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RESUMO

A vacinagdo ¢ uma estratégia eficaz de preven¢do. Varios estudos comprovam que ela
reduz a ocorréncia de infe¢cdes por COVID-19, bem como a gravidade dos sintomas e a
mortalidade associada a doenga. Tanto a infe¢ao natural pelo virus SARS-CoV-2, quanto
a imunizagdo por meio da vacina¢do desencadeiam uma resposta imunologica que resulta
na produ¢do de anticorpos direcionados contra a proteina viral Spike (IgG anti-S). Em
pessoas vacinadas, com vacinas de tecnologia de RNA mensageiro, ¢ possivel identificar
aquelas que foram recentemente infetadas por meio da detecdo de anticorpos contra a
proteina Nucleocapsideo (IgG anti-N) e essa reatividade observada sera exclusivamente
devido a infecdo e ndo a vacinagdo, uma vez que a proteina Nucleocapsideo ndo ¢ o alvo

na formulagao dessas vacinas.

O principal objetivo deste estudo foi avaliar a imunidade humoral em profissionais de
satde, da Unidade Local de Satide do Nordeste de Braganga e em utentes de lares da
terceira idade, também do distrito de Braganca. Esta avalia¢@o foi realizada em momentos
distintos, o primeiro antes da administragdo da primeira dose de refor¢o da vacina
COVID-19 (T1) e, a segunda, antes da 2* dose de refor¢o (T2), através de uma
quantifica¢do de anticorpos especificos anti-SARS-CoV-2, no soro dos participantes. O
estudo envolveu 231 profissionais de satde, 148 (79,2%) mulheres e 74 (20,8%) homens,
com uma média de idades de 48,9+£10,1 anos e 222 utentes de lares de idosos, 148 (66,6%)
mulheres e 74 (33,3%) homens, com uma média de idades de 87,2+8,1 anos. Todos os
participantes foram vacinados com os esquemas de vacinacdo definido pelo Servigo

Nacional de Saude.

Os testes serologicos foram realizados em amostras de soro através de um Imunoensaio
de microparticulas quimioluminescentes. Para tal, foram utilizados os ensaios da Abbott,
SARS-CoV-2 IgG II, que quantifica os anticorpos contra a proteina da espicula (Spike;
anti-S/RBD) e Quant e SARS-CoV-2 IgG Quant I que nos da a reatividade para os
anticorpos anti-nucleocapsideo (anti-N), no equipamento ARCHITECT i1000SR
(Abbott).

Na analise qualitativa, definindo pontos de corte estabelecidos pelo fabricante, foram
identificadas diferencas significativas na reatividade para anti-N e anti-S, de acordo com
a data da colheita (T1 ou T2). Em ambos os grupos verificou-se um aumento consideravel

na reatividade contra os anticorpos anti-N em T2, o que sugere um aumento na
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percentagem de individuos com infe¢do recente na segunda colheita uma vez que estes
anticorpos resultam da resposta a infe¢do e ndo como resultado da inoculagdo. Para os
anticorpos anti-S, a reatividade em T1 foi de 95.5% para os idosos € 99.5% e em T2 foi
de 100% para ambos os grupos. A analise quantitativa dos anticorpos anti-S revelou
diferengas significativas entre os niveis de anticorpos apresentados em unidades de
ligacdo a anticorpo (BAU) nos dois periodos em estudo. Para o total de participantes do
grupo de utentes de lares e profissionais de saude e os valores foram muito superiores em
T2 vs T1, foram respetivamente [mediana; Interquartil;IQR], 4015.7 [1709.9; 5680.0] vs.
278.2 [72.4; 1086.5] para os utentes de lares, como no grupo de profissionais de satde
455.3 [160.4; 1608.7] vs. 104.6 [50.9; 342.1]. A mesma diferenca foi observada quando

a amostra foi estratificada pelo sexo e pelas categorias “com infecdo” e “sem infe¢ao”.

Na andlise dos grupos em estudo, observamos uma seroprevaléncia substancialmente
mais elevada dos anticorpos anti-S e anti-N no periodo que precede a segunda dose de
reforgo em comparacdo com a primeira. Os participantes apresentaram niveis de
anticorpos anti-S significativamente superiores na segunda colheita, sugerindo uma

resposta robusta a administracdo da dose adicional e ao aumento do numero de infecdes.

Embora estes resultados sejam promissores para compreender a cinética de variacdo de
anticorpos na COVID-19, a eficacia protetora precisa ser corroborada por estudos
adicionais, incluindo investigagdes sobre a capacidade de neutralizacdo e a imunidade

celular.

Palavras-Chave: COVID-19; SARS-CoV-2; vacinacio, imunidade humoral,

anticorpos IgG, anti-Nucleocapside; anti- Spike.



ABSTRACT

Vaccination is an effective preventive strategy. Several studies confirm its ability to
reduce the incidence of COVID-19 infections, as well as the severity of symptoms and
mortality associated with the disease. Both natural infection with the SARS-CoV-2 virus
and immunization through vaccination trigger an immune response that results in the
production of antibodies directed against the viral Spike protein (anti-S IgG). In
individuals vaccinated with mRNA technology vaccines, it is possible to identify those
who were recently infected by detecting antibodies against the Nucleocapsid protein
(anti-N IgQ), and this reactivity observed will be exclusively due to the infection and not
the vaccination, as the Nucleocapsid protein is not the target in the formulation of these

vaccines.

The main objective of this study was to assess humoral immunity in healthcare
professionals from the Northeast Braganca Local Health Unit and in elderly care home
residents in the Braganga district. This assessment was conducted at different times, the
first before the administration of the first COVID-19 booster dose (T1), and the second
before the 2nd booster dose (T2), by quantifying specific anti-SARS-CoV-2 antibodies
in the participants' serum. The study involved 231 healthcare professionals, 148 (79.2%)
women and 74 (20.8%) men, with an average age of 48,9+10,1 years, and 222 elderly
care home residents, 148 (66.6%) women and 74 (33.3%) men, with an average age of
87,2+8,1 years. All participants were vaccinated according to the vaccination schedules

defined by the National Health Service.

The serological tests were conducted on serum samples using a Chemiluminescent
Microparticle Immunoassay. Specifically, the Abbott assays, SARS-CoV-2 IgG II, which
quantifies antibodies against the spike protein (Spike; anti-S/RBD), and Quant and
SARS-CoV-2 IgG Quant I, which assess reactivity for anti-nucleocapsid antibodies (anti-
N), were employed on the ARCHITECT 11000SR equipment (Abbott).

In the qualitative analysis, defining cutoff points established by the manufacturer,
significant differences in reactivity for anti-N and anti-S were identified based on the
sample collection date (T1 or T2). In both groups, a substantial increase in reactivity
against anti-N antibodies at T2 was observed, suggesting an elevation in the percentage
of individuals with recent infection in the second collection, as these antibodies result

from the response to infection rather than vaccination. For anti-S antibodies, reactivity at
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T1 was 95.5% for the elderly and 99.5% for both groups, increasing to 100% at T2 for
both groups.

Quantitative analysis of anti-S antibodies showed significant differences in the levels of
antibodies presented in antibody binding units (BAU) during the two periods under study.
For the total participants in the nursing home residents and healthcare professionals
group, the values were much higher in T2 vs T1, respectively [median; Interquartile
Range; IQR], 4015.7 [1709.9; 5680.0] vs. 278.2 [72.4; 1086.5] for nursing home
residents, and in the healthcare professionals group, 455.3 [160.4; 1608.7] vs. 104.6 [50.9;
342.1]. The same difference was observed when the sample was stratified by gender and

by the categories "with infection" and "without infection."

In the analysis of the study groups, we observed a substantially higher seroprevalence of
anti-S and anti-N antibodies in the period preceding the second booster dose compared to
the first. Participants exhibited significantly higher levels of anti-S antibodies in the
second collection, suggesting a robust response to the administration of the additional

dose and an increase in the number of infections.

While these results are promising for understanding the kinetics of antibody variation in
COVID-19, protective efficacy needs further validation through additional studies,

including investigations into neutralization capacity and cellular immunity.

Keywords: COVID-19; SARS-CoV-2; vaccines; Humoral immunity; IgG

antibodies; Nucleocapsid; Spike.
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INTRODUCAO
Desde marco de 2020, quando a Organizagdo Mundial de Satide (OMS) declarou

que o mundo vivia uma pandemia de Coronavirus 2019 (do inglés: CoronaVirus Disease
2019; COVID-19), acompanha-se um quadro sanitario sem precedentes nos ultimos cem

anos (OMS, 2020).

Em resposta a esta pandemia, provocada pelo novo coronavirus da Sindrome
Respiratoria Aguda Grave 2 (do inglés: Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus
2; SARS-CoV-2), houve um esfor¢o conjunto de varios paises para desenvolver vacinas

contra a doenca COVID-19 (Bonanni et al., 2021).

Virias vacinas foram rapidamente desenvolvidas e aprovadas para a prevengao da
COVID-19. Mais de 11 mil milhdes de doses de vacinas foram administradas de acordo
com a OMS (Hussain et al., 2021). Efetivamente, ¢ necessario saber se as vacinas sao
eficazes e se proporcionam respostas imunitarias duradouras e se ndo causam efeitos
secundarios. Muitos trabalhos tém sido realizados na determinagdo da resposta humoral

e celular a vacina e a infecdo por SARS-CoV-2 (Hoffmann et al., 2020a).

Apesar do grande esfor¢o dos grupos de trabalho da OMS na defini¢do de padrdes,
para permitir comparar resultados dos estudos serologicos, inferir sobre a prote¢dao de
cada individuo a infecdo, com base na quantificagdo de anticorpos, continua a ser dificil
(Boan et al., 2022; Kristiansen et al., 2021; Zhu et al., 2022). Com a vaga da variante
Oomicron, muitas pessoas vacinadas foram infetadas. Diferentes grupos de investigacdo
tentam perceber se existe perda da capacidade de neutralizagdo do soro nos individuos
vacinados em relagdo a esta nova variante (L. Liu et al., 2022). Dada a diferenca na
capacidade de infecao das variantes SARS-CoV-2 e uma vez que o virus tem uma elevada
capacidade de mutagdo, vai ser muito dificil estabelecer esta relagdo. Contudo, esta
avaliacdo tem de continuar para se perceber o ponto a partir do qual ndo hé necessidade

das doses do refor¢o da vacina.

A inoculacdo continua da vacina tem sido alvo de preocupagdo para os
epidemiologistas. Existem evidéncias que pode levar & diminui¢do dos niveis de
linfoblastos e, por sua vez, a diminuicao dos niveis de anticorpos, originando “tolerancia”
a vacina e aumento das probabilidades de efeitos colaterais como miocardite e outros

doengas inflamatdrias (Samanovic et al., 2021).
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Com este trabalho pretende-se contribuir para a avaliagdo do status imunitario de

dois grupos diferentes no momento anterior a administracao das doses de reforco.

O trabalho que se apresenta faz parte de um projeto maior (NORDTESTE COVID-
19- “Infe¢ao por SARS-CoV-2: desenvolvendo conhecimentos e ferramentas para uma
melhor gestdo da doenga” - 02/SAICT/2020/072562) nas atividades que incluiram a
colaboracdo da Unidade Local de Saude do Nordeste (ULSNE). Uma das atividades deste
projeto esta relacionada com a avaliacdo da imunidade humoral na COVID-19 em

profissionais de saude e utentes de lares de idosos, do distrito de Braganca.

Esta dissertacdo ¢ apresentada ao Instituto Politécnico de Braganga (IPB) e ao
Instituto  Politécnico da Guarda (IPG), no ambito da wunidade curricular
Projeto/Estagio/Dissertacdo, que corresponde ao segundo ano do mestrado em Ciéncias
Aplicadas a Satde — Ramo Biotecnologia. O documento estd dividido em varios
capitulos, apresentando o estado da arte sobre imunidade humoral na COVID-19 e as

principais metodologias e resultados da sua avaliagao.
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CAPITULO I - ENQUADRAMENTO TEORICO
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1.1. Enquadramento epidemiologico

Em dezembro de 2019, a China reportou a OMS um cluster de pneumonia de
etiologia desconhecidas em trabalhadores e frequentadores do mercado de peixe,
mariscos vivos e aves, na cidade de Wuhan, provincia de Hubei, na China. A 7 de janeiro
de 2020, as autoridades chinesas identificaram um novo coronavirus denominado SARS-
CoV-2, com origem zoonotica, como o agente causador de COVID-19. A 11 de margo de

2020, foi declarada pela OMS como pandemia internacional (OPAS/OMS Brasil, 2020).

Segundo um documento publicado pela OMS, a 3 de janeiro de 2020 existiam 44
pacientes infetados com pneumonia de etiologia desconhecida sendo que 11 pacientes se
encontravam com um quadro clinico grave. Assim sendo, a 8 de Janeiro de 2020, o
sequenciador genético demonstrou um novo Coronavirus como o potencial organismo
causal. A 11 de margo de 2020, a OMS declarou o0 SARS-CoV-2 como uma pandemia
com casos confirmados em 114 paises, ja em meados de marco, a Europa tinha mais casos
do que em qualquer outra parte do mundo, com um total de 160 paises infetados com a

COVID-19 (Ochani et al., 2021).

