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RESUMO

Desde margo de 2020 gque a pandemia provocada pelo virus SARS-CoV-2, tem
vindo a causar milhares de mortes em todo o mundo. Esforgos consideraveis foram feitos
pela comunidade cientifica para desenvolver estratégias preventivas e terapéuticas contra
a doenca do Coronavirus 2019 (COVID-19), acelerando o desenvolvimento de diferentes
vacinas. A vacinacdo parece ser uma estratégia profilatica eficaz, tendo havido resultados
cientificos que comprovam a reducéo da infecdo, sintomatologia severa e morte associada
a COVID-19. A infecdo e a vacinacdo na COVID-19 induzem uma resposta de anticorpos
contra glicoproteina viral Spike (S). Valores mais elevados destes anticorpos parecem
conferir protecdo, principalmente contra uma sintomatologia mais grave da doenga. No
entanto, o nivel de anticorpos que podemos considerar como protetor e os fatores que

estdo na base da sua variacdo necessitam de mais investigacao.

O principal objetivo deste estudo foi avaliar a imunidade humoral gerada pela
vacinacao em profissionais de satde da Unidade Local de Saude do Nordeste de Braganca
(ULSNE), antes da toma da primeira dose de reforco da vacina COVID-19, através de
uma quantificacdo de anticorpos especificos anti-SARS-CoV-2, no soro dos
participantes. Pretendeu-se ainda identificar fatores que expliguem a variacdo
interindividual na resposta humoral. Para o recrutamento dos participantes foi aplicado
um questionario para o levantamento de caracteristicas sociodemogréaficas e clinicas
inerentes ao SARS-CoV-2. Os testes seroldgicos foram realizados em amostras de soro
através de um Imunoensaio de microparticulas quimioluminescentes (CMIA), ensaio
SARS-CoV-2 IgG Il (IgG anti- S/ RBD) e Quant e SARS-CoV-2 1gG Quant (IgG anti N)
no equipamento ARCHITECT i1000SR (Abbott).

O estudo envolveu 427 profissionais de satde, 338 (79,2%) mulheres e 89 (20,8%)
homens, com uma média de idades de 45,7+11,4 anos, sendo a faixa etéaria dos 40 a 49
anos de idade a mais representada. Todos os participantes foram vacinados com o
esquema de vacinacdo definido pelo Servico Nacional de Saude. Com base na
positividade para os testes de RT-qPCR, verificou-se que 88 (20,6%) testaram positivo,
72 (16,7%) foram infetados por SARS-CoV-2 no periodo anterior & administracdo da

vacina e 16 (3,7%) posteriormente a vacinacao.
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A incidéncia cumulativa de infegdo por SARS-CoV-2 foi de 16.9% (1C95%: 13.3-
20.4) no periodo posterior a vacinagdo. Na grande maioria dos participantes (n=422;
98.8%) foi detetada reatividade a anticorpos 1gG anti-S/RBD. Foram identificadas
diferencas significativas entre 0s grupos na analise quantitativa de anticorpos-S de acordo
com a idade e a presenca/auséncia de infecdo por SARS-CoV-2 (p <0.001). A faixa etéria
dos 20-29 apresentou valores mais elevados de anticorpos em relacgdo a todas as outras
faixas etarias, (mediana: 401.2 [IQR: 143.5;1040.1] BAU/mL). A analise de regressao
multivariada evidenciou que a presenca de infecdo e a idade sdo os principais preditores

da resposta humoral nos profissionais de salde entre todas as variaveis estudadas.

No periodo anterior a vacinacdo com a dose de refor¢o, a avaliacdo da imunidade
humoral revelou que a maior parte dos profissionais de saide da ULSNE apresentava
reatividade aos anticorpos anti-S permitindo concluir que houve resposta humoral a
vacina. A variacgdo interindividual nos niveis de anticorpos é principalmente explicada

pelas diferencas de idade e pela presenca de infecao.

Palavras-chave: SARS-CoV-2; COVID-19; Vacinacdo; Anticorpos; IgG anti- S/RBD;
IgG anti- N; Profissionais de Saude.
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ABSTRACT

Since March of 2020, the pandemic caused by SARS-CoV-2 has been causing
thousands of deaths worldwide. Considerable efforts have been made by the scientific
community to develop preventive and therapeutic strategies against the coronavirus
disease 2019 (COVID-19), accelerating the development of different vaccines. The
administration of the vaccine appears to be an effective prophylactic strategy and there is
scientific data showing that vaccination is responsible for reducing the number of
infections, severe symptoms and deaths associated with COVID-19. Infection and
vaccination in COVID-19 induce an antibody response against the Spike (S) viral
glycoprotein. Higher values of these antibodies seem to provide protection, especially
against more severe symptoms of the disease. However, the level of antibodies that we
can consider as protective and the factors that underlie their variation need further

investigation.

The main objective of this study was to evaluate the humoral immunity generated
by COVID-19 vaccination in health professionals from Unidade Local de Salde do
Nordeste (ULSNE) Braganca, before the administration of the booster dose of the
COVID-19 vaccine, by means of a quantification of specific anti-SARS-CoV-2
antibodies, in the serum of the participants. Another aim of this study was to identify
factors that could explain the inter-individual variation in the humoral response.

