo que esses possam ser amplificados por PCR nos passos
subsequentes.

Na amplificacdo serd realizada a ciclagem padréo estabelecida pelo fabricante,

onde um par de index (barcodes) sera adicionado a cada amostra, permitindo a

identificacdo dos resultados posteriormente. Apos a etapa de amplificacdo a biblioteca

sera purificada para retirar excessos de sais, enzimas, adaptadores e outros reagentes.

Na préxima etapa, sera realizada a normalizacéo, amplificacdo e o sequenciamento. As

sequéncias de DNA da biblioteca de cada amostra seréo hibridizadas com sondas na flow

cells a partir do terminal 3’ e da extremidade 5'. Para o0 processamento e a montagem das

leituras obtidas pelo sequenciamento no HISEQ/lllumina em reads, serdo utilizados dois

softwares CLCgenomics (CLCBio, Qiagen) e Bowtie. Ensaio de ELISA “in house”

A fim de se estimar a soroprevaléncia nos grupos sintomatico e assintomatico do
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estudo, serd utilizado um ensaio de ELISA "in house" para a pesquisa de anticorpos das

classes IgM e 1gG no soro dos pacientes. O ensaio sera composto de antigenos do

SARS-CoV-2 (glicoproteina S recombinante) e soro hiperimune (insumos seréo

gentilmente cedidos por Dr. Marli Azevedo do "Food and Drug Administration" -FDA,EUA).

Determinacdo de STREM-1 e CD147

A partir de amostras de soro/plasma dos individuos envolvidos no presente estudo,

serd realizada a determinag&o dos niveis de STREM-1 e CD147 por ensaioimunoenzimatico (ELISA) seguindo
as especificacdes do fabricante (R&D Systems,Mienapolis, MN, EUA).

Selecado de Peptideos Epitopos CD8 e CD4 serdo selecionados com base na probabilidade de ligacdo as
moléculas do complexo de histocompatibilidade principal (MHC) de classe | e Il humanas,utilizando
sequéncias do genoma do SARS-CoV-2 circulante no Brasil disponiveis em

bancos de dados. Serao utilizadas plataformas como IEDB Immune Epitope Database

And Analysis Resource - http://www.iedb.org/#) e Proped. Resposta Imune Especifica de Células T 2x106
PBMC/mI seréo estimuladas com 5 ug/ml de pool de peptideos de SARSCoV-2, controle positivo (SEB), por
5h ou 12h e producéo de citocinas tais como IFNgama, IL-2, TNF-alfa, IL-17, IL-4, IL-10 detectada por
citometria de fluxo. Para deteccéo

de citocinas nos sobrenandantes as células serdo deixadas em cultura por 24 ou 48h. A

proliferacéo celular sera feita utilizando CFSE por Citometria de fluxo.

Perfil de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento

Serdo determinadas no soro ou plasma ou em outros fldidos bioldgicos coletados

dos individuos utilizando um painel de 27 citocinas anti-nflamatérias e inflamatérias por

Luminex (kit de Bio — Plex, BioRad) conforme descrito em Barros et al., 2018 ou por kits

de ELISA, conforme instru¢cdes do fabricante.

Citometria de fluxo

Caracterizagdo das subpopulagdes de linfocitos TCD4+ e TCD8+ (naive, efetoras ou subpopulagfes de
memdéria), mondacitos, linfécitos B, demais células no sangue periférico e secre¢des. Thl (T-bet e CXCR3),
Th2 (Gata-3, CCR4), Thl7 (RORgt e CCR7/ CCR6), Tth (Bcl6é, CXCR5) e Treg pelo Foxp3. PBMC seréo
descongeladas e marcadas com anticorpos para live/dead, CD3, CD4, CXCR3, CCR4, CCR6, CCR7,CXCR5
com distintos fluorocromos. Células serdo permeabilizadas e incubadas com anticorpos para T-bet, Gata3,
RORGgt, Bcl6 e Foxp3 marcados. Para linfocitos B naive e de memoria, PBMC serdo marcadas com antiCD3,
antiCD19 e antiCD27. E mondcitos serdo utilizados CD14 e CD16. E marcadores de ativagdo (CD38, CD69,
CD25, HLA-DR) e regulagéo (PD-1, Tim-3, Lag-3, CTLA-4) e células T de memdéria (CD45RA,CCR7, CD27,
CD95).
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Para marcadores de imunidade inata seréo utilizados anticorpos anti-TLR, RIG, NOD (inflamassoma), entre
outros. Sera utilizada marcagao para excluir células mortas

(live/dead, Invitrogen). Células seréo adquiridas em FACSCANTO ou Fortessa (BD) e

analisadas no softwarFlowJo.