A situagdo pandémica evoluiu exponencialmente em todo o mundo,
particularmente na Unido Europeia (UE) (World Health Organization, 2020a). Um dos
primeiros relatdrios publicados pela OMS em clima pandémico, datado de 30 de margo
de 2020, contabilizava a nivel mundial, 750 890 casos confirmados, 36 405 6bitos por
COVID-19; a nivel Europeu, Portugal ocupava nessa altura o 11° lugar (World Health
Organization, 2020b).

Em Portugal, os primeiros casos registados de COVID-19 foram a 2 de marco de
2020 (Dire¢ao Geral de Saude, 2020) e a 18 margo de 2020 foi decretado o Estado de
Emergéncia em Portugal, através do Decreto do Presidente da Republica n.° 14-A/2020,
de 18 de margo (Presidéncia da Republica, 2020). A situagdo pandémica demostrou ser
imprevisivel tanto a nivel mundial, como em Portugal, devido a alta taxa de
transmissibilidade do virus SARS-CoV-2, o surgimento de novas variantes, o aumento
do niimero de casos confirmados de COVID-19, internamentos e 0bitos, a inexisténcia de
um tratamento especifico, tudo isto fez com que o pais se tivesse de adaptar as varias
realidades face a evolucdo da situagdo pandémica. O Estado de Emergéncia manteve-se

desde o dia 18 de margo até ao dia 2 de maio de 2020.
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A 3 de maio de 2020, ¢ iniciado o plano de transi¢do para uma situagdo de
calamidade, devido a melhoria do contexto pandémico, sendo aplicado medidas de
desconfinamento. Todavia, o Estado de Emergéncia volta a ser implementado a dia 6 de
novembro de 2020, devido ao agravamento da situacdo epidemioldgica. Em finais de
dezembro do mesmo ano, comegaram a ser administradas vacinas no pais (Presidéncia de
Republica, 2020a), e em outubro de 2021 ¢ adicionado uma dose de refor¢o da vacina

COVID-19 ao programa de vacinac¢ao(Servigo Nacional de Saude, 2021).

Assim, estima-se que, em Portugal, até margo de 2023, houve um total de casos
confirmados de 3.413.013 e um nimero de 21.342 ¢6bitos (DGS, 2023). Na figura 1,

apresenta-se um grafico da evolucao de novos casos, entre 2020 a 2022, em Portugal.
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Figura 1- Evolugdo de novos casos entre 2020 a 2022 em Portugal (DGS, 2023)

Com a implementagdo do plano de vacinacdo em curso, a descida do nimero de
mortes, internamentos, bem como a reducao da transmissibilidade e a estabilizagdo do
nimero de novos casos leva a uma ndo-renovacao do Estado de Emergéncia e ¢
implementada a situagdo de Calamidade, que ocorreu a 1 de maio de 2021. E de salientar
que, no decorrer do ano 2020 e 2021, foram ativados varias vezes a situacdo de

contingéncia e o estado de alerta (Presidéncia de Republica, 2020b).

Todas as limitagdes impostas ao longo da pandemia, foram postas em pratica com
o propdsito de conter a transmissao do virus e consequentemente reduzir a expansao da
doenga, destacando-se os confinamentos e fecho de fronteiras, bem como a adogao de

medidas preventivas, o distanciamento social, o uso obrigatério de mascara e
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higienizacdo das maos. Além disso, a capacidade de fornecer testes serologicos e
diagnosticos rapidos, sensiveis e especificos, mostrou ser fundamental na gestdo e

prevencao da disseminagao do virus SARS-CoV-2 (Vardoulakis et al., 2020).

1.2. O Novo Coronavirus - SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2 ¢ um novo virus, que pertence a ordem Nidovirales, da familia
Coronaviridae, da subfamilia taxonomica Orthocoronavirinae e do género
Betacoronavirus, sendo que apresenta semelhancas com o SARS-CoV, na estrutura do
genoma, tropismo dos tecidos e patogénese viral. No entanto, o SARS-CoV-2 apresenta-

se mais transmissivel e a sua diversidade das respostas imunitérias ¢ mal compreendida.

Os coronavirus sdo altamente patogénicos e apresentam um antagonismo do
interferdo potente (IFN), que ¢ evidente em casos de COVID-19 grave, com sinaliza¢do
reduzida do IFN, e uma resposta imunitiria demasiado agressiva composta por

citoquinas/chemoquinas elevadas (Harrison et al., 2020).

O SARS-CoV-2 ¢ uma das sete estirpes de coronavirus conhecidas com
capacidade de infetar humanos (HCoV) (HASOKSUZ et al., 2020a). Este pertence ao
mesmo subgénero que os outros dois coronavirus, que sdo responsaveis por desencadear
anteriormente surtos epidémicos em grande escala em humanos, virus da sindrome
respiratdria aguda grave (SARS-CoV; novembro 2002), virus da sindrome respiratoria do
Oriente Médio (MERS-CoV; abril 2012) (HASOKSUZ et al., 2020a). Todos os trés
coronavirus estdo na lista do Blueprint da OMS, para agentes patogénicos prioritarios
para pesquisa devido ao seu potencial epidémico e a falta de tratamentos eficazes (World

Health Organization, 2020c).

A sequéncia genomica do SARS-CoV- 2 apresenta-se idéntica com a sequéncia
de outros Coronavirus, nomeadamente, em mais de 80% com a do SARS-CoV e em cerca

de 50% com a do MERS-CoV (Harrison et al., 2020).

Estruturalmente, ¢ importante realcar o facto de o SARS-CoV-2, tal como os
restantes coronavirus, possuir um genoma de aproximadamente 30 kilobases (kb), o que
faz deste virus uma excecao no contexto dos virus com genoma RNA, os quais raramente
ultrapassam 10-15 kb Este virus compreende 29.891 nucleotideos que codificam 9.860

aminoacidos (Muralidar et al., 2020).
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Assim sendo, 0 SARS-CoV-2 (Figura 2) ¢ um virus de RNA de cadeia simples,
sendo que a organizag¢do do seu genoma encontra-se dividido em varias “Open Reading
Frames” (ORF), que vao dar origem a proteinas estruturais, classificadas como S (Spike),
E (envelope), M (membrana) e N (nucleocapsideo), e proteinas ndo estruturais que

surgem das ORFla e ORFIb.
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Figura 2- Apresentagdo esquematica da Organizagao do Genoma e estrutura viral do SARS-CoV-2.( Kim
et al., 2020)

As proteinas estruturais sdo produzidas através da transcri¢do e tradug¢do dos
acidos ribonucleicos (RNAs) mensageiros sub-gendémicos, que surgiram por
complementaridade com a cadeia de RNA original. Por sua vez, as proteinas ndo
estruturais advém do RNA genémico, que apds a entrada na célula hospedeira ¢ traduzido
na poliproteina lab, que apds ser clivada por proteases virais (nsp3 e nsp5) da, entdo,
origem a 16 proteinas ndo estruturais com diversas fungdes, sendo que todas estdo

envolvidas mais ou menos diretamente no processo de replicacdo viral (Kim et al., 2020).

1.3. Fisiopatologia da COVID-19

O virus SARS-CoV-2 ¢ o agente etioldégico da doenca COVID-19, o qual tem

causado uma mortalidade sem precedentes em todo o mundo.
1.3.1. Transmissao e infecdo

Das quatro proteinas acima referidas, a mais abundante ¢ a glicoproteina S. Esta
¢ responsavel por mediar a entrada do virus nas células hospedeiras, através do processo
de fusdo do involucro viral com a membrana celular que, consequentemente, ird dar inicio

ao ciclo replicativo do virus (Azevedo-Pereira, 2020; Harrison et al., 2020).

Relativamente a sua estrutura, esta proteina possui um dominio de ligacdo ao

recetor (RBD), que € o responséavel por mediar o contacto direto com o recetor celular
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enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2) e ainda duas subunidades (S1 e S2), que
surgem de forma independente apos a clivagem proteolitica pela catepsina celular L e
pela protease transmembrana serina 2 (TMPRSS2), que estdo também envolvidas no
processo da entrada do virus nas células (Harrison et al., 2020). Devido a esta estrutura e
a fungdo importante que desempenha no ciclo replicativo do virus (Figura 3), a
glicoproteina S torna-se um alvo particularmente importante quer de anticorpos, quer de

moléculas inibidoras (Azevedo-Pereira, 2020).

Atendendo a necessidade de se ligar ao recetor celular ACE2 para conseguir entrar
nas células do hospedeiro, o SARS-CoV2 apresenta tropismo celular para células que
apresentam este recetor, ou seja, células da gama ACE2+(Azevedo-Pereira, 2020;

Harrison et al., 2020).

Assim, as células suscetiveis de serem infetadas por este virus sdo células
endoteliais de artérias e veias, enterocitos, células renais, células epiteliais do trato
respiratério e ainda células dendriticas, mondcitos e macrofagos alveolares (Azevedo-
Pereira, 2020).A nivel de transmissdo e infe¢do viral, este ¢ feito de pessoa para pessoa,
por meio de goticulas ou contato direto com superficies contaminadas e, no que diz
respeito ao periodo de incubacdo, o virus SARS-CoV-2, de forma semelhante a outros
virus, que causam infe¢des respiratorias, apresenta um periodo de incubagdo curto

(Azevedo-Pereira, 2020).

Quando a proteina S do SARS-CoV-2 se liga ao recetor ACE2 da célula-alvo,
desencadeia uma série de eventos. Isso inclui a clivagem da proteina S por protéases da
célula hospedeira, resultando na fusdo do virus com a membrana da célula. Além disso,
o virus pode entrar na célula por endocitose. Dentro da célula, a proteina N se separa do
genoma de RNA de sentido positivo (+) do SARS-CoV-2 e ¢ traduzido em poliproteinas
ppla e pplab. Essas poliproteinas sdo processadas em proteinas nao estruturais (nsp1-16)
que desempenham um papel importante na formacdo de complexos de replicagdo e
transcri¢do viral. Elas também remodelam a membrana celular, formando organelos de
replicacdo chamados DM Vs, que estdo conectadas ao reticulo endoplasmatico e sdo locais
de replicagdo do RNA viral. O RNA viral recém-replicado sai das DM Vs e ¢ direcionado
para locais de tradug¢@o ou montagem do virido. As proteinas estruturais traduzidas a partir
do RNA viral s3o transportadas para a membrana do reticulo endoplasmatico e, em

seguida, passam pelo compartimento intermediario ER-Complexo de Golgi (ERGIC).
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Nesse ponto, ocorre a montagem do novo virido, que € liberado da célula hospedeira (Wu

etal., 2023).
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Figura 3- Representagdo esquematica do ciclo replicativo do virus SARS-CoV-2; Enzima conversora de
angiotensina 2 (ACE2), protease transmembranar de serina 2 (TMPRSS2) (Wu et al., 2023)

Desta forma, quando o virus SARS-CoV-2 entra pelas vias respiratorias, nariz e
garganta, ele ¢ recebido pelo epitélio do aparelho respiratorio superior, onde se encontra
presente, a ACE2, enzima que tem como fun¢do auxiliar a regulacdo da pressdo
sanguinea, sendo expressa em diversos 6rgdos nomeadamente no trato respiratorio,
digestivo e renal (Ahlawat et al., 2020). Esta localizacdo explica o tropismo tecidual do

SARS-CoV-2 para o pulmio, intestino delgado e rim (HASOKSUZ et al., 2020b).

A ACE2 desempenha um papel crucial na infe¢do, uma vez que o SARS-CoV-2
usa como recetor a enzima ACE2, para entrar nas células hospedeiras ap6s ativacio da
proteina S, pela TMPRSS2 (Hoffmann et al., 2020a) (Figura 4). A infecdo por SARS-
CoV-2 ocorre entdo ap6s a entrada do virus na célula alvo, como consequéncia da unido
entre o RBD viral da proteina S e o recetor ACE2 (Machhi et al., 2020a). A proteina S

vai acoplar ao ACE2 e sofrer uma divisdo para que haja a fusdo da membrana viral com
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a célula e endocitose, permitindo a libertacdo do RNA, que esta no interior do virus na

célula hospedeira (Hoffmann et al., 2020b).