For the participant’s recruitment, a questionnaire was applied to survey the
sociodemographic and clinical characteristics related to SARS-CoV-2 infection.
Serological tests were performed on serum samples using a chemiluminescent
microparticle based immunoassay (CMIA), SARS-CoV-2 IgG Il (anti-S/RBD IgG), and
SARS-CoV-2 IgG Quant (anti-N) on the ARCHITECT i1000SR Instrument (Abbott).

The study involved 427 health professionals, 338 (79.2%) women and 89 (20.8%)
men with a mean, age of 45.7£11.4 years, with the 40-49 age group being the most
represented. All participants were vaccinated with the vaccination schedule defined by
the national health service. Based on positivity for SARS-CoV-2 RT-gPCR tests the data
shown that 88 (20.6%) of the participants tested positive, 72 (16.7%) were infected within

the period prior to vaccine administration, and 16 (3.7%) after vaccination.
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The cumulative incidence of SARS-CoV-2 infection was 16.9% (95% ClI: 13.3-
20.4) in the period prior to the vaccination. In most participants (n=422; 98.8%) reactivity
to anti-S/RBD IgG antibodies was detected. Significant differences in anti-S antibody
levels were identified between groups according to age and the presence or absence of
SARS-CoV-2 infection (p<0.001). The 20-29 age group had significant higher antibody
levels than all other age groups (median: 401.2 [IQR: 143.5;1040.1] BAU/mL,;
p<0.0001). Multivariate regression analysis showed that the presence of infection and age
are the main predictors of humoral response in health professionals among all the studied

variables.

Before booster dose (3rd dose) vaccine the evaluation of humoral immunity
revealed that most of the health professionals at the ULSNE showed reactivity to anti-S
antibodies, allowing the conclusion that there was a humoral response to the vaccine. The
inter-individual variation in antibody levels is mainly explained by age differences and

the presence of infection.

Keywords: COVID-19; SARS-CoV-2; Vaccination; Antibodies; 1gG anti- S/ RBD; IgG

anti-N; Healthcare Professional
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Introducéo

INTRODUCAO

Em resposta & 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 doenga Coronavirus 2019 (COVID-19) (Bonanni et al., 2021). Esta colaboracéo
internacional ndo teve paralelo na historia da Satde Publica. As quatro vacinas aprovadas
pela Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA) e administradas em Portugal, até a data
deste estudo sdo: Comirnaty®, Spikevax®, baseadas em RNA mensageiro (mMRNA);
Vaxzevria®, Vacina Janssen®, baseadas em vetor adenoviral (Comisséo Europeia, 2022;
Infarmed, 2021).

Em Portugal, o processo de vacinagdo primaria, 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 ja existente uma dose de reforco (32 dose) da vacina
COVID-19 (Our World in Data, 2021; Servico Nacional de Saude, 2021). Nessa altura,
cerca de 85% da populacdo Portuguesa ja se encontrava vacinada com o esquema de
vacinagdo priméario completo (Our World in Data, 2021; Servigo Nacional de Salde,
2021). A estratégia de vacinacdo definiu grupos prioritarios tendo em conta o
risco/gravidade da doenca COVID-19 e a exposi¢do ao virus SARS-CoV-2. Fazem parte
deste grupo doentes imunocomprometidos, pessoas idosas e determinadas profissdes
como profissionais de satde (Guiomar et al., 2022; Servico Nacional de Salde, 2022c).
Estes foram priorizados por serem essenciais para manter as unidades de salde em
funcionamento, durante a pandemia, mas também por apresentarem risco de infecdo por
SARS-CoV-2 mais elevado, devido ao contato proximo com os pacientes (Guiomar et
al., 2022). Até ao momento as vacinas tém demostrado ser uma estratégia profilética
eficaz para a prevencao e controlo da doenca, diminuindo as hospitalizacfes e ébitos por
COVID-19 (Bonanni et al., 2021; Moghadas et al., 2021).

Aos membros da Unido Europeia (EU) foi recomendado que fomentassem
pesquisas serologicas em individuos vacinados, tanto em grupos especificos da populagéo
de risco como no publico em geral, para avaliar e monitorizar a efetividade da vacina nas
populacbes (Bonanni et al., 2021). Uma forma de medir a efetividade da vacina é através

da quantificacdo de anticorpos especificos produzidos em resposta a sua administracao.
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Introducéo

Os testes seroldgicos sdo um recurso valioso para gerar evidéncias que permitam planear
politicas de saude publica em futuros surtos ou pandemias, especialmente no contexto
atual sobre a decisdo de administracdo de doses adicionais de reforco da vacina COVID-
19 (Bonanni et al., 2021). Varias pesquisas foram realizadas com o intuito de avaliar a
capacidade de os anticorpos IgG contra 0 SARS-CoV-2 e, em particular, os anticorpos
neutralizantes, conferirem imunidade a infeccdo (Bonanni et al., 2021; Gallais et al.,
2021; Guiomar et al., 2022). A monitorizacdo da imunidade humoral é particularmente
importante, uma vez que a cada instante novos tipos e marcas de vacinas Sao
disponibilizadas ao publico e o aparecimento de novas variantes do SARS-CoV-2 leva a
necessidade de avaliar a sua efetividade (Bonanni et al., 2021; Guiomar et al., 2022;
Moghadas et al., 2021).