Transcriptoma (RNAseq) e Metabolémica

A extracdo de RNA de células ou sangue total sera realizada utilizando o kit RNeasy Mini Kit (Qiagen). A
andlise do transcriptoma sera realizada utilizando mRNA-Seq (lllumina 1x50pb sequenciamento). Para
identificar genes diferencialmente expressos entre diferentes grupos serdo utilizados pacotes DESeq2
(Nakaya et al., 2016). Assinaturas associadas com a evolugdo clinica serdo identificadas. As amostras
coletadsas serdo utilizadas para identificacdo de metabdlitos diferencialmente expressos por UHPLC- MS/MS
e IM-MS (Gardinassi et al., 2017).

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Geral

Investigar o perfil virologico, imunoldgico e clinico em populag&o sintomética atendida em hospitais de Goiania
(Hospital das Clinicas - HC/EPSER/UFG e Hospital de Campanha do estado de Goias - HCAMP) e
profissionais dessas instituigdes.

Objetivos Especificos

Realizar o acompanhamento clinico e laboratorial de pacientes em atendimento e profissionais selecionados,
de modo a avaliar a evolucéo clinica e aspectos laboratoriais relevantes dos participantes do estudo;
Determinar a frequéncia dos virus respiratorios e gastroentéricos pesquisados na populagéo de estudo e a
ocorréncia de coinfec¢cdo por esses agentes;

Estimar a soroprevaléncia para o SARS-CoV-2 nos grupos de sintomaticos e assintomaticos da populacéo
de estudo através da pesquisa de anticorpos das classes IgM e IgG;

Relacionar as caracteristicas clinicas/laboratoriais identificadas nos diferentes grupos estudados com a
positividade para os virus investigados;

Relacionar os desfechos dos quadros clinicos observados a positividade para os virus investigados;
Identificar a presenca de genomas virais, estimar a carga viral e avaliar o tempo de excrecéo viral nas
diferentes amostras clinicas coletadas (swab nasofaringeo, sangue/soro, urina, fezes);

Caracterizar molecularmente as amostras virais identificadas, procurando identificar possiveis mutacdes

intra- e inter- hospedeiros, além de avaliar aspectos da evolucéo viral, relégio molecular
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dos virus e perfil filogeografico;

Identificar a ocorréncia de recombinantes dos virus nos espécimes clinicos da populacdo de estudo;
Determinar a producdo no soro/plasma do sTREM-1 e CD147 e estabelecer correlagdes com sintomas
clinicos dos individuos envolvidos nesse estudo;

Avaliar os papeis do sTREM-1 e CD147 como fatores prognésticos clinicos e/ou de resposta terapéutica;
Avaliar a produgéo de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento no plasma ou soro frente a infec¢des
virais, investigando a frequéncia de subpopulagdes de células T e B, naive e de memdria no sangue
periférico dos participantes;

Avaliar a resposta inata e imune especifica aos virus identificados apds estimulag¢éo in vitro das células
mononucleares do sangue periférico com antigenos virais (que serdo selecionados ao longo do estudo e
sintetizados) e investigar a produc¢édo de citocinas e/ou ganzimas e perforinas por linfocitos T CD4 e T CDS8;
Caracterizar os perfis transcriptdbmicos no sangue periférico ou células do sangue e os perfis metabolémicos
no plasma, urina ou outros fluidos corporais de individuos infectados e controles néo infectados;
Correlacionar os dados viroldgicos e imunoldgicos identificados aos fatores epidemioldgicos avaliados, bem
como as caracteristicas clinicas na populacéo investigada.

Avaliacéo dos Riscos e Beneficios:

RISCOS: Todos os procedimentos de abordagem e coleta serdo realizados por membros da equipe
devidamente treinados e capacitados, e sempre apés explicacdo dos procedimentos. A coleta de fezes e urina
sera realizada pelo préprio individuo e apenas, em caso de necessidade, auxiliados por membro da equipe.
Estes procedimentos sdo indolores e todas as medidas para minimizar qualquer possivel constrangimento
serdo aplicadas. A coleta de swab nasofaringeo constitui procedimento geralmente indolor e ndo provoca
sangramento, entretanto, o procedimento pode gerar um leve desconforto.