Spike
(Proteina de ligagdo) T )
ACE R
®_ Receptor ACE2
( \ O virus encaixa
l proteinas S nos
Célula humana od receptores ACE2 da
I’ /l célula humana
\‘ Ativagdo TMPRSS2
e
Uma vez acoplado a A proteina Spike é ativada pe TMPRSS2, e assim o
célula, o virus introduz virus usa o recetor ACE2 para entrar na célula
RNA hospedeira

fededededadeds

A célula entende que o RNA do virus é o seu
préprio e cria milhdes de cépias
a partir das quais produz proteinas virais

Figura 4- Processo de Infegdo SARS-CoV-2; Enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2),
protease transmembranar de serina 2 (TMPRSS2) adaptado de (Associagdo Portuguesa de
Hospitalizag¢ao Privada, 2020)

1.3.2 Sintomatologia

A COVID-19 ¢ uma doenga sistémica que pode afetar outros 6érgaos para além dos
pulmdes, por disseminagdo através da corrente sanguinea, tais como: rim, figado,
musculos, sistema digestivo, sistema nervoso e baco (Machhi et al., 2020b). As pessoas
com COVID-19 tém apresentado uma ampla variedade de sintomas, entre sintomas leves
a doenca grave. Os sintomas mais comuns tendem a aparecer de 2 a 14 dias apos a
exposicao ao virus. Um dos principais problemas em relacdo a COVID-19 ¢ que os sinais
e sintomas da doenca variam em gravidade, podendo as manifestagdes clinicas serem
diferentes entre pacientes, desde a auséncia de sintomas, a sintomas leves ou moderados
(febre, tosse, dor de garganta, cansago, dores musculares, perda de paladar e/ou olfato,
alteracdes gastrointestinais) e, em casos mais graves, evoluir para uma pneumonia grave,
sindrome respiratoria aguda grave, septicémia, choque sético e eventual morte (Figura 5)

(CDC, 2021; Machhi et al., 2020b).
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Figura 5- Sintomatologia e Complicagdes COVID-19 (RTP, 2020)

Entre as formas mais comuns de sequelas pulmonares devido a doenca COVID-19
encontram-se o dano alveolar difuso e a pneumonia. Este consiste na presenca de
membranas hialinas (exsudados intra-alveolares), assim como na hiperplasia de

pneumocitos tipo II, podendo culminar em fibrose pulmonar (Salehi et al., 2020).

Adicionalmente, a doenca COVID-19 afeta ainda a circulagdo pulmonar, uma vez
que a vasoconstricdo pulmonar hipoxica (HPV) ocorre numa tentativa de resposta a
hipoxia alveolar presente, devido ao edema pulmonar e & pneumonia, que muitas vezes
se verifica em doentes graves com COVID-19. No entanto, quando esta HPV fica
comprometida, os “shunts” intrapulmonares causam o decréscimo dos niveis de oxigénio
presente no fluxo sanguineo dos vasos pulmonares contribuindo para um défice de

fornecimento de oxigénio, assim como para a falha multipla de 6rgaos (Shaw et al., 2021).

Por outro lado, entre as vérias consequéncias da doenca COVID-19 severa, o
colapso cardiovascular parece ser a mais grave e potencialmente letal. Este consiste na
perda significativa de fun¢des cardiacas em geral, que se pode traduzir em arritmias,

enfarte agudo do miocardio e paragem cardiaca.
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Uma das causas deste colapso cardiovascular, que mais se verificou em doentes
com COVID-19, foi a lesdo miocardica. Esta manifesta-se através da elevagdo dos niveis
séricos de troponina, que ao se encontrarem em valores acima do percentil 99 do valor
superior de referéncia, podem estar associados a mortalidade. Por essa mesma razdo,
pensa-se que a lesdo miocardica pode ser a principal causa na origem da mortalidade

verificada nestes doentes (Del Turco et al., 2020).
1.4. Vacinas COVID-19

A vacinagdo ¢ um processo de administracdo de vacinas, que sdo substincias
criadas para estimular o sistema imunoldgico a produzir uma resposta de defesa contra
determinadas doengas. A vacinagdo ¢ uma das intervengdes mais eficazes e bem-
sucedidas da medicina moderna, tendo contribuido significativamente para a prevencao e
erradicacdo de varias doengas. Quando uma pessoa ¢ vacinada, uma versao enfraquecida,
inativada ou fragmentos de um agente patogénico especifico sdo introduzidos no corpo.
Isso desencadeia uma resposta do sistema imunoldgico, que produz anticorpos e células
de memoria para combater o agente patogénico real, caso a pessoa seja exposta a ele no
futuro. Dessa forma, a vacinacdo ajuda a proteger o individuo vacinado contra a doenca
e também contribui para a protecdo coletiva, reduzindo a disseminacdo da doenca na
comunidade. A vacinagdo ¢, geralmente, recomendada para todas as faixas etarias, desde
o nascimento até a idade adulta. Existem programas de imunizagdo estabelecidos pelos
governos em muitos paises, nos quais determinadas vacinas sdo fornecidas gratuitamente

para a populacao.

Virios esforcos foram feitos pela comunidade cientifica para desenvolver
estratégias preventivas e terapéuticas anti-COVID-19, acelerando o desenvolvimento de
vacinas e disponibilizando-as em tempo recorde (Bonanni et al., 2021). A vacinagao ¢é
uma importante medida de satde publica para o controlo e prevenc¢ao da doenga COVID-
19, causada pelo virus SARS-CoV-2, cujo objetivo ¢ fornecer imunidade humoral
protetora, de maneira a prevenir o surgimento da doenca grave e das suas consequéncias,
reduzindo a pressdo exercida sobre o sistema de saude (Guiomar et al., 2022a; Servigo
Nacional de Saude, 2022a). Efetivamente, as vacinas COVID-19 mostraram ser uma
estratégia profilatica eficaz para controlo e prevencao, reduzindo assim hospitalizagdes e

mortes por COVID-19 (Bonanni et al., 2021; Moghadas et al., 2021).
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A Direcao Geral de Saude (DGS) e o Ministério da Saude definiram um plano de
vacinagdo, que ¢ atualizado em fun¢do da evolugcdo do conhecimento cientifico, da
situagdo epidemiologica e das indicagdes e contraindicagdes das vacinas, de acordo com
parecer da Comissdo Europeia e pela Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA)
(Servigo Nacional de Saude, 2022b). Em Portugal, o processo de vacinag¢do contra a
COVID-19 teve inicio a 27 de dezembro de 2020 (Presidéncia de Republica, 2020b),
sendo que no més de outubro de 2021 foi adicionado ao programa de vacinagao primario
jé existente uma dose de refor¢o (“3* dose”) da vacina COVID-19 (Servigo Nacional de
Saude, 2021). As 4 vacinas anti-COVID-19, que estavam a ser administradas em Portugal
até a data deste estudo, eram: mRNA BNT162b2 (Comirnaty®, anteriormente designada
de Pfizer-BioNTech), mRNA-1273 (Spikevax®, anteriormente designada de COVID-19
Vaccine Moderna®), que utilizam uma nova metodologia de imunizagdo, baseada em
RNA mensageiro (mRNA); as vacinas, ChAdOx1 nCoV-19 (Vaxzevria®, Oxford-
AstraZeneca University, anteriormente designada de COVID-19 Vaccine AstraZeneca) e
a Ad26.COV2-S (COVID-19 Vacina Janssen®, Janssen-Cilag) que utilizam vetores
adenovirais (Comissao Europeia, 2022a; Infarmed, 2021). Estas tém como principal alvo
a proteina S do virus SARS-CoV-2, uma vez que o RBD da subunidade S1 desta proteina,
¢ considerado o principal alvo para anticorpos de ligagdo e neutraliza¢do (Guiomar et al.,
2022a). Estas vacinas foram aprovadas pela Comissao Europeia e pela EMA na sequéncia
de uma avaliacdo positiva relativamente a sua seguranca e eficacia (Comissdo Europeia,

2022b).

Atualmente, em Portugal, considera-se que uma pessoa tem vacinagao completa ou
esquema vacinal completo, apés a administragdo de uma dose Unica, para vacinas
COVID-19 com um esquema vacinal de uma dose, (Ad26.COV2-S-COVID-19 Vacina
Janssen®); ap6s a administragdo de duas doses para vacinas COVID-19 com um esquema
vacinal de duas doses, mesmo que tenham sido administradas doses de duas vacinas
distintas (MRNA BNT162b2 -Comirnaty®, mRNA-1273-Spikevax® e ChAdOx1 nCoV-
19 -Vaxzevria®), e por ultimo, ap6s a administracdo uma dose inica de uma vacina contra
a COVID-19 com um esquema vacinal de duas doses por pessoas com historia de infecao
por SARS-CoV-2 (Servigo Nacional de Satde, 2022a, 2022b). Sabe-se que atualmente

foi adicionada mais doses de reforco.

A estratégia de vacinagdo definiu grupos prioritarios para a toma da vacina

seguindo-se, a posteriori, para a restante popula¢do, uma vacinagao progressiva por idade
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e fatores de risco para COVID-19 (Servigo Nacional de Saude, 2022a). Dos grupos
prioritarios (Presidéncia de Republica, 2020a), fazem parte aqueles com maior risco de
complicacdes, como idosos, em particular utentes em estruturas residenciais para pessoas
idosas, pessoas imunocomprometidas, e aqueles com alto risco de exposicdo e
transmissdo, como profissionais de satde (Guiomar et al., 2022a; Servigo Nacional de

Saude, 2022a).
1.5. Variantes de SARS-CoV-2

Quando um virus circula amplamente numa populagdo e causa muitas infegdes, a
probabilidade de o virus sofrer mutacdo aumenta. Quanto mais oportunidades um virus
tem de se espalhar, mais ele se replica e mais oportunidades ele tem de sofrer mudancas.
A maioria das mutacdes virais tem pouco ou nenhum impacto na capacidade do virus de
causar infecdes e doencas. Mas dependendo de onde as alteracdes estdo localizadas, no
material genético do virus, elas podem afetar as propriedades de um virus, como a
transmissao (por exemplo, pode espalhar-se mais ou menos facilmente) ou gravidade (por
exemplo, pode causar doengas mais ou menos graves). Espera-se que as vacinas COVID-
19, que estdo em desenvolvimento ou foram aprovadas, fornegam pelo menos alguma
protecdo contra novas variantes do virus, porque essas vacinas provocam uma ampla
resposta imune envolvendo uma gama de anticorpos e células. Portanto, alteracdes ou
mutagdes no virus ndo devem tornar as vacinas completamente ineficazes. No caso de
qualquer uma dessas vacinas provar ser menos eficaz contra uma ou mais variantes, sera

possivel alterar a composi¢do das vacinas para proteger contra essas variantes (World

Health Organization, 2023b).

No final de 2020, com o surgimento de variantes que representavam um risco maior
para a saude publica global, a OMS solicitou a caracterizacdo de Variantes de Interesse
(do inglés variant of interest; VOIs) e Variantes de Preocupacdo (do inglés variant of
concern; VOCs) especificas, a fim de priorizar a monitoriza¢ao e a pesquisa globais e,
em ultima instancia, informar com maior clareza a resposta em andamento a pandemia de

COVID-19 (World Health Organization, 2023a).

Assim, desde o aparecimento do SARS-CoV-2, as VOCs do SARS-CoV-2, foram
identificadas, pela OMS, levantando questdes sobre a prevengao, tratamento e eficacia da

vacina para a COVID-19 (World Health Organization, 2022).
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As VOCs, por meio de uma avaliagdo comparativa, demonstraram estarem
associadas, a uma ou mais das seguintes alteragdes, num grau de significancia para a
saude publica global, tais como o aumento da transmissibilidade ou alteracao prejudicial
na epidemiologia da COVID-19, o aumento da viruléncia ou mudanga na apresentagao
clinica da doenga e a diminuicao da eficicia das medidas sociais e de saude publica ou

diagnésticos, vacinas e terapias disponiveis (World Health Organization, 2023a).

No entanto, o surgimento de VOCs do SARS-CoV-2 que apresentam mutagoes,
principalmente na proteina S do virus, levantou a questdo, quanto a prote¢do gerada pelas
vacinas anti-COVID-19, visto que estas t€ém como principal alvo a proteina S do SARS-
CoV-2 (Garcia-Beltran et al., 2021; Michelon, 2021). No decorrer da pandemia, as duas
VOCs de maior preocupagio foram a variante Delta (B.1.617.2) e a variante Omicron
(B.1.1.529) (World Health Organization, 2022), devido a sua alta transmissibilidade e

aumento da viruléncia (Cascella et al., 2020; Papanikolaou et al., 2022).

A variante Delta ¢ uma variante do virus causador da COVID-19. Foi inicialmente
descrita na India, em outubro de 2020, mas espalhou-se rapidamente por todo o planeta,
aumentando o niimero de casos e internamentos por COVID-19. Em agosto de 2021, a
Delta ja estava presente em 135 paises. Esta destaca-se por possuir uma mutag¢ao na regiao
do genoma responsavel por produzir a proteina S. Essa mutag¢ao faz com que essa proteina
apresente uma maior capacidade de adesdo as células humanas, o que aumenta a
capacidade de infecdo. Além disso, essas mutagdes sdo responsdveis por causar
modificac¢des nessas proteinas, dificultando a acdo do nosso sistema imunoldgico. Além
de ser mais contagiosa, a variante Delta destaca-se por provocar um maior risco de
hospitalizagdo e levar ao adoecimento mais rapido. A Delta é especialmente preocupante
para os ndo vacinados, os quais tendem a apresentar sintomas mais graves que as pessoas

vacinadas (Hart et al., 2021; Hsu et al., 2022).