O principal objetivo do estudo, aqui apresentado, foi avaliar de forma qualitativa
e quantitativa a resposta humoral, gerada pela vacinacdo e/ou infecdo, antes da toma da
primeira dose de refor¢o (32 dose) da vacina contraa COVID-19. A populacéo alvo deste
estudo foram profissionais de Satde da Unidade Local de Satde do Nordeste (ULSNE)
de Braganca. Pretendeu-se ainda identificar fatores que possam estar associados a
variacao interindividual na produgéo de anticorpos anti-SARS-CoV-2.

Este trabalho foi efetuado no Centro de Investigacdo de Montanha (CIMO), em
colaboracdo com a ULSNE de Braganca, através do Servico de Patologia Clinica o qual
disponibilizou as suas instalagdes, tendo prestado apoio em todo o processo de colheitas

de amostras bioldgicas.

Esta dissertacdo é apresentada ao Instituto Politécnico de Braganca (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 Saude — Ramo Biotecnologia.
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1.1. Enguadramento epidemiologico

Em dezembro de 2019, a cidade de Wuhan, China, tornou-se o centro de um surto
de pneumonia de causa desconhecida, que viria a ser atribuida a um novo Coronavirus,
SARS-CoV-2 (Muralidar et al., 2020). Este foi detetado pela primeira vez, a 7 de janeiro
de 2020, pelo Centro Chinés de Controlo e Prevencdo de Doencas e mais tarde a 11 de
fevereiro de 2020 (Muralidar et al., 2020). A doenca causada por este virus viria a ser
designada pela Organizacao Mundial de Saude (OMS) como a doenca Coronavirus 2019
(COVID-19) causada pelo virus da Sindrome Respiratdria Aguda Grave-2 (SARS-CoV-
2) (World Health Organization, 2020b).

Tendo em conta a rapida disseminacdo e o aumento do nimero de casos de infecdo
por SARS-CoV-2 a nivel global, OMS decretou a 11 de marco de 2020, que a epidemia
tinha atingido o nivel de pandemia, constituindo assim uma calamidade publica (World
Health Organization, 2020d). A situacdo pandémica evoluiu exponencialmente em todo
0 mundo e em particular, na Unido Europeia (World Health Organization, 2020a). Um
dos primeiros relatérios publicado pela OMS em clima pandémico, datado de 30 de
marco de 2020, contabilizava a nivel mundial, 750 890 casos confirmados, 36 405 Gbitos
por COVID-19, a nivel Europeu, Portugal ocupava nessa altura o 11° lugar (World Health

Organization, 2020a).

Em Portugal, os primeiros casos registados de COVID-19 surgiram a 2 de margo
de 2020 (Direcdo Geral de Saude, 2020) e a 18 marco de 2020, foi decretado o Estado de
Emergéncia em Portugal, através do Decreto do Presidente da Republica n.° 14-A/2020,
de 18 de marco (Presidéncia da Republica, 2020). A situacdo pandémica, demostrou ser
imprevisivel tanto a nivel mundial, como em Portugal, a alta taxa de transmissibilidade
do virus SARS-CoV-2, 0 aparecimento de novas variantes, o aumento do nimero de casos
confirmados de COVID-19, internamentos e Obitos, a inexisténcia de um tratamento
especifico levou o pais a ter de se adaptar as varias realidades face a evolugédo da situacéo
pandémica. Neste sentido o Estado de Emergéncia manteve-se deste o dia 18 de marco
até ao dia 2 de maio de 2020. Com a melhoria do contexto pandémico, a 3 de maio de
2020 é iniciado o plano de transicdo para uma situacdo de calamidade com aplicagdo
faseada de medidas de desconfinamento. No entanto, a situagdo epidemiologica voltaria
a piorar e o Estado de Emergéncia volta a ser implementado no dia 6 de novembro de
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2020. A 27 de dezembro de 2020, as vacinas comecam a ser administradas no pais
(Presidéncia de Republica, 2020c), sendo que no més de outubro de 2021 foi adicionado
ao programa de vacinacdo ja existente uma dose de reforco da vacina COVID-19 (Servico
Nacional de Saude, 2021). Apos a descida do numero de mortes, internamentos, bem
como a reducdo da transmissibilidade e a estabilizacdo do nimero de novos casos € por
fim anunciada no dia 1 de maio de 2021 a ndo-renovacao do Estado de Emergéncia e
implementada a situagdo de Calamidade. Para além destes eventos, a situacdo de
contingéncia e o estado de alerta foram varias vezes ativados no decorrer do ano 2020 e
2021 (Presidéncia de Republica, 2020a). Todas estas limitagcdes foram impostas com o
intuito de conter a transmissdo do virus e a expansdo da doenca, dentro dessas medidas
mais restritivas, destacam-se os confinamentos gerais e parciais e fecho de fronteiras.
Outras medidas, de carater preventivo foram adotadas, para fazer face a pandemia. Estas
visaram a promog&o do distanciamento fisico, o uso de méscara e higienizacdo das méaos.
Além disso, a capacidade de fornecer testes seroldgicos e diagndsticos rapidos sensiveis
e especificos mostrou ser fundamental na gestdo e prevencao da disseminacdo do virus
SARS-CoV-2 (Vardoulakis et al., 2020). A Figura 1 apresenta uma linha do tempo que

destaca os principais eventos da pandemia COVID-19.