Na ocorréncia desse fato, o pesquisador avaliara o tempo para o término do procedimento e a coleta podera
ser interrompida. O procedimento de coleta de sangue pode causar um leve desconforto, como dor no local
da puncao, e podendo levar ao aparecimento de uma mancha roxa ao redor da picada (hematoma). Sera
realizado utilizando material de coleta adequado de qualidade, estéril e descartavel e equipamentos de
protecdo individual pelo coletador, sendo garantida prevencdo, cuidado e protecdo dos participantes da
pesquisa. Serdo tomadas todas as
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medidas

possiveis visando minimizar constrangimento, dor, desconforto ou qualquer outro dano

ou risco ao individuo.

BENEFICIOS: Os participantes da pesquisa ou seus responsaveis legais também serdo esclarecidos sobre
a importancia de sua participacdo neste estudo, visando aumentar o conhecimento a respeito da COVID-19,
doenca ocasionada pela infeccdo pelo SARS-CoV-2, demais aspectos envolvidos neste processo, bem como
de outros agentes virais potencialmente associados. Serdo informados, de que as informacdes obtidasa partir
dos resultados da pesquisa, auxiliardo na elaboracéo, ampliacdo e direcionamento de medidas mais eficientes
de tratamento e controle para estas infec¢des.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Os pesquisadores responderam as pendéncias:

As solicitagdes do Comité de Etica em Pesquisa foram atendidas conforme enumeradas abaixo.

1. Informar como profissionais de saude assintométicos, que podem estar sobrecarregados

no trabalho neste momento pandémico, serdao convidados a participar sem que haja omprometimento de
suas tarefas (horarios alternativos, coleta domiciliar, etc).

No item 4.4.2, 40. paragrafo, pagina 17 da proposta, foi detalhado o procedimento para

abordagem e coleta dos profissionais participantes da pesquisa. Adequacdes também foram

realizadas no documento do TCLE.

2. Apresentar a estratégia realizada para a coleta seriada (a cada 3-5 dias) de amostras

bioldgicas, por até duas semanas. A frase "respeitando as caracteristicas particulares de

cada individuo e apenas, se estiverem aptos para novas coletas" deve ser esclarecida:

poderdo ser coletadas 4 amostras de sangue, por exemplo? Em que circunstancias serao

coletadas mais ou menos amostras. Os participantes devem ser completamente esclarecidos sobre essas
circunstancias, numero de amostras coletadas e quando - e da possibilidade de desistir em qualquer momento,
mesmo ja tendo realizado uma coleta de amostra.

No item 4.4.2, do 1o. ao 30. paragrafo, paginas 16 e 17 da proposta, foi detalhado o

procedimento para abordagem e coleta, considerando diferentes aspectos para coleta

seriada nos participantes da pesquisa. Adequacdes também foram realizadas nos

documentos do TCLE.

3. Informar como sera o processo de TCLE para participantes que estejam graves ou sedados,
considerando que ndo haverd visitas pelos familiares?

No item 4.2, no 20. paragrafo, pagina 12, linhas 11 a 14, foi detalhado o procedimento para
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realizacdo do contato com a familia do paciente e aplicacdo do TCLE.

4. Apresentar a estratégia para informar os resultados de exames aos participantes com a

agilidade e rapidez necesséarias ao momento pandémico. Essa informagéo também deve ser

registrada no TCLE que deve detalhar como (e quando) serdo informados os resultados de

exames a cada participante, sintomatico ou néo.

A realizagdo da pesquisa nao ira interferir na rotina de avaliagdo laboratorial e diagnostica estabelecida pela
unidade. Entretanto, a equipe de pesquisa estad comprometida com o encaminhamento dos resultados o mais
breve possivel sejam obtidos. Esta proposta uma

rotina de processamento semanal para obtencao dos resultados.

5. No TCLE apresentado foi solicitado CPF, o que ndo deve ocorrer. Também nao devera haver campo para
assinaturas dos participantes, uma vez que nao serdo coletadas (bem como assinatura dactiloscépica). Deve
ser mantido campo para a assinatura (e data) do pesquisador que realizou o processo de informacéo ecoleta
do consentimento verbal gravado. Todo esse processo deve ser registrado nos documentos fontes do estudo
-na ficha de cada participante.