A Omicron é uma variante do virus SARS-CoV-2, causador da COVID-19. Foi
identificada pela primeira vez na Africa do Sul, a 24 de novembro de 2021, tem como
uma de suas caracteristicas mais marcantes, a grande quantidade de mutagdes, sendo
algumas delas muito preocupantes. A variante destaca-se ainda pela sua grande
capacidade de transmissdo, habilidade em escapar do sistema imunolégico e possuir um
risco aumentado de reinfegdo. Devido as suas caracteristicas, a Omicron foi decretada

como uma VOC pela OMS. As variantes Alfa, Beta, Gama e Delta sdo também
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classificadas como de preocupacao (Islam & Hossain, 2022; World Health Organization,

2023a).

Os estudos de neutralizagdo indicam que a variante Omicron pode ter menos
probabilidades de protecdo imunitaria de uma infe¢do anterior, em compara¢ao com 0s
VOC:s anteriores, o que pode explicar a sua maior infeciosidade. No entanto, os primeiros
relatorios clinicos da Africa do Sul e da América do Norte sugerem que a infegdo pela
variante Omicron pode estar associada a um menor risco de hospitalizagdo e a uma doenga

menos grave em comparagao com a variante Delta (Butt et al., 2022).
1.6. Mdétodos para estudo da Imunidade Humoral

Com a identificacdo da sindrome respiratoria aguda grave causada pelo SARS-
CoV-2, em dezembro de 2019, e a rapida caracterizacdo do genoma completo do virus, a
industria de produtos para diagnostico in vitro mobilizou-se rapidamente para a produgao
em larga escala de métodos de diagnosticos. Inicialmente, além dos métodos moleculares
para a identificacdo do virus, foram produzidos exames chamados soroldgicos para a
identificacdo de anticorpos das Imunoglobulinas A, M, G (IgA, IgM, IgG) e totais.
Posteriormente, surgiram os imunoensaios para detecdo de antigénio (Ag) viral. Estes
imunoensaios, principalmente os imunocromatograficos, possibilitaram a testagem em

massa na populagdo (Uhteg et al., 2020).

Assim, existem diferentes testes de diagndsticos, os diretos, que sdo aqueles que
detetam o RNA ou um antigénio viral, por outro lado, os indiretos, que detetam os
anticorpos contra o virus num individuo que foi exposto. A figura 6 ilustra os principais
métodos laboratoriais para diagnostico da doenga causada pelo SARS-CoV-2 (Cheng et
al., 2020).
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Figura 6-Principais métodos para diagnostico para SARS-CoV-2; Transcrigdo reversa seguida da reagdo
em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR); Repeti¢des palindromicas curtas agrupadas e
regularmente espagadas (CRISPR); amplificagdo isotérmica mediada por alga (LAMP); Imunoensaio
enzimatico (ELISA); imunoensaio de fluxo lateral (LFIA); imunoensaio de quimiluminescéncia (CMIA);
imunoensaio de eletroquimiluminescéncia(ECLIA); antigénio (Ag); anticorpo (Ac); tomografia
computadorizada (TC); (Flavia Martinello, 2021)

Dentro dos métodos de diagndstico apresentados, alguns deles sdo igualmente

utilizados para a avalia¢do da imunidade a este virus, sendo os de imunoensaios.

Por outro lado, os métodos de referéncia para a detecdo de anticorpos contra
determinado virus sd3o os testes de neutralizagdo, sendo este um exame de caracter
quantitativo, que visa avaliar e acompanhar a resposta imunologica de prote¢do pos-

vacinag¢do ou de infecdo pelo virus SARS-CoV-2.

Contudo, o diagnoéstico do anticorpo de neutralizacdo (NAbs) SARS-CoV-2 precisa
de ser explorado para um diagnoéstico exato e fiavel. Varios ensaios imunoenzimaticos e
outros ensaios de teste de NADs, tais como ensaios imunoenzimaticos baseados na
quimioluminescéncia e ensaios de fluxo lateral (diagnostico rapido), estdo agora

disponiveis em diferentes fabricantes (K. T. Liu et al., 2022).

1.6.1. Métodos de Analise qualitativa e quantitativa de anticorpos
Estudos em pré-publicagdo ou publicados recentemente tém permitido uma

compreensdo crescente sobre a dindmica da resposta humoral ap6s a infe¢cao por SARS-
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CoV-2, sugerindo até que esta possa ser semelhante a das infe¢cdes pelo SARS-CoV e

MERS-CoV.

A maioria dos doentes com infe¢ao confirmada por reacdo da transcriptase reversa,
seguida pela reagdo em cadeia da polimerase (do inglés reverse transcriptase-Polymerase
Chain Reaction, RT-PCR) apresentam seroconversdo entre o 10° e o 14° dia, apds o inicio
de sintomas. No entanto, os dados sobre se estes anticorpos conferem prote¢do contra
uma nova infe¢do e qual ¢ a sua duragdo, sdo atualmente limitados e continuamente

estudados.

Quando se revé a literatura sobre a resposta humoral da COVID-19, um dos
cuidados prende-se com o facto de diferentes estudos usarem diferentes métodos
seroldgicos, muitos deles ainda ndo validados comercialmente ¢ sem uma boa
sensibilidade ou especificidade para responder a todas questdes sobre a cinética da

resposta humoral na infe¢do pelo SARS-CoV-2 (Ceia et al., 2021).
Meétodos Serologicos

Existem dois tipos de testes rapidos, aqueles que detetam proteinas na fase ativa da
infecdo, conhecidos como teste de antigénio (TRAg), e aqueles que identificam a
presenga de anticorpos, que sdo produzidos por uma resposta imunologica do organismo

quando exposto ao virus.

Apesar de amplamente difundidos, os TRAg (Figura 7), quando realizados fora do
periodo indicado, podem apresentar sensibilidade e especificidade muito reduzidas e taxa
de erro de 75% de resultados falso negativo, acarretando inseguranga e incerteza para
interpretagdo diagnoéstica (M. Oliveira et al., 2022). Considerando que nem todos os
individuos infetados pelo virus apresentam anticorpos detetaveis por esses métodos,
principalmente individuos assintomaticos ou que desenvolvem quadro leve de infegdo, ¢
importante realizar o diagndstico por meio de metodologias mais precisas e confiaveis,
como a RT-PCR. Embora esses testes ndo sejam apropriados para o diagndstico precoce
da infe¢do pelo SARS-CoV-2, eles podem auxiliar no diagnostico de inflamagao

multissistémica relacionada a COVID-19 (Long et al., 2020).

Os testes rapidos de Anticorpo (figura 7) foram elaborados baseando-se num

sistema qualitativo de detecdo de anticorpos IgG/IgM.
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Estes testes utilizam uma amostra sanguinea obtida com uma pequena picada na
pele e o resultado ¢ obtido através duma tira de teste. Os resultados sao apresentados entre

15 e 20 minutos.

Estes testes continuam ainda a ser alvo de estudo por vérias entidades de forma a
serem cada vez mais uteis clinicamente, para dar as respostas necessarias as duvidas de
forma rapida e fidedigna. Sdo utilizados para rastreios gerais e, principalmente, em casos
suspeitos ou que tiveram contactos indiretos com casos positivos. Estes testes ndo devem

ser utilizados como métodos de diagndstico por si s6 (Farmacia Portugal, 2023).
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Figura 7- Teste Rapido de Antigénio e Anticorpos; Negativo: ndo se pode afirmar que ndo esteja infetado;
IgM+: fase aguda, pode transmitir; IgG+: fase cronica, ja foi exposto; [gM+/igG+: contacto recente,
inicio da memoria imunologica;

A detecdo de anticorpos ou de IgA, IgM e IgG em pessoas que foram expostas ao
SARS-CoV-2 ¢ realizada a partir da amostra de sangue do paciente, a IgM ¢ identificada
a partir do quinto dia de sintomatologia e, mais significativamente, a partir do oitavo dia,
enquanto os valores de IgG especifica comegam a ser detetaveis a partir do décimo dia
do inicio dos sintomas e, mais significativamente, a partir do décimo quarto dia (Deeks

et al., 2020).

Os exames serologicos podem ser usados como ferramentas auxiliares para
diagnoéstico de infecdo prévia e para estudos populacionais, porém, deve-se avaliar

primordialmente alguns parametros como validagdo e acuracia do teste, selecdo da
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amostra e a interpretag@o dos resultados. Além disso, eles ndo devem ser utilizados como
método de diagndstico preciso, na identificacdo e controlo de surtos entre profissionais
de saude, pois ndo fornecem informagdes no que diz respeito ao periodo de ineficiéncia

ou transmissibilidade da infecdo (M. Oliveira et al., 2022).

Além dos testes rapidos, a quantificagdo de IgG e IgM pode ser realizada também
pelo método de imunoabsor¢do enzimatica conhecido como ELISA (do inglés, Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay), o qual, assim como o método de Quimioluminescéncia
(do inglés, Chemiluminescence Immunoassay, CLIA) sdo testes seroldgicos realizados
por técnicas de analise automatizadas e convencionais (M. Oliveira et al., 2022). Métodos
mais recentes como Eletroquimioluminescéncia (ECLIA) também estdo disponiveis para
detegdo de anticorpos totais ou apenas para IgG. Esses métodos apresentam sensibilidade
superior ao teste rapido na detecdo dos anticorpos, porém, assim como o teste rapido, a
acurdcia destes ensaios ¢ dependente da época em que a colheita ¢ realizada, cujas
recomendacdes sdo a partir do 10° dia do inicio dos sintomas para IgM e IgA e apds 15°

dia para IgG (Hoffman et al., 2020; M. Oliveira et al., 2022).

O método ELISA tem sido amplamente utilizado em alguns paises da Europa e nos
Estados Unidos para a avaliagdo da seroprevaléncia dos anticorpos IgG em populagdes
suscetiveis, cujos resultados concluiram que muitas populacdes possuiam niveis
significativos de anticorpos contra o virus SARS-CoV-2. Esses resultados podem ajudar
a entender a probabilidade de infegdes assintomadticas ou infe¢des com sintomas leves
(Levesque & Maybury, 2020).Esse método ¢ um ensaio valioso na elucidagdo de
diagnosticos virais, uma vez que, fornece informagdes qualitativas e quantitativas, a partir
de amostras de sangue total, plasma ou soro. Esse ensaio utiliza uma placa revestida com
proteina viral, onde as amostras sdo incubadas e, quando na presenca de anticorpos,
ocorre uma ligacdo destes anticorpos com uma proteina especifica, formando um
complexo proteina-anticorpo e, dessa forma, pode ser detetado pela ligacdo a um novo
lote de anticorpos fluorescentes. Informacdes da agéncia reguladora americana FDA (do
inglés, Food and Drug Administration) indicam que esse teste ¢ um auxilio no diagnostico
de pacientes com suspeita de COVID-19, em conjunto com a informacdo clinica e os
resultados de outros testes laboratoriais. Portanto, ndo devem ser usados como tnica base
para o diagnodstico de pacientes com infe¢do aguda por COVID-19. O teste de anticorpo
IgG, pelo método ELISA consiste em dois ensaios diretos e em série: o primeiro ¢é

realizado contra o dominio de ligag@o ao recetor recombinante de SARS-CoV-2 no soro

33



e plasma, o segundo, ¢ realizado para amostra contendo o anticorpo, € ¢ empregue um
ensaio ELISA confirmatorio contra a proteina S do SARS-CoV-2 de comprimento total
no soro e plasma. Uma importante varidvel na aplicacdo de testes serologicos em
diagnésticos virais € o tempo médio de seroconversdo para os anticorpos avaliados (M.

Oliveira et al., 2022).