7 de janeiro 2020

Centro Chinés de Controle
e Prevengdo de Doengas,
identificou pela primeira
vez, o novo Coronavirus.

11 margo 2020
OMS, declara o

D bro 2019
ezembro estado de pandemia.

Surto de pneumonia
de causa desconhecida
na cidade de Wuhan,
China.

3 maio de 2020
Situagdo pandémica melhora.
Decretado o fim do Estado de
Emergéncia e implementada
a Situagdo de Calamidade.

6 novembro de 2020
Situacdo pandémica volta a piorar.
Decretado o Estado de Emergéncia
em Portugal.

18 margo 2020
Decretado o Estado de
Emergéncia em Portugal.

11 fevereiro 2020
OMS, designa a doenca
COVID-19 por infegdo
do virus SARS-CoV-2.

, lﬁ/
2019 2020
2021

(o)—®) 7 & 7

Novas variantes (VOC)
dezembro 2020
Variante Alfa B.1.1.7.
Variante Beta B.1.351

Nova variante (VOC)
janeiro 2021
Variante Gama P.1

outubro 2021
Dose de reforgo
vacina anti-COVID-
19.

Nova variante (VOC)
Novembro 2021
Variante Omicron B.1.1.529

Nova variante (VOC)
maio de 2021
Variante Delta B.1.617.2

27 dezembro de 2020
As vacinas anti-COVID-19 comegam a ser
administradas em Portugal. Grupos de
risco foram priorizados para a toma da
vacina, fazendo parte destes, os
Profissionais de Saude.

Figura 1. Linha do tempo dos principais eventos da Pandemia SARS-COV-2, (Muralidar et al.,
2020; Presidéncia de Republica, 2020a, 2020c; Servigco Nacional de Saude, 2021; World Health

Organization, 2020b, 2020d, 2022).
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1.2.  SARS-CoV-2

Aspetos moleculares do virus SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2 pertence a ordem Nidovirales, da familia Coronaviridae, da
subfamilia taxonémica Orthocoronavirinae, do género Betacoronavirus (Hasoks(z et al.,
2020). Entre os agentes causadores de infecGes do trato respiratorio humano, estdo os
coronavirus. O SARS-CoV-2 é uma das sete estirpes de coronavirus conhecidas com
capacidade de infetar humanos (HCoV) (Hasoksuz et al., 2020). Este pertence a0 mesmo
subgénero que os outros dois coronavirus, responsaveis por desencadear anteriormente
surtos epidémicos em grande escala em humanos, virus da sindrome respiratoria aguda
grave (SARS-CoV; novembro 2002), virus da sindrome respiratoria do Oriente Médio
(MERS-CoV; abril 2012) (Hasoksuz et al., 2020). 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).

Os coronavirus sdo os virus com o genoma de RNA mais extenso entre 0s que
foram descobertos até a data, apresentam 26 a 32 quilobases (Muralidar et al., 2020). O
SARS-CoV-2 compreende 29.891 nucleotideos que codificam 9.860 aminoacidos
(Muralidar et al., 2020). Este é um virus de RNA de cadeia simples de sentido positivo e
envelopado. Constituido por 4 proteinas estruturais principais: a proteina da
nucleocapside (N), a proteina transmembranar (M), a proteina de envelope (E) e a
proteina Spike (S), (Hasokslz et al., 2020). A estrutura do SARS-CoV-2 ¢ ilustrada na
Figura 2.

Spike (S1 & S2)

?

(f - 'r-)/—-Membrana (M)
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.\,~() %4 RNA
2k = -
\ 4 (
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< Q>
Nucleocapside (N)

Figura 2. Estrutura do virus SARS-CoV-2, adaptado de Bio-Rad e Muralidar (Bio-Rad &
Laboratories, 2022; Muralidar et al., 2020)
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A proteina N, tem a funcédo de proteger o genoma viral das células hospedeiras.
Desempenha também um papel na replicagdo do RNA e na resposta celular do hospedeiro
a infecdo viral (Hasoksuz et al., 2020; Machhi et al., 2020). As outras trés proteinas
estruturais (E, M, S) formam o envelope viral. A proteina mais abundante do lado de fora
da membrana viral € uma proteina M. Esta atua de modo a ligar o genoma do &cido
nucleico a superficie interna da membrana da célula hospedeira (Machhi et al., 2020). A
proteina E, sdo pequenas proteinas integradas na membrana (M) com fungdes na
morfogénese, montagem e brotamento do virus (Machhi et al., 2020). A proteina S é a
proteina que permite que o virus se ligue & membrana celular de uma célula hospedeira
permitindo a fusdo celular e induz a producdo de anticorpos neutralizantes (Hasoksiiz et
al., 2020). A proteina S contem 2 subunidades funcionais, S1 e S2; a subunidade S1 ,
contém um dominio de ligacdo ao recetor (RBD) que é responsavel pelo reconhecimento
e ligacdo ao recetor da superficie celular. A subunidade S2 medeia a fusdo das membranas
virais e celulares (Hasoksuz et al., 2020).