Agradecemos todas as corre¢des e informamos que os documentos foram adequados conforme todas as
observagoes.

6. Os TCLES deverdo ser revisados para adequacédo da linguagem para cada tipo de convidado a participar,
usando linguagem apropriada, evitando o excesso de termos técnicos.

Concordamos com todas as observacdes, as quais foram consideradas e adequadas, conforme orientacéo
para distincdo dos TCLEs.

7. Devera ser excluido, de todos os termos, o questionamento sobre a possibilidade de ndo

assinatura de novo TCLE para uso futuro de amostras.

Concordamos totalmente, o questionamento foi retirado de todos os documentos.

8. Apresentar, nos termos, os dados do CEP do HC UFG Ebserh que realiza apreciacao ética deste estudo
(e ndo do CEP da UFG).

Nos desculpamos pelo ocorrido e informamos que foi realizada a corre¢cdo em todos os documentos.

9. Nao foi encontrado o termo de anuéncia do Hospital HUGOL. Solicitamos a postagem do

mesmo.

Estavamos no aguardo do hospital (HUGOL) sobre o termo de anuéncia, como ainda ndo foi possivel
receber, optamos por dar prosseguimento retirando ele da proposta.

Andlise: todas as pendéncias foram atendidas.
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Considerag@es sobre os Termos de apresentacéo obrigatéria:

Todos adequadamente apresentados

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Este estudo nédo apresenta Obices éticos.

Considerag@es Finais a critério do CEP:
Este Protocolo de Pesquisa foi APROVADO na sua totalidade, de acordo com as Resolucdes 466/12 e

complementares do Conselho Nacional de Saude. Os
aspectos que foram considerados para que esta decisdo fosse tomada constam no parecer. A pesquisa
poderd ser iniciada e toda e qualquer alteragdo no protocolo devera ser comunicada ao CEP/HC/UFG,

assim como relatérios semestrais e finais, notificagdo de eventos adversos e eventuais emendas ou

modifica¢cdes no protocolo.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

B ™

mo

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacoes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 0170572020 Aceito
do Projeto ROJETO_1536681.pdf 19:52:46
Projeto Detalhado / Projeto CONEP_2aVersao.pdf 01/05/2020 | Fabiola Souza Aceito
Brochura 19:52:26 Fiaccadori
Investigador
TCLE/ Termos de TCLE_ProfissionaLpdf 01/05/2020 | Fabiola Souza Aceito
Assentimento / 19:50:37 Fiaccadori
Justificativa de
Auséncia
TCLE/ Termos de TCLE_Responsa\/eLpdf 01/05/2020 | Fabiola Souza Aceito
Assentimento / 19:50:25 Fiaccadori
Justificativa de
Auséncia
TCLE/ Termos de | TALE_Menor.pdf 01/05/2020 | Fabiola Souza Aceito
Assentimento / - 19:50:12 Fiaccadori
Justificativa de
Auséncia
TCLE/ Termos de | TCLE_Paciente.pdf 0T/05/2020 | Fabiola Souza Aceito
Assentimento / - 19:49:36 Fiaccadori
Justificativa de
Auséncia
Outros Resposta_Pendencia.pdf 0170572020 | Fabiola Souza Aceito

19:47:21 Fiaccadori
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Declaracao de Termo_HCAMP.pdf TG6/0472020 | Fabiola Souza Aceito

Instituicdo e - 18:53:00 | Fiaccadori

Infraestrutura

Declaracao de Termo DivisaoMedica_pdf 16/04/2020 | Fabiola Souza Aceito

Instituicdo e - 18:52:41 | Fiaccadori

Infraestrutura

Declaracao de Termo_GEP_HC.pdf 1670472020 | Fabiola Souza Aceito

Instituicdo e - - 18:52:27 | Fiaccadori

Infraestrutura

DeC|ara§a0 de Termo_Pesquisadores_pdf 16/04/2020 | Fabiola Souza Aceito

Pesquisadores 18:19:57 | Fiaccadori

Cronograma Cronograma.pdf 1470472020 | Fabiola Souza Aceito
20:56:04 | Fiaccadori

Folha de Rosto FolhaRosto.pdf 1470472020 | Fabiola Souza Aceito
16:26:19 | Fiaccadori

Situacéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

GOIANIA, 11 de Maio de 2020

Assinado por:

JOSE MARIO COELHO MORAES

(Coordenador(a))
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