Uma pesquisa realizada na China, com mais de 200 amostras, resultou na
informacdo de que o teste ELISA IgM combinado com RT-PCR aumentou,
substancialmente, na detecdo da infecdo causada pelo SARS-CoV-2 (98,6%), quando
comparada com unico teste de RT-PCR (51,8%). Entretanto, ao que tange a
especificidade, ainda existem algumas preocupacdes em relacdo a reatividade cruzada
com o virus da COVID-19 e outros coronavirus como SARS-CoV e MERS-CoV. Dessa
forma, foram desenvolvidos testes pelo método ELISA capazes de detetar anticorpos
contra as proteinas N e S, que s@o as principais proteinas imunologicas do coronavirus,
cujos resultados evidenciam que a proteina N (compartilha 92% de sua sequéncia de
aminoacidos com o SARS-CoV) e a RBD (compartilha 73%) foram mais especificas para
0 SARS-CoV-2 do que a proteina S. Assim, esses resultados podem ser uteis para elucidar

resultados falso-negativos (M. Oliveira et al., 2022; Ren et al., 2020).
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Figura 8- Métodos de ELISA e o método CLIA adaptado de (Khan et al., 2023)

O método CLIA (Figura 8), que também ¢ utilizado na dete¢do de titulos de
anticorpos IgM e IgG em pessoas expostas ao SARS-CoV-2, apresenta sensibilidade
relativamente menor que o RT-PCR. Esse método ¢ caracterizado como uma tecnologia

de alto rendimento e baixa complexidade e fornece informagdes sobre niveis de
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anticorpos e cinética de tempo da resposta humoral, que podem ser aplicadas no
diagnostico da COVID-19. Embora ainda tenha muitas limitagdes, muita pesquisa tem
sido investida nesta tecnologia visando obter maior sensibilidade para aplicagdo no

diagnostico da COVID-19 (Infantino et al., 2020).
Meétodos Moleculares

O diagnostico molecular ou baseado em éacido nucleico de doengas humanas pode
ser compreendido como a detecdo de variagdes genéticas em amostras de 4acido
desoxirribonucleico (DNA) ou RNA. Considerando esse tipo de diagnostico, os testes de
amplificacdo de acidos nucleicos (TAANSs), aqueles que realizam a identificacdo de
sequéncias especificas do material genético do agente patogénico nas amostras dos
pacientes suspeitos, sdo recomendados para o diagnéstico da COVID-19, conforme as
diretrizes da OMS, e atualmente o "método padrdo ouro" ¢ o conhecido RT-PCR, devido
a sua alta sensibilidade e especificidade. Estes testes sdo feitos por profissionais de saude
que recolhem uma amostra de produto (exsudado) através do nariz (até a nasofaringe),
com recurso a uma zaragatoa, esta amostra ¢ posteriormente analisada num laboratdrio
certificado para o efeito. O teste PCR permite que as pessoas possam ter a confirmagao
se estdo ou ndo infetadas, para que possam receber o acompanhamento e tratamento
adequado e tomar as medidas necessarias para ndo infetarem outras pessoas (Habibzadeh

etal., 2021; M. Oliveira et al., 2022).

No que diz respeito a sensibilidade dos testes de detegdo de anticorpos no
diagnostico do SARS-CoV-2, independentemente da presenga ou auséncia destes
anticorpos no individuo, deve-se avaliar as caracteristicas das técnicas utilizadas como
desempenho do teste, sensibilidade analitica (limite de detecdo) e a especificidade
analitica (menor interferéncia de outras substancias ou antigénios), tendo em vista que
muitas varidveis provenientes da fase pré-analitica como o método de colheita,
conservacgdo e transporte da amostra podem influenciar diretamente no resultado do

exame (M. Oliveira et al., 2022).

No ambito dos testes de diagndsticos para COVID-19, utilizando o RT-qPCR, o
primeiro protocolo foi criado pela OMS no inicio de 2020. Esse protocolo consistia em
trés etapas, cuja etapa inicial permitia identificar o gene E (proteina de pequeno
envelope), com um limite de dete¢dao de 5,2 copias de RNA/reagdo e um intervalo de

confianca (IC) de 95% de 3,7-9,6. As préximas etapas consistiam em testes
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confirmatorios, que visavam detetar o gene RNA-polimerase, dependente de RNA
(Limite de detecdo de 3,8 copias de RNA/reacdo e IC de 95% de 2,7-7,6) e o gene N
(Limite de detecdo de 8,3 copias de RNA/reagdo e IC de 95% de 6,1-16,3 (Corman et al.,
2020; Udugama et al., 2020).

Uma alternativa ao RT-qPCR em tempo real ¢ a abordagem para detecdo
consideravelmente rapida do SARS-CoV-2, conhecida como amplificagdo isotérmica
mediada por LAMP (do inglés mediated isothermal amplification). Possui maior custo e
maior beneficio quando comparado as técnicas convencionais de amplifica¢do de acidos
nucleicos, como PCR e RT-PCR, tendo em vista a redugdo do custo envolvido
considerando os reagentes e instrumentos utilizados no processo (Kashir & Yaqinuddin,
2020). Neste método, o processo de amplificacdo do DNA ocorre a temperatura constante,
cerca de 60-65°C numa hora, suprimindo o uso de termocicladores (Corman et al., 2020;

Udugama et al., 2020).

Desde o seu desenvolvimento nos anos 2000, este método de amplificacdo
isotérmica de 4cido nucleico ja era capaz de gerar copias do DNA, na escala de 102, com
alta especificidade. Desde entdo, intmeras reagdes baseadas em LAMP foram
desenvolvidas para a detecdo de diversos patdgenos, visando o diagnostico clinico de

doengas infeciosas (Mori et al., 2013).
1.6.2. Testes de Neutralizacao

Os testes de neutralizagdo medem a capacidade dos anticorpos presentes numa
amostra de soro, para impedir a infe¢do de células suscetiveis por uma carga padronizada
de virus. No entanto, devido a manipulacdo de virus altamente patogénicos, o seu uso
implica a existéncia de condi¢des de biosseguranca de nivel 3. Uma das alternativas
envolve a utilizagdo de particulas virais pseudotipadas com o antigénio recombinante de
interesse, como a proteina S do virus SARS-CoV-2, e cujo genoma codifica uma enzima
reportadora, de que ¢ exemplo a luciferase. As células suscetiveis (que expressam o
recetor para a proteina S) e que sdo “infetadas” pelo pseudovirus incorporam esta enzima
no seu genoma, sendo a sua expressao proporcional ao nimero de células transduzidas.
Uma vez que sdo utilizados pseudovirus, estes ensaios de neutralizacdo podem ser feitos
em laboratérios de biosseguranga de nivel 2. A atividade neutralizante ¢ medida com a

dose inibitdria a 50% (ID50), ou seja, a diluicdo mais alta de plasma contendo anticorpos
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contra SARS-CoV-2 responsével por uma redugdo em 50% da luminescéncia da enzima

luciferase em comparagdo com o controlo (Lopes, 2021).

Os testes de imunoabsor¢do enzimatica, a ELISA e os testes imunocromatograficos
de fluxo lateral permitem a dete¢@o de anticorpos presentes contra determinado antigénio.
Enquanto os primeiros permitem quantificar o titulo de anticorpos presentes, os segundos
sdo meramente qualitativos. Nenhum dos dois permite saber se os anticorpos presentes

sdo protetores, ou seja, nao avaliam a sua atividade neutralizante (Ceia et al., 2021).

Os NAbs sdo gerados nas semanas seguintes a imunizagdo ou infe¢do e podem
proporcionar imunidade protetora. Assim, a produ¢do de NAbs ¢ o objetivo principal da
vacinagdo contra 0 SARS-CoV-2 e os NAbs podem ser utilizados no tratamento de
doentes, sob a forma de anticorpos monoclonais. Até a data, a detecdo de NAbs tem sido
importante no desenvolvimento de vacinas e na determinagdo da prevaléncia do virus,

para ajudar o governo a ajustar as decisdes politicas (Figura 9) (Ceia et al., 2021).

Estes ensaios de neutralizacdo sdo considerados o “padrdo de ouro” para avaliar a

imunidade contra o SARS-CoV-2 (K. T. Liu et al., 2022).

Estima-se que o grau de especificidade deste teste ¢ de 96,5%, portanto, ¢ um 6timo
indice para apurar se os anticorpos sao capazes de bloquear, consistentemente, a interagao
com o virus. O teste mais utilizado ¢ o do método ELISA e consiste em verificar reagoes
do antigénio mediante a uma resposta enzimatica. Isto ¢, quando se adiciona o substrato
apropriado, hd uma alteragdo na cor e ocorre a reacdo do antigénio, a fim de evidenciar a
concentragdo de anticorpos na amostra. Para a obtencdo de resultados ainda mais
precisos, a recomendagdo € que a colheita de sangue seja realizada depois de 21 dias do

estado clinico inicial (Meyer et al., 2020; Taylor et al., 2021).

A nivel de resultado do teste, vale ressaltar que nem todos os anticorpos
representam necessariamente a neutralizagao viral, ou imunizacgao, isso € claro em relagao
ao teste serologico, que apresenta os niveis de anticorpos totais, mas que nio sdo
especificos no que se refere ao bloqueio. Na andlise, espera-se que os anticorpos sejam
eficazes em romper a ligacdo entre o RBD, proteina S e o recetor ACE2 das células
humanas. Com dados em numeros percentuais, a classificagdo dos resultados ¢ mostrada
em trés categorias: ndo reagentes (negativos), indeterminados e reagentes (positivos)

(Meyer et al., 2020; Tan et al., 2020; Taylor et al., 2021).
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Por outras palavras, se o valor for inferior a 20%, indica a auséncia de anticorpos
com potencial neutralizador, mas ndo necessariamente exclui o contato com o virus. Na
faixa entre 20% e 30%, o resultado é indeterminado e deve ser analisado com muita
cautela, tendo como base outros dados epidemiolédgicos e clinicos. Todavia, o resultado
reagente com valor igual ou acima de 30% pode indicar a presenca dos anticorpos

neutralizantes e, com isso, a prote¢do imunologica.

Sem Anticorpos Neutralizantes Com Anticorpos Neutralizantes
p Pseudovirus
Proteina do virus ’
aser pesquisado % " ot "- %. »E
". .‘ Receptor ? »‘»&

Amostra
de sorodo
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www.biomedicinapadrao.com.br

Cultura de células

Figura 9- Neutralizagdo SARS-CoV-2 adaptado de (Camara, 2021)

Contudo, esta metodologia apresenta algumas limitagdes por conta da falta de
padronizagdo dos kits entre os principais fabricantes. Diferentes antigénios e unidades de

medida costumam ser utilizados como diagnostico.

Vale a pena ressaltar que ndo existem dados ainda muito concretos relacionados ao
periodo de permanéncia e protecdo dos anticorpos neutralizantes na circulagdo. Alguns
estudos mostram que os pacientes que apresentam anticorpos apos infecdo por SARS-
CoV-2 podem permanecer imunes a novas infecdes por um periodo minimo de 6 meses.
Também nido existe ainda correlacdo concreta com os valores quantitativos reportados
nos testes de anticorpos com o grau de protecdo e existe uma dindmica na producao de
anticorpos que, apds atingir o seu pico, retorna para um valor que pode ndo ser muito

elevado, mas que, também ndo necessariamente indica diminui¢do no grau de protecao.

Portanto, mesmo resultados positivos podem ndo assegurar prote¢ao duradoura e os

cuidados com medidas de prote¢ao individual, distanciamento social e higiene, devem ser
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mantidos, mesmo para os pacientes com resultados positivos para anticorpos contra o
SARS-CoV-2, conforme retificado por diversas institui¢des cientificas (Lumley et al.,

2021; Meyer et al., 2020; Tan et al., 2020).

1.7. Importancia dos estudos de avaliacdo da Imunidade na COVID-19
Efetivamente, foram realizados muitos estudos epidemioldgicos sobre a imunidade
a COVID-19 desde o inicio da pandemia. Esses estudos tém sido cruciais para entender
a resposta imunologica ao virus e fornecer informagdes importantes para orientar as
estratégias de controlo da doenga. Os estudos de avaliagdo da imunidade na COVID-19
desempenham um papel fundamental na compreensdo e gestdo da pandemia. Um dos
motivos pelo qual esses estudos sdo importantes, ¢ para avaliar a imunidade
natural.(OPAS, 2021) De facto, varios estudos analisaram a presenca de anticorpos
especificos contra 0 SARS-CoV-2 na populagdo em geral e t€ém fornecido estimativas da
proporcao de pessoas que foram infetadas e desenvolveram uma resposta imune detetavel.
Os resultados sugerem que uma parcela significativa da populacao pode ter sido infetada
sem apresentar sintomas ou com sintomas leves, sendo necessario saber também a
durabilidade desta imunidade, pois estudos longitudinais tém acompanhado individuos
infetados pelo SARS-CoV-2 ao longo do tempo para avaliar a duragdo da imunidade.
Embora a resposta imunoldgica possa variar entre as pessoas, esses estudos indicam que
a maioria dos individuos infetados desenvolve uma resposta de anticorpos que persiste
por varios meses. No entanto, ainda existe incertezas sobre quanto tempo essa imunidade

pode durar (Silva de Sordi et al., 2020).