1.3.  Fisiopatologia da COVID-19

1.3.1. Transmisséo e infegéo

O virus SARS-CoV-2 é o agente etioldgico da doenca COVID-19, o qual tem vindo
a causar uma mortalidade sem precedentes em todo 0 mundo. Este é transmitido de pessoa
para pessoa por meio de goticulas ou contato direto com superficies contaminadas
(Machhi et al., 2020).

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
enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2) (Ahlawat et al., 2020). Esta enzima tem
como funcdo auxiliar a regulacdo da pressdo sanguinea, sendo expressa em diversos
Orgaos nomeadamente no trato respiratério, digestivo e renal (Ahlawat et al., 2020). Essa
localizacdo, da ACE2 explica o tropismo tecidual do SARS-CoV-2 para o pulmdo,
intestino delgado e rim (Hasoksiz et al., 2020). A ACE2 desempenha um papel crucial
na infecdo. O SARS-CoV-2 usa como recetor a enzima ACE2 para entrar nas células
hospedeiras apds ativacdo da proteina S pela protease transmembranar de serina 2
(TMPRSS2) (Hoffmann et al., 2020), (Figura 3). A infecdo por SARS-CoV-2 ocorre

apos a entrada do virus na célula alvo, como consequéncia da unido entre o RBD viral da
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proteina S e o recetor ACE2 (Machhi et al., 2020). A proteina S vai acoplar ao ACE2 e
sofrer uma divisdo para que haja a fusdo da membrana viral com a célula e endocitose,
permitindo a libertacdo do RNA que estd no interior do virus na celula hospedeira
(Hoffmann et al., 2020).

1.3.2. Sintomatologia

A COVID-19 é uma doenca sistémica que pode afetar outros érgdos para além dos
pulmdes, por disseminagdo atraves da corrente sanguinea, tais como: rim, figado,
masculos, sistema digestivo, sistema nervoso e baco (Machhi et al., 2020). Os sintomas
mais comuns da COVID-19 tendem a aparecer cerca de 2 a 14 dias apds a exposi¢ao ao
virus (CDC, 2021). Um dos principais problemas em relacdo a COVID-19 é 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, cansacgo, dores musculares, perda de paladar e/ou olfato,
alteracdes gastrointestinais) e, em casos mais graves, evoluir para uma pneumonia grave,
sindrome respiratéria aguda grave, septicémia, choque sético e eventual morte (CDC,
2021; Machhi et al., 2020). O processo de transmissdo, infegdo e sintomatologia

associado ao virus SARS-CoV-2 encontra-se ilustrado na Figura 3.

Na infecdo grave por COVID-19, a rapida disseminagdo do virus SARS-CoV-2
nos pulmdes pode desencadear uma forte resposta imunolégica, causada pela secrecdo
excessiva de citocinas/quimiocinas e aporte de células pro-inflamatérias como
granulécitos e macrofagos (Anka et al.,, 2021; Hu et al.,, 2021), provocando uma
inflamacéo pulmonar e danos tecidulares (Muralidar et al., 2020). As quimiocinas sao
proteinas libertadas para enviar sinais para o recrutamento de células imunoldgicas para
combater virus (Machhi et al., 2020). Constituem uma resposta essencial para a
autodefesa contra qualquer infecdo. A “tempestade de citocinas” esta intimamente
associada ao desenvolvimento e progressao da sindrome respiratdria aguda grave, que €
considerada a principal causa de morte em pacientes com COVID-19, a qual esta também
correlacionada com um aumento significativo da taxa de mortalidade, especialmente
pacientes com idade mais avangada (> 60 anos) e com doencas pré-existentes graves (Hu
et al., 2021; Muralidar et al., 2020).
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As populagbes de maior risco sdo: pessoas com idade igual ou superior a 65 anos;
individuos com doencas crénicas; doengas oncoldgicas; pessoas imunocomprometidas;
com problemas cardiacos e/ou pulmonares; pressao arterial alta; diabetes; obesidade
(Bonanni et al., 2021; World Health Organization, 2021).