Ainda assim, ¢ necessario saber a eficacia da vacinagdo, ou seja, a avaliacdo da
imunidade ¢ crucial para determinar a eficdcia das vacinas COVID-19. Esses estudos
permitem monitorizar a resposta imunoldgica induzida pelas vacinas e avaliar se elas sdo
capazes de fornecer prote¢ao adequada contra o virus. Além disso, eles podem ajudar a
identificar possiveis variantes do virus que podem afetar a eficdcia das vacinas. E ainda
compreender a duracdo da resposta imunitdria pos-vacinal, por outras palavras ajudam a
entender a duracdo da imunidade, que ¢ essencial para orientar a implementagdo de
estratégias de vacinagdo e planear campanhas de reforco. Os estudos longitudinais podem
fornecer informagdes sobre por quanto tempo a protecdo imunologica dura ap6s a infegao
ou vacinagdo e se sdo necessarias doses adicionais. Auxiliam a perceber a resposta
imunologica em diferentes grupos populacionais, ou seja, a avaliacdo da imunidade

permite investigar se certos grupos populacionais t€ém respostas imunoldgicas diferentes,
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como idosos, criangas, individuos imunocomprometidos ou aqueles com condi¢des
médicas subjacentes. Isso ¢ importante para determinar que grupos podem estar em maior
risco de infe¢do grave e tomar medidas especificas para protegé-los (Guiomar et al.,
2022b; OPAS, 2021). A monitorizacdo da dissemina¢do do virus pode, igualmente, ser
avaliada, pois os estudos de imunidade podem fornecer informagdes sobre a dissemina¢ao
do virus numa determinada populagdo. Eles podem ajudar a identificar pessoas que foram
previamente infetadas e desenvolveram imunidade, mesmo que sejam assintomaticas ou
tenham tido uma infecdo leve. Isso ¢ especialmente relevante para entender a proporgao
de infecdes ndo detetadas e avaliar o progresso da imunidade coletiva. Com o surgimento
de variantes do virus, os estudos tém investigado se as respostas imunoldgicas geradas
pela infe¢do natural ou vacinacao sdo capazes de fornecer protegdo contra essas variantes.
Também tém sido realizados estudos para entender o impacto das variantes na

transmissibilidade e gravidade da doenca(World Health Organization, 2021).

Os estudos para avaliagdo da imunidade auxiliam no desenvolvimento de
estratégias de controlo da pandemia, com base nos resultados dos estudos de imunidade
desde a eficacia das vacinas até ao desenvolvimento de novas medidas, como restrigdes
de viagem, diretrizes de distanciamento social e prioriza¢do de grupos populacionais para
a vacina¢do. Em resumo, ¢ importante destacar que a pesquisa sobre a imunidade a
COVID-19 ¢ um campo em constante evolugdo e novas investigagdes estdo em

desenvolvimento (Cristovao et al., 2020).
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CAPITULO II - OBJETIVOS
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OBJETIVOS

O principal objetivo deste estudo foi determinar stafus imunologico através da
andlise de anticorpos especificos anti-SARS-CoV-2 numa amostra constituida por
Profissionais de Satde da Unidade Local de Saude do Nordeste (ULSNE) de Braganga e
em utentes de lares da mesma regido. A analise foi realizada em dois momentos diferentes
como forma de avaliar a prote¢do gerada pela vacinagdo. A primeira andlise seroldgica
(T1) foi realizada no periodo anterior & administragdo da primeira dose de refor¢o da
vacina COVID-19 (também chamada de 3% dose) e a segunda andlise, analise (T2), no
periodo anterior a 2* dose de reforco. Pretendeu-se desta forma avaliar o status
imunologico imediatamente anterior a administracdo das vacinas, comparando os dois

momentos de avaliagdo.
Como objetivos especificos:

. Identificar a proporcdo de participantes com presenca de anticorpos (reatividade
a vacina e/ou presen¢a de infecdo recente) com base nos pontos de corte para os testes
que avaliam a presenca de anticorpos especificos, contra a proteina S ¢ N nos dois

momentos de observagao.

. Comparar os momentos T1 e T2 nos dois grupos estudados e verificar a sua
cinética.
. Inferir a propor¢ao de individuos com nivel de anticorpos que confere protecao.

Assim, os resultados obtidos a partir desta andlise preliminar, permitirdo delinear
futuras metodologias a serem aplicadas numa abordagem prospetiva, de forma a averiguar

a real protecdo imunitaria alcancada.
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CAPITULO III - MATERIAIS E METODOS
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MATERIAIS E METODOS

3.1. Populacio alvo e desenho do estudo

Foi realizado um estudo prospetivo numa amostra ndo probabilistica de
Profissionais da Saude da Unidade Local de Saude (ULSNE) de Braganca e de utentes de
lares de idosos. A primeira analise seroldgica realizou-se entre os dias 17/10/2021 a
30/11/2021 (periodo T1, primeira andlise seroldgica) antes da administragdo da primeira
dose de reforco da vacina contra a COVID-19, para idosos e profissionais de saude. A 2*
colheita (periodo T2: segunda analise seroldgica), realizada antes da 2* dose de reforco
da vacina, ocorreu entre 01/05/2022 e 15/05/2022 para o grupo dos utentes de lares e entre

15/10/2022 a 30/11/2022 para o grupo dos profissionais de satde (Figura 10).

1° Andlise Sorolgica 2° Andlise Sorolégica
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Figura 10: Linha temporal dos principais acontecimentos relacionados com a vacinagdo, momento
da colheita, grupos envolvidos, prevaléncia de estirpes envolvidas desde margo de 2020

3.2. Selec¢iao da amostra

Os participantes que integraram a 1* fase deste estudo serolégico foram
selecionados para a realizagdo de uma 2% andlise seroldgica. Os critérios usados para a
selecdo dos participantes foram: aceitagdo para participar nesta 2* fase do estudo
(consentimento), os que apresentavam resultados para os dois anticorpos, devidamente
validados na primeira colheita (T1); vacinacdo com a 1* dose de refor¢o no intervalo

estipulado pelo Servico Nacional de Saude (Figura 11).
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Recrutamento
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- IgG anti-Spike RBD (S)- resposta vacinal + infegao

Figura 11- Desenho do Estudo. Fluxograma representando o processo de recrutamento. A
ULSNE de Braganga ¢ composta por 900 Profissionais de Saude e os lares de idosos
incluidos no estudo apresentam cerca de 1500 utentes.

3.3. Procedimentos laboratoriais
Com base no numero de individuos que aceitaram participar e que eram elegiveis
para participar do estudo, foi preparada uma lista para a colheita de amostras de sangue

para as andlises serologicas e uma equipa formada por Técnicos de Andlises Clinicas do
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Laboratorio de Patologia Clinica da ULSNE de Braganga, juntamente com a equipa de

investigacgao ligada ao projeto NORDETEST-COVID19.

3.3.1. Colheita de sangue

As colheitas de sangue foram realizadas nas instalagdes do Laboratério de
Patologia Clinica da ULSNE de Braganca, agendadas de acordo com as datas
anteriormente marcadas para a administragdo da primeira dose de reforco da vacina
COVID-19. As amostras foram colhidas por meio de uma pung¢do venosa (3-4 mL) e
armazenadas em tubos secos S-Monovette® com gel. Todo o material de colheita foi
fornecido pelo Laboratério de Patologia Clinica da ULSNE de Braganga. As amostras
foram identificadas com etiquetas previamente impressas, considerando a lista de
participantes. Essa identificacdo inclui um cddigo de barras Unico que contém
informagdes do doente, nimero do processo e tipo de andlise solicitada, e foi realizada

por meio do programa SISLAB.

3.3.2. Preparacio e Armazenamento das Amostras

As amostras de sangue foram centrifugadas a 2500 rotacdes por minuto (rpm), por
10 minutos, seguindo as recomendacdes do fabricante (Sarstedt & Co, 2022) para separar
o coagulo do soro. Apds a centrifugacao, cerca de 2 mL de soro foi separado e armazenado
refrigerado a uma temperatura de 2 a 8 °C por um periodo maximo de 7 dias antes da
analise laboratorial para dete¢dao de anticorpos IgG (Spike) e IgG (Nucleocapsideo) do
SARS-CoV-2. Em seguida, as amostras foram armazenadas congeladas a -20°C,

conforme as diretrizes e recomendagdes do fabricante (Abbott Laboratories, 2022a,

2022b).

3.3.3. Analise Serologica

Para a andlise da imunidade humoral foi utilizado um ensaio Imunoensaio de
microparticulas quimioluminescentes (CMIA), Ensaio SARS-CoV-2 IgG II, (IgG anti-
S/RBD) e Quant e SARS-CoV-2 IgG (IgG anti-N); Quant, Abbott, fabricante (Abbott
Laboratories, 2022b; Galipeau et al., 2020). Este tipo de ensaio utilizado para avalia¢ao
da seroprevaléncia e resposta humoral pds-vacinagdo (Cristiano et al., 2022; English et
al., 2021; Harritshej et al., 2021). A quantificagdo de anticorpos, através deste teste
(Abbott), permite indiretamente inferir sobre a capacidade de neutralizacdo dos
anticorpos presentes no soro dos participantes, uma vez que os resultados obtidos em
diversos estudos de comparacdo de métodos disponiveis para o SARS-CoV-2

demonstraram que h4 uma correlacdo linear entre os testes seroldgicos cldssicos e os que
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utilizam anticorpos neutralizantes (padrao ouro das metodologias para a quantificacdo da

resposta humoral) (Cristiano et al., 2022; English et al., 2021; Harritshgj et al., 2021).

3.4. Interpretacio dos resultados

As amostras de soro foram inicialmente analisadas usando o ensaio qualitativo
Abbott Architect SARS-CoV-2 IgG (ensaio anti-N), que deteta anticorpos contra a
proteina do nucleocapsideo do SARS-CoV-2. Este ensaio possui um valor de indice de
1.4 como limite de positividade. No entanto para a defini¢do dos pontos de corte neste
trabalho, baseamo-nos num estudo realizado por Bryan e colegas (Bryan et al., 2020) que
determinou que a redugdo do limite anticorpos anti-N do teste Abbott de 1.4 para 0.7
resultou em um aumento na sensibilidade do teste de 84.2% para 88,0% (=7 dias apds o
inicio dos sintomas) e uma diminui¢ao na especificidade do teste de 100.0% para 99.6%.
Para podermos detetar o maximo de participantes com contato com o virus, optamos por
escolher o valor de ponto de corte de 0.7 para todas as amostras. Assim, para esta analise,
valores de anticorpos anti-N superiores a 0.7 foram considerados positivos, permitindo

inferir que foram infetados recentemente.

Na andlise quantitativa, os resultados do teste de anticorpos especificos contra a
proteina anti-S (Abbott Architect SARS-CoV-2 IgG II) sdo expressos em unidades
arbitrarias por ml (AU/mL) e foram convertidos para unidades de ligacdo de anticorpos
(BAU/mL), de acordo com a Notificacdo da OMS (20/136), sobre Conversao de Unidades
(RN21040201). O ensaio da Abbott mede a quantidade de anticorpos IgG especificos
anti-S numa faixa que vai de 7 AU a um limite méaximo de 40.000 AU, correspondendo
a uma faixa de 1.0 a 11.360 BAU/mL, obtidos a partir do fator de conversdo de 0.142.
Neste ensaio Abbott Architect SARS-CoV-2 IgG II, os resultados podem ser
interpretados com base num ponto de corte, onde o resultado ¢ considerado positivo para
IgG-S (considerado reativo) quando os valores sdo iguais ou superiores a 50,0 AU, ou
seja, iguais ou superiores a 7.1 BAU/mL apds a conversdo, de acordo com as

especificagdes do fabricante (Abbott Laboratories, 2022).

Para inferir a propor¢do de individuos com nivel de anticorpos que confere
protecdo, caracterizou-se a amostra com base nos niveis de anticorpos proposto pelo

fabricante (Abbott) (David et al., 2021).
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3.5. Analise estatistica

A quantificagdo do nivel de anticorpos anti-S ¢ apresentada como mediana e
intervalo inter-quartil (IQR) por ndo ter distribuicdo normal (valor-p do teste
Kolmogorov—Smirnov <0.001). Para andlise qualitativa de anticorpos anti-N e de
anticorpos anti-S, calcularam-se frequéncias absoluta e relativa considerando a varidvel
dicotomizada de acordo com os pontos de corte de 0.7 para anti-N e de 7.1 BAU/mL para
anti S (positivo se anti-N>0.7, positivo se anti-S>7.1) A comparacdo dos niveis de
anticorpos entre T1 e T2, foi feita recorrendo a andlise emparelhada para variaveis
quantitativas (anti-S) e qualitativas (anti-N e anti-S) recorrendo aos testes Wilcoxon-rank
test e McNemar, respetivamente. As andlises foram feitas separadamente para idosos e
profissionais. Em cada um destes grupos foi feita estratificagdo por género. Foi
considerada também o estado de infe¢do recente (sim e ndo) tendo em conta o ponto de
corte para anti-N, em que valores de anti-N superiores a 0.7 sdo indicativos de infe¢ao
recente. A estratificacdo por estado de infecdo foi considerada na avaliacdo quantitativa
de anti-S. Para cada um dos periodos T1 e T2 comparam-se os grupos de acordo com o
género e o estado de infecdo utilizando o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney para

avaliar diferengas de mediana.

Para a determinagdo da alteragdo percentual na mediana de anti-S do Tempo 1 (T1)
para o Tempo 2 (T2), foi utilizada a férmula [(anti-S T2—anti-S T1) /anti-ST1] x100. As
analises estatisticas foram realizadas no software IBM SPSS Statistics (Statistical
Package for the Social Science, IBM), versao 23 e no programa, disponivel online, JASP
(versdo 17.0) (JASP (Version 0.17),2023). Considerou-se para um nivel de significancia

um valor inferior ade 0.05.

3.6. Consideracoes éticas

O estudo seguiu todas as normas legais e éticas aplicaveis. O protocolo do estudo
recebeu aprovagdo da Comissdo de Etica em Satude da ULSNE de Braganga, conforme
documentado no Anexo I, e estd disponivel para consulta. Todos os participantes
forneceram o seu consentimento por escrito (Anexo II), autorizando a colheita de
amostras sanguineas para andlise serologica, bem como a coleta de dados demograficos,
sociais e de saude. Os participantes foram informados sobre os objetivos e a metodologia
do estudo, e também foram informados de que as amostras biologicas coletadas poderiam

ser utilizadas em pesquisas futuras, relacionadas a determinacao do risco de infe¢dao por
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SARS-CoV-2. Para preservar a confidencialidade dos dados dos participantes, a cada

individuo foi atribuido um ntimero interno exclusivo.

49



CAPITULO IV —- RESULTADOS
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RESULTADOS

4.1. Caraterizacio da amostra

Dos participantes 231 sdo profissionais de saude e 222 sdao utentes do Lar com
mediana etaria de 47 (IQR: 40; 57) e 88 anos (IQR: 80; 92), respetivamente. Dos
profissionais de saude, 80.5% (n=186) sdo mulheres e 41.1% (n=95) foram infetados
recentemente. Entre os utentes do Lar, 66.7% (n=148) sao mulheres e 45.5 % (n=101)
foram infetados recentemente (Tabela 1). Todos os participantes foram vacinados com a
primeira dose de reforco. Embora com um pequeno desfasamento cronologico entre os

grupos, a colheita realizou-se em média 4 meses da inoculagdo.

Tabela 1-Caracterizagdo da amostra

Profissionais de saude Utentes do Lar
n=231 n=222
homens 45 (19.5) 74 (33.3)
Género
n (%) mulheres 186 (80.5) 148 (66.7)
Idade em anos . .
mediana [IQR] 47 [40; 57] 88 [84; 92]
sim 95 (41.1) 101 (45.5)
Infecao
n (%)
nao 136 (58.9) 121 (54.5)

IQR: Amplitude Interquartil.

4.2. Determinacido qualitativa da reatividade anti-Nucleocapsideo e anti-
Spike do virus SARS-COV-2

De acordo com os resultados, a propor¢do de seropositivos para anti-N aumentou
significativamente entre T1 e T2, de 36.0% para 72.1% (p<0.001) em utentes do lar e de
10.0% para 30.7% (p<0.001) nos profissionais de saide. O aumento da propor¢ao de
positividade manteve-se estatisticamente significativa apos estratificar por sexo e pela
presenca de infegdo (Tabela 2). E possivel estimar o aumento percentual na prevaléncia

de anticorpos anti-N positivos entre 0 Tempo 1 (T1) e o Tempo 2 (T2) para cada grupo.

O aumento percentual do nimero de seropositivos estimado para os profissionais

de satide ¢ de 207.0% e para os utentes de lares é de 100.3%. E importante observar que
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esses sdo aumentos significativos, especialmente para os profissionais de saude,

indicando a presenca de infecao recente.

Tabela 2- Andlise qualitativa dos anticorpos lgGs anti-N nos dois grupos e em diferentes tempos.

Anti N positive (>0.7)

N T1 T2
p*
n (%) n (%)
S Total 222 80 (36.0) 160 (72.1) <0.001
@
2 = Feminino 148 48 (32,4) 105 (70.9) <0.001
[}
N
o Masculino 74 32 (43.2) 55(74.3) <0.001
§ . Total 231 23 (10.0) 71 (30.7) <0.001
=]
S =
2= Feminino 186 19(10.2)) 54 (29.0) <0.001
S
& Masculino 45 4(8.9) 17 (37.8) 0.002

Testes considerados positivos de acordo com o ponto de corte estabelecido pelo fabricante (anélise qualitativa do teste sorologico). T1:
Periodo anterior a toma da primeira dose de reforg¢o da vacina. T2: Periodo anterior a toma da segunda dose de refor¢o da vacina. *

Valor-p para o teste McNemar, comparagdo de propor¢do de Anti-N positivo entre T1 e T2.

O teste de anticorpos anti-S serve sobretudo para quantificar os niveis de anticorpos

no soro. No entanto, a sua andlise pode também ser qualitativa, tendo em conta o ponto

de corte estabelecidos pelo fabricante para este teste (>7.1 BAU). Os resultados revelam

uma seroprevaléncia para este anticorpo muito elevada para os dois grupos estudados,

99.5% para os profissionais e 95.9% para utentes de lares (Tabela 3). No grupo dos

profissionais de saude, na primeira colheita (T1), apenas um participante do sexo

feminino apresentou teste negativo para anticorpos anti-S e 8 individuos do grupo de

utentes de lares (1 do sexo feminino e 7 do sexo masculino), apresentaram também teste

negativo. No periodo T2 a reatividade foi de 100% para todos os participantes.

Tabela 3- Analise qualitativa dos anticorpos 1gG-anti S nos dois grupos e em diferentes tempos.

Anti S positivo (> 7.1 BAU)

N T1 T2
p*
n (%) n (%)

% Total 222 213 (95.9) 222 (100) <0.04
L =
S =
s - Feminino 148 147 (94.6) 148 (100) 1.0
N
= Masculino 74 66 (88.9) 74 (100) <0.08

S % Total 231 230 (99.5) 231 (100) 1.0
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Feminino 186 185 (99.6) 186 (100) 1.0

Masculino 45 45 (100) 45 (100)

Testes considerados positivos de acordo com o ponto de corte estabelecido pelo fabricante (anélise qualitativa do teste sorologico). T1:

Periodo anterior a toma da primeira dose de refor¢o da vacina. T2: Periodo anterior a toma da segunda dose de refor¢o da vacina.

*Valor-p para o teste McNemar, comparagdo de proporgdo de Anti-S positivo entre T1 e T2
4.3. Analise quantitativa dos anticorpos

O resultado do método utilizado na quantificagao de IgGs anti-S ¢ dado em valores

de AU, que apos a aplicacdo do fator de correlacdo 0.142, ¢ transformado em BAU
(Unidades de Anticorpos de Ligacdo). Essa ¢ a unidade de medida, recomendada pela
WHO, em ensaios com analise quantitativa para que o resultado possa ser comparado
entre diferentes estudos. Na tabela 4 estdo apresentados os resultados da andlise

quantitativa para este anticorpo para os dois grupos, estratificados pelo sexo.

Tabela 4- Determinagdo quantitativa de IgG anti- S nos dois grupos nas duas colheitas

N Anti-S (BAU/mL) T1 Anti-S (BAU/mL) T2 p*

Mediana [IQR] Mediana [IQR]
Total 222 278.2 [72.4; 1086.5] 4015.7[1709.9; 5680.0]  <0.001
% Feminino 148 456.1 [87.8; 1428.8] 4010.2 [2104.5; 5680.0]  <0.001
':; Masculino 74 242.4 [57.9; 948.8] 4027.1 [2034.8; 5680.0]  <0.001
g I“sfielflﬁ" 160 1345.5[580.3; 2416.1]  4982.6 [2591.8; 5680.0]  <0.001
I“ﬁg‘iﬁ" 62 109.1 [36.9;1405.8] 1486.7 [403.4; 3692.1]  <0.001
% Total 231 104.6 [50.9; 342.1] 455.3[160.4; 1608.7]  <0.001
% Feminino 186 809.8 [361.9;2554.1] 4010.2 [1469.9; 5680.0]  <0.001
% Masculino 45 591.2 [305.6; 1765.5] 4027.1 [2034.8; 5680.0]  <0.001
g I“sfielflﬁ" 23 1498.3 [598.5:5298.2]  4982.6 [2598.1; 5680.0  <0.001
g I“ﬁg‘iﬁ“ 208 89.6 [44.9; 233.4] 1486.7 [403.4; 3692.1]  <0.001

T1: Periodo anterior a toma da primeira dose de refor¢o da vacina. T2: Periodo anterior a toma da segunda dose de refor¢o da vacina. *valor-p

para diferencga do nivel Anti-S entre T1 ¢ T2 (Wilcoxon-rank test)

Desta forma, a analise da percentagem de variacdo da mediana foi de 1336.8% para

o grupo de utentes de lares e 355.3% para os profissionais de satde.

A analise emparelhada, pelo teste wilcoxon, mostrou que no periodo T2, a mediana
de anticorpos anti-S dos participantes foi significativamente mais elevados em

comparagdo com o periodo T1 (p<0.001), tanto no grupo dos utentes de lares (Mediana
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[Interquartil, IQR]) 278.2 [72.4; 1086.5] vs. 4015.7 [1709.9; 5680.0], como no grupo de
profissionais de saude 104.6 [50.9; 342.1] vs. 455.3 [160.4; 1608.7] e a mesma tendéncia
foi observada quando a amostra foi estratificada por sexo e pelas categorias “com infe¢ao”
e “sem infe¢dao” (infegdo inferida a partir do ponto de corte para o teste IgG anti-N nos

dois periodos em estudo).

Num mesmo periodo, tanto em T1 como em T2, ndo se observaram diferengas
significativas entre sexo feminino e masculino, no entanto, foram encontrados valores
significativamente mais elevados na categoria “com infe¢do” (teste de Mann-Whitney,

p<0.001; dados ndo apresentados na tabela 4).

Nas figuras 12 e 13 estdo representadas graficamente a andlise emparelhada do
valor da mediana para os anticorpos IgG anti-S, no grupo dos utentes de lares de idosos

e no grupo dos profissionais de saude, respetivamente.

8000 —

6000 —

4000 —

2000 —

R o7
[

[~

-2000 -
I |

Tl T2

Figura 12- Diferenca para a concentragdo de IgGs Anti-S entre T1 e T2 em
utentes de lares de idosos de Braganca
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Pode observar-se que para além destes valores serem mais elevados nos utentes de
lares de idosos observa-se maior nimero com evolugdo negativa, de T1 para T2, no grupo

dos profissionais de saude.
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Figura 13- Diferenca para a concentragdo de IgGs Anti-S entre T1 e T2 em profissionais de satde
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DISCUSSAO

Apos ter sido decretado o estado de pandemia pela OMS para a doenga COVID-19
em marco de 2020, os tltimos 3 anos, a combina¢do da imunidade induzida por vacinagdo
e imunidade gerada apés infecao natural, levou a que a grande parte da nossa populagdo
desenvolve-se pelo menos uma imunidade parcial contra a COVID-19 (DGS, 2022). A
pesquisa realizada pelo Instituto Nacional Dr. Ricardo Jorge (INSA) para monitorizar a
prevaléncia de anticorpos contra a COVID-19 divulgou os seus resultados mais recentes

em agosto de 2022 que apontam para uma seroprevaléncia de 96% na populagdo de

Portugal (INSA, 2022).

O estudo que se apresenta, faz parte de um estudo seroldégico mais alargado,
realizado em colaboragdo com a ULSNE e inserido numa das atividades do projeto
NORDTEST-COVID19. O principal objetivo desta atividade, foi avaliar a resposta a
vacina através da andlise de anticorpos especificos em profissionais de saude e utentes
em lares de idosos, num periodo anterior a administragdo da primeira dose de refor¢o da
vacina COVID-19, como forma de avaliar a protecdo gerada pela vacinagao e/ou presenca
de infecdo recente. Com esta atividade do projeto, pretendia-se contribuir para que as

entidades de satide pudessem priorizar as vacinas na comunidade.

A metodologia utilizada: Anti-S e Anti-N

Os ensaios utilizados neste estudo tinham como alvo as proteinas N e S do virus
SARS-CoV-2, para avaliar a reatividade dos anticorpos IgG anti-N e IgG anti-S. A
proteina S ¢ o principal alvo no desenvolvimento de vacinas, uma vez que, o dominio de
ligacdo ao recetor (Cohen & Burbelo, 2021; Ghaffari et al., 2020), presente na subunidade
S1 do virus, é considerado o principal alvo para anticorpos de ligacdao e neutralizagdo.
Por outro lado, a proteina N ¢ detetada em situagdes de infecdo ja que a maioria das
vacinas ndo inclui este alvo (Guiomar et al., 2022c). A ampla utiliza¢do de vacinas contra
a COVID-19 (por exemplo, Pfizer, AstraZeneca e Moderna), que estimulam apenas a
produgdo de anticorpos anti-S, significa que se pode distinguir os anticorpos provenientes
de infe¢des naturais daqueles derivados da vacinagdo quando medimos os dois tipos de

anticorpos anti-N e anticorpos anti-S (Wadhwa et al., 2021).

Para distinguir entre uma resposta vacinal e uma infe¢do, muitos estudos optaram
por utilizar ambos os ensaios como uma forma de fazer essa diferenciagao e inferir sobre

a origem dos anticorpos. Seguindo esta metodologia, este estudo apresenta resultados
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para os dois tipos de anticorpos anti-N e anti-S. Observou-se elevada seroprevaléncia para
ambos os tipos de anticorpos, quer em T1 quer em T2, revelando ndo s6 o efeito protetor

da vacina, mas também uma elevada propor¢do de infetados.