Transmissdo

Goticulas respiratérias contendo - B
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A proteina Spike é ativada pela TMPRSS2,
= = < i SARS-CoV-2 usa o recetor ACE2 para entrar
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/ \  Pneumonia grave,
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Nausea, vomito, diarreia Morte

Cansaco e dores musculares
Figura 3. Processo de transmissdo, infecdo e sintomatologia por SARS-CoV-2. Enzima

conversora de angiotensina 2 (ACE2), protease transmembranar de serina 2 (TMPRSS2).
Adaptado de Ahlawat (Ahlawat et al., 2020).
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1.3.3. Resposta Imunolégica Humoral: anticorpos 1gG

A resposta imunoldgica compreende a imunidade inata e a imunidade adquirida,
tanto a nivel celular como humoral (Carrillo et al., 2021). Os principais contribuintes para
a imunidade sdo: células T CD4+ que coordenam as respostas imunes; células B que
produzem anticorpos contra virus e células infetadas; células T CD8+ , que contribuem
para a morte de células infetadas (Carrillo et al., 2021; Koch et al., 2021). A imunidade
humoral é caracterizada pela producdo de anticorpos pelas células B como resposta a
antigénios. Os anticorpos sdo parte da resposta imunoldgica do corpo a infegdo, e/ou
vacinagdo, estimulando o sistema imunitario a formar células B de memdria que
produzem anticorpos neutralizantes, os quais tem capacidade de bloquear a entrada do

virus nas células hospedeiras (Narasimhan et al., 2021).

A resposta dos anticorpos pode ser direcionada contra varias proteinas virais do
SARS-CoV-2, embora a proteina S e N sejam consideradas os principais alvos da resposta
humoral (Carrillo et al., 2021). Sdo particularmente importantes, os anticorpos dirigidos
ao RBD da proteina S do SARS-CoV-2, impedindo a ligacdo com a ACE2 de forma a
bloquear a entrada do virus nas células hospedeiras (Figura 4).

RBD
S(1) (

Membrana do

SARS-CoV-2
19G Hospedeiro

Figura 4. Resposta imunoldgica mediada por anticorpos 1gG anti-S/RBD dirigidas ao virus
SARS-CoV-2. Adaptado de Bio Rad (Bio-Rad & Laboratories, 2022)

A infecdo por SARS-CoV-2 estimula a produgdo de anticorpos, como
imunoglobulinas do tipo IgM, 1gG e IgA especificos para SARS-CoV-2 (Wang et al.,
2021). A IgM é a primeira classe de imunoglobulinas a ser produzida pelas células B, e
assim domina as fases iniciais da resposta humoral, sendo a sua presenca relativamente

curta no tempo (Donno et al., 2021; Wang et al., 2021). A IgA é mais abundante nas
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mucosas, mas também pode ser encontrada no soro e surge na primeira semana do inicio
dos sintomas (Ong et al., 2021). Os anticorpos IgM e IgG aparecem alguns dias apos a
infecdo por SARS-COV-2 (em média 10 dias), sendo que os IgMs sdo caracteristicos da
fase inicial e aguda da doenca e diminuem progressivamente (Carrillo et al., 2021; De
Donno et al., 2021). Os IgGs aumentam na fase de convalescenca e diminuem mais
lentamente (Carrillo et al., 2021; De Donno et al., 2021). Esta classe de imunoglobulinas,

IgG sdo as mais detetadas em ensaios serolégicos (Bonanni et al., 2021).

A detecdo de 1gG € importante devido a sua persisténcia ao longo do tempo. Titulos
de anticorpos p6s-infecdo tendem a ser correlacionados com a gravidade da doenca (De
Donno et al.,, 2021). Individuos com sintomatologia grave, que precisaram de ser
hospitalizados tendem a ter titulos de anticorpos mais altos do que aqueles com
sintomatologia leve a moderada; enquanto que aqueles com infecdes assintomaéticas

induzem titulos de anticorpos ainda mais baixos (Legros et al., 2021).

A duracdo destes anticorpos ndo esta bem definida, sendo que ainda decorrem
investigacdes nesta temética, sendo importante considerar que a ndo detecdo de IgG nem
sempre € indicativo de ndo infecdo/imunizacdo (Wang et al., 2021). Embora resposta
imunitaria associada a diferentes titulos de anticorpos e outras respostas imunes ainda nao
tenha sido totalmente determinada, é provavel que os niveis de anticorpos fornecam
informacdo sobre o risco e/ou gravidade de uma infecdo futura. Esta é uma questdo-chave
que terd impacto na gestdo da pandemia e determinara a utilidade dos estudos de

seroconversdo e o nivel de imunidade de grupo.
1.3.4. Diagnéstico

Os testes laboratoriais sensiveis e precisos sdo importantes, ndo sO para 0
diagnostico da COVID-19, mas também para controlo e vigilancia sanitaria face a
pandemia associada ao virus SARS-CoV-2 (Yiice et al., 2021).