Os estudos serologicos na COVID-19 ao longo da pandemia: o propdsito

Os ensaios sorologicos para anticorpos anti-SARS-CoV-2 foram inicialmente
importantes para detetar infecdes e analisar o impacto da vacinagdo e da infecdo
(quantificacao de IgGs), no entanto, ndo sdo a principal ferramenta para detecao precoce
da infecdo. As evidéncias atuais apoiam para a hipdtese de que a protecdo inicial fornecida
pela vacinagdo contra 0 SARS-CoV-2, ou por uma infe¢do, ¢ inicialmente mediada por
anticorpos neutralizantes e as céluas T (Tang et al., 2020). Neste estudo, essa capacidade
de neutralizacdo ¢ inferida a partir da detecdo de anticorpos anti-S, que neste teste, em
particular, visam o dominio de ligagdo ao RBD, anticorpos estes com grande capacidade
de neutralizar o virus (Rosadas et al., 2022). Sabe-se que os niveis de anticorpos no soro
vao diminuindo ao longo do tempo (Gaebler et al., 2021; Levin et al., 2021; Perry et al.,
2022).

Um dos grandes desafios nos estudos de soroprevaléncia ¢ precisamente o facto de
ainda ndo estar claro quanto tempo os anticorpos permanecem em circulacdo apos a
infecdo ou vacinagdo, bem como o nivel necessario para gerar essa mesma prote¢ao.
(Pooley et al., 2023) Os niveis de anticorpos fornecidos pela vacinagio (anti-S) parecem
ser reduzidos consideravelmente entre 6 e 8 meses no periodo pos-vacinacdo (Gallais et
al., 2021; Levin et al., 2021). Estudos iniciais sobre a cinética dos anticorpos mostraram
que podem ser detetaveis por um ano, ou mais, apds uma infe¢ao (Gallais et al., 2021).
Os adquiridos por via natural, a sua capacidade de neutralizacdo ¢ fortemente
condicionada pela gravidade da infe¢do inicial, sugerindo que infe¢des assintomaticas ou

leves podem nao proporcionar uma protecdo robusta (Pooley et al., 2023).

Durante a pandemia, era esperado que determinar o tempo durante a qual os
anticorpos sao detetaveis e/ou a sua concentracdo a que se encontravam no soro dos
individuos pudesse orientar as entidades de satide na gestdo das doses de reforco

necessarias ¢ a distribui¢ao da vacina COVID-19.

Neste estudo em particular, o objetivo ¢ compreender como evoluiu o status
imunitario dos participantes, analisando os mesmos anticorpos numa abordagem

prospetiva, inferindo sobre a protegdo alcancada quer pela infecdo quer pela vacinagao.

58



Verificou-se que, em geral houve um aumento substancial da quantidade de anti-S entre
T1 e T2. No entanto, devemos salientar que em T1 a seroprevaléncia de anti-S era ja
muito proxima de 100% em idosos e profissionais de saude, o que pode ser um fator
sugestivo de que o intervalo de tempo entre as duas doses de refor¢co poderia ser
aumentado. Temos dois grupos muito distintos no que diz respeito a resposta imunitaria
e esta devidamente documentado que a resposta imunitdria humoral a vacinacdo ¢ mais
fraca em idosos e depende também da presenca de certas doencas (Rick et al., 2023).
Embora ndo fosse objetivo deste estudo a comparagdo entre estes dois grupos, pelos
resultados que encontrdmos ¢ evidente um maior nivel de anti-S nos profissionais de

saude, um grupo muito mais jovem que os utentes do lar.

Os participantes de ambos os grupos em estudo foram vacinados com a 1* dose de
reforco (3? dose). A primeira colheita (T1) foi realizada nos dois grupos entre 10 a 11
meses apos o primeiro esquema vacinal e imediatamente anterior a administracao da 1*
dose de reforco. A segunda colheita (T2) foi realizada entre 4 a 5 meses apoOs a
administracdo da 1* dose de reforgo, para os profissionais de satde, e 3 a 4 meses para os
utentes de lares de idosos. E necesséria acautelar a comparagdo entre grupos tendo em
conta a cinética de “decaimento” destes anticorpos. De qualquer forma interessa analisar

a seropositividade dos participantes em T1 e T2 para inferir a protecdo alcancada.

Andlise qualitativa da reatividade de anticorpos nos dois periodos em estudo

De acordo com os resultados obtidos, a propor¢do de seropositivos para anti-N
aumentou significativamente entre Tl e T2. Com base nos dados epidemioldgicos
nacionais e internacionais, era espectavel este resultado. O periodo da segunda colheita
(T2), que antecedeu a 2* dose de reforco (novembro de 2021), coincidiu com o aumento
das infec¢oes atribuidas as variantes VOC delta (B.1.617.2) e émicron (B.1.1.529) (DGS
& INSA, 2022). Estas variantes apresentaram uma taxa de infe¢do maior em comparagao
com a primeira (alfa; B.1.1.7) (Twohig et al., 2022).Segundo um estudo recente
(Oziidogru et al., 2023) a taxa mais alta de reinfe¢do foi observada na variante émicron
numa amostra de 27.487 doentes com COVID-19. Verificou-se que com a variante
omicron a reinfecao foi aproximadamente 30 vezes mais frequente do que na variante alfa
e 10 vezes mais frequente do que a variante delta (Oziidogru et al., 2023).Muitos dos
participantes deste estudo, que ndo tinham sido infetados em T1, foram infetados, muito

provavelmente apds o aparecimento destas novas variantes, o que resultou num aumento
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da prevaléncia de anticorpos anti-N nos dois grupos em estudo no momento anterior a
administracao da 2* dose de reforgo. Este aumento de seropositivos anti-N em T2, ¢ mais

elevado para o grupo dos profissionais, representando um aumento na ordem dos 207%.

Na analise qualitativa dos anticorpos anti-S, de acordo com o ponto de corte
proposto pelo fabricante, também verificamos diferengas na seroprevaléncia. No periodo
T2, 100% dos participantes apresentaram reatividade a este anticorpo e no periodo T1 um
individuo do grupo de profissionais de satde e 8 participantes do grupo de utentes de
lares podem estar relacionado com diferentes fatores. Nestes casos ha a possibilidade de
a vacina ndo ter induzido resposta imunitiria esperada nestes participantes, ou os
anticorpos diminuiram ao ponto de ndo serem detetados através deste teste. E importante
frisar que a medi¢do da primeira colheita (T1) dista cerca de 10 a 11 meses da
administracdo do primeiro esquema vacinal e a segunda colheita em T2, em média, 4
meses. Assim, o decaimento dos anticorpos € inevitavelmente maior em T1. H4 ainda a
possibilidade de haver individuos que estdo imunocomprometidos e nido fazem a
seroconversio (Baka et al., 2021). E precisamente para a gestdo da vacinacio nestes

individuos que os testes seroldgicos se tornam relevantes.

Andlise quantitativa de anticorpos nos dois periodos em estudo

A andlise quantitativa de anticorpos IgG anti-S mostrou que no periodo T2, os
niveis anticorpos foram significativamente mais elevados em comparagao com o periodo
T1 tanto no grupo dos utentes de lares como no grupo de profissionais de satde. A mesma
tendéncia foi observada quando a amostra foi estratificada pelo sexo. Como ja foi referido
anteriormente, com um aumento das infe¢des (> de numero de seropositivos para anti-
N), compreende-se que haja também niveis mais elevados de anticorpos IgGs anti-S, uma
vez que estes IgGs sdo produzidos em resposta quer a infe¢do quer a vacinagdo. Assim,
os valores de anticorpos nas categorias “com infecdo”, nos dois grupos de participantes,
sdo significativamente mais elevados. Além disso, o tempo decorrido entre a colheita em
T2 e a vacinagdo com a 3% dose, foi inferior ao de T1, levando por isso a um menor
decaimento. Quando analisamos a magnitude da varia¢do através da percentagem de
variagdo da mediana, ela foi de 1349.4% para o grupo de utentes de lares e 335.3% para
os profissionais de saude. Se verificarmos o grupo de utentes apresentava valores para a

mediana mais baixos em T1 e a variacdo para T2 ¢ muito superior, o que podera também
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dever-se ao facto de terem a inoculagdo da 3* dose ha menos tempo e terem um maior

numero de individuos com infec¢ao recente.

A inoculagdo sucessiva com vacinas da COVID-19, ou doses de reforco, ¢
considerada segura e eficaz com base nas evidéncias disponiveis. (CDC, 2023) Contudo,
alguns estudos tém referido potenciais efeitos adversos como miocardite/pericardite
(Barda et al., 2021; X. Li et al., 2021; Ryan et al., 2021), complicagcdes neurologicas
(Garcia-Grimshaw et al., 2021), trombose (Schultz et al., 2021) e linfoadenopatia (Hiller
et al,, 2021). Estes efeitos adversos podem estar associados a niveis de anticorpos

elevados (Bozkurt, 2023).

Limitacoes do estudo

A limitacdo deste estudo prospetivo prende-se sobretudo com a dificuldade em
controlar variaveis como o numero de infegdes apos a primeira colheita, dias apds essa
infecdo, sinais e sintomas e também o tipo de vacina administrada na 1* dose de reforgo.
A partir do final de 2021, o teste molecular deixou de ser obrigatorio, o que dificulta a

confirmagdo de infe¢des por COVID-19.

Nao foi possivel programar as colheitas com o mesmo periodo tempo entre a
administracdo das vacinas até a colheita em T2, para ambos os grupos, uma vez que nao
foram conhecidas as decisdes das entidades de satide com a antecedéncia necessaria para
estabelecer uma determinada data de colheita. Além disso, a programagdo das doses de
reforco, por parte do SNS, alterou a priorizagdo dos grupos de risco estabelecida

inicialmente, o que teve implicagdo no proprio desenho do estudo.

Uma outra limitacdo do estudo € o facto de ndo terem sido conduzidos ensaios de
neutralizacdo no soro dos participantes. A inclusdo de testes de neutralizagdo teria
permitido avaliar a capacidade de neutralizacdo no soro dos participantes e comparar
ambas as metodologias, o que teria sido util para inferir sobre a prote¢ao conferida pelos
anticorpos. A imunidade celular desempenha um papel essencial na prote¢do contra a
infecdo e o desenvolvimento de doenca grave (Li et al., 2022).Também nao foram

realizados testes para avaliar a imunidade celular em relagdo a COVID-19.
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CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

Verificou-se nos dois grupos em estudo, que os niveis de anticorpos no soro foram
significativamente mais elevados na segunda colheita do que na primeira. A reatividade
aos anticorpos anti-S foi de 100% em ambos os grupos o que vem de encontro aos
resultados da DGS que apresenta valores muito elevados de seroprevaléncia para a
populacdo portuguesa. Esta discrepancia nos dois momentos em estudo, ¢ de certa forma
justificada pela prevaléncia de anticorpos anti-N, que indicam a presenca de infe¢ao
recente num maior nimero dos participantes, além do facto de a colheita em T2 ter sido
realizada num intervalo de tempo relativamente curto apds o periodo de inoculagdo da 1*

dose de reforgo.

A medida que novas variantes do virus SARS-CoV-2 surgem, as vacinas podem
ser atualizadas para garantir uma eficécia continua. Doses adicionais, sdo frequentemente
recomendadas para grupos que podem ter uma resposta imunitiria mais fraca
inicialmente, como os imunodeprimidos e os idosos. No entanto, tal como ja foi referido
anteriormente, ¢ importante salientar que inoculagdes sucessivas da vacina COVID-19
podem estar associadas a efeitos adversos. Este facto, por si sé justificam a necessidade
de realizagdo de estudos serologicos que permitam uma andlise epidemiologica dos
potenciais efeitos adversos da vacina COVID-19, a fim de se perspetivar o risco beneficio

de dosagens de refor¢o em diferentes grupos populacionais.

Neste momento o grupo de trabalho do projeto NORDTEST pretende dar
continuidade ao estudo, uma vez que dispde de uma vasta “seroteca” que permitira
analisar outros parametros da imunidade, aplicando mais testes serologicos e moleculares.
Serd decisivo analisar a real capacidade de neutralizacdo do soro através de testes de
neutralizacdo para melhor inferir sobre a protecdo alcancada neste nos profissionais de
saude e nos idosos e calibrar os valores quando surgirem novas referéncias para os niveis

protetores de anticorpos.

Ter uma compreensdo da dinamica dos anticorpos ao longo do tempo ¢ vital para
avaliar a eficacia das vacinas. Até a data, ainda nao foram estabelecidos os niveis exatos
de anticorpos que conferem protecdo, os estudos neste contexto, desempenha aqui um
papel fundamental. Estes dados sdo de extrema importancia para as autoridades de saude,
pois fornecem uma base de conhecimento que pode ser usada para orientar as politicas

publicas e a tomada de decisoes.
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