O diagnostico da COVID-19 é efetuado através de testes moleculares, testes de
antigénio e, para além destes, dependendo dos sinais e sintomas do paciente, s&o
realizados testes complementares de diagnostico, tais como: testes seroldgicos; avaliagcdo
laboratorial de pardmetros bioguimicos; hematoldgicos; exames de imagem (Cascella et
al., 2020; Servigo Nacional de Saude, 2022b).
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O método da Transcri¢do Reversa Seguida da Reagcdo em Cadeia da Polimerase em
tempo real (Reverse Transcription - Quantitative Polymerase Chain Reaction - RT-
gPCR) é o método de referéncia para o diagnostico e rastreio. Este confirma a presenca
do virus SARS-CoV-2 responsavel pela doenca COVID-19, e tem a capacidade de detetar
diretamente regides especificas do genoma viral, sendo um método altamente sensivel e
util para detetar infecGes de maneira precoce (Yce et al., 2021). Os seus resultados séo
conhecidos no prazo maximo de 24 horas ap0s a prescricdo (Servico Nacional de Saude,
2022b). Os testes de antigénio, sdo testes imunocromatograficos, estes utilizam uma
metodologia simplificada, que ao contrario do teste RT-gPCR que detetam material
genético do virus, estes vao detetar de forma qualitativa antigénios especificos SARS-
CoV-2 (Yice et al., 2021). Estes testes sdo conhecidos como testes rapidos, em que 0s
resultados sdo conhecidos ap6s 15 a 30 minutos da realizacdo, estes sdo Uteis para
identificar infecOes agudas por SARS-CoV-2, e sdo utilizados numa primeira fase do
diagndstico, sendo complementado pelo exame RT-qgPCR quando o resultado é positivo
(Servico Nacional de Saude, 2022b; World Health Organization, 2021). Ambos 0s testes
sdo feitos com amostras colhidas, através de zaragatoa, da regido do nariz e/ou da faringe
(Servico Nacional de Saude, 2022b; Yiice et al., 2021).

Os testes serologicos, sdo efetuados a partir de uma amostra de soro, colhida por
puncao venosa, permitem avaliar a presenca de anticorpos especificos do virus SARS-
CoV-2 (Cascella et al., 2020). Embora os testes seroldgicos ndo possam ser usados para
diagnéstico da COVID-19, eles desempenham um papel complementar importante,
avaliando pacientes com suspeita clinica de infecdo quando o resultado teste RT-gPCR
sdo repetidamente negativos (Wang et al., 2021). Este tipo de teste também € usado para
monitorizar a resposta humoral as vacinas COVID-19 e infecdo por SARS-CoV-2
(Cascella et al., 2020; Wang et al., 2021). Todos estes testes laboratoriais possibilitam
que a pessoa infetada receba o acompanhamento e tratamento adequado para além da

toma de medidas necessarias para nao infetar outras pessoas (Ylice et al., 2021).
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1.4. Vacinas COVID-19

A vacinacdo € uma forma simples, segura e eficaz de adquirir protecdo contra
doencas infeciosas nocivas. Antes de entrar em contacto com o agente infecioso, as
vacinas treinam o sistema imunoldgico para criar anticorpos, de uma maneira muito
similar, como quando uma pessoa € exposta a doenca, tornando-a mais robusta e
preparada para uma futura infecdo (Calina et al., 2020). Esforgos consideraveis 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. Esta colaboragdo ndo teve paralelo na histéria da Saude Publica (Bonanni
et al., 2021). A vacinagdo é uma importante medida de salde publica para o controlo e
prevencdo da doenga COVID-19 causada virus SARS-CoV-2, cujo o objetivo é fornecer
imunidade humoral protetora, de maneira a prevenir o surgimento da doenca grave e das
suas consequéncias, reduzindo a pressao exercida sobre o sistema de saude (Guiomar et
al., 2022; Servico Nacional de Saude, 2022c). Até ao momento, as vacinas COVID-19
mostraram ser uma estratégia profilatica eficaz para controlo e prevencdo, reduzindo
assim hospitalizacGes e mortes por COVID-19 (Bonanni et al., 2021; Moghadas et al.,
2021).

A Direcdo Geral de Saude (DGS) e o Ministério da Saude definiram um plano de
vacinacdo que é atualizado em funcdo da evolucdo do conhecimento cientifico, da
situacdo epidemioldgica e das indicagdes e contraindicacdes das vacinas de acordo com
parecer da Comissdo Europeia e pela EMA (Servico Nacional de Salude, 2022b). Em
Portugal, o processo de vacinacdo 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 vacinagdao primario ja existente uma dose de reforgo (“32
dose”) da vacina COVID-19 (Servico Nacional de Saude, 2021). As 4 vacinas anti-
COVID-19, que estavam a ser administradas em Portugal até a data deste estudo sdo:
MRNA BNT162b2 (Comirnaty®, anteriormente designada de Pfizer-BioNTech),
MRNA-1273 (Spikevax®, anteriormente designada de COVID-19 Vaccine Moderna®),
que utilizam uma nova metodologia de imunizacdo, baseada em RNA mensageiro
(mRNA); as vacinas, ChAdOxl1 nCoV-19 (Vaxzevria®, Oxford-AstraZeneca

University, anteriormente designada de COVID-19 Vaccine AstraZeneca) e a
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Ad26.COV2-S (COVID-19 Vacina Janssen®, Janssen-Cilag) que utilizam vetores
adenovirais (Comisséo Europeia, 2022; Infarmed, 2021). Estas tem como principal alvo
a proteina S do virus SARS-CoV-2, uma vez que o RBD da subunidade S1 desta proteina,
é considerado o principal alvo para anticorpos de ligacdo e neutralizacdo (Guiomar et al.,
2022). Estas vacinas foram aprovadas pela Comisséo Europeia e pela EMA na sequéncia
de uma avaliacdo positiva relativamente a sua seguranca e eficicia (Comissdo Europeia,
2022).

Atualmente, em Portugal, considera-se que uma pessoa tem vacinagdo completa
ou esquema vacinal completo ap6s a administracdo de uma dose Unica, para vacinas
COVID-19 com um esquema vacinal de uma dose, (Ad26.COV2-S-COVID-19 Vacina
Janssen®); ap6s a administracao 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, apds a administracdo uma dose Unica de uma vacina contra
a COVID-19 com um esquema vacinal de duas doses por pessoas com historia de infecédo
por SARS-CoV-2 (Servico Nacional de Saude, 2022a, 2022c). O esquema vacinal
COVID-19 esta exemplificado na Figura 5.

Esquema de vacinagao
Vacina COVID-19 Tipo de Vacina

Primaria Reforgo
Vacina Comirnaty®
BioNTech-Pfizer A ﬁ
mRNA
Vacina Spikevax® ou
Moderna
+ Infecdo
SARS-COV-2

Vacina Vaxzevria®
Oxford-AstraZeneca

Vetor adenoviral

Vacina Janssen® ﬁ ﬁ

Figura 5. Esquema vacinal COVID-19 (Infarmed, 2021; Servico Nacional de Salde, 2022c,
2022a).
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A estratégia de vacinacdo definiu grupos prioritarios para a toma da vacina
seguindo-se a posteriori, para a restante populacdo, uma vacinagao progressiva por idade
e fatores de risco para COVID-19 (Servigo Nacional de Saude, 2022c). Dos grupos
prioritarios (Presidéncia de Republica, 2020c), 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 satude (Guiomar et al., 2022; Servico Nacional de
Saude, 2022c).

1.5.  Estudos seroldgicos

A vacinacdo COVID-19 é uma ferramenta Gtil para alcancar a imunidade de grupo
de forma a controlar a pandemia (Malipiero et al., 2021). No entanto, a eficacia das
vacinas para a COVID-19 é dificil de prever, e ensaios de eficicia sdo demorados e de
larga escala (Jin et al., 2021; Kadkhoda, 2021). Até a data, ainda ndo existe um valor
padronizado universal que possa inferir de forma binaria se uma pessoa esta protegida da
infecdo por SARS-COV-2, sendo provavel que os anticorpos sejam pelo menos parte da
resposta protetora (Dimeglio et al., 2022; Kadkhoda, 2021). Portanto ha uma necessidade
urgente de correlatos imunoldgicos confidveis e ferramentas laboratoriais capazes de
medir e monitorizar a resposta imunoldgica, tanto gerada pela vacinacdo COVID-19
como pela infe¢do (Kadkhoda, 2021; Malipiero et al., 2021). Esta iniciativa é incentivada
pela OMS (padrdo 20/136) (Bentley et al., 2022; World Health Organization, 2020e).
Uma das ferramentas utilizadas para avaliar a resposta imunoldgica a vacinacdo/ infecao
sdo os estudos seroldgicos dirigidos a anticorpos especificos do virus SARS-COV-2 de

forma a avaliar a imunidade humoral (Uysal et al., 2022).

Os estudos serologicos, sdo essenciais na prevencdo do risco de reinfecdo e na
determinacédo da durabilidade da protecdo da vacinacao (Cascella et al., 2020; Wadhwa
et al., 2021). Estes permitem detetar/ determinar niveis de anticorpos produzidos apés
infecdo ou vacinagdo, e perceber a sua presenca na populacdo, de modo a estimar a
imunidade conferida pela infecdo/vacinacdo (Bonanni et al., 2021; Galipeau et al., 2020;
Wadhwa et al., 2021). S&o também fundamentais para a vigilancia de base populacional,

formulacéo de politicas de saude publica e para a percecdo da disseminacdo do virus
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SARS-CoV-2 na comunidade de forma a avaliar a eficacia das estratégias de controlo da
infecdo (Ong et al., 2021).

Atualmente, as proteinas S e N do SARS-CoV-2 sdo os alvos mais usados em
estudos seroldgicos para avaliagdo da imunidade pds-infecdo e pds-vacinacdo (Bonanni
et al., 2021; Guiomar et al., 2022; Wadhwa et al., 2021). Estudos efetuados no soro de
pacientes que tiveram COVID-19 sugerem que as proteinas S e N sdo as proteinas mais
imunogeénicas e consequentemente, a probabilidade de prever o estado de imunidade pode
aumentar em testes seroldgicos que visam estas proteinas (Decru et al., 2022; Ghaffari et
al., 2020; Koch et al., 2021).

A proteina S do SARS-CoV-2, é o principal alvo utilizado no desenvolvimento de
vacinas, uma vez que o RBD, na subunidade S1 desta proteina, é considerado o principal
alvo para anticorpos de ligagdo e neutralizagdo. Assim espera-se que pessoas vacinadas
apresentem anticorpos 1gG anti-Spike/RBD, enquanto pessoas com COVID-19 prévia
podem apresentar anticorpos IgG anti-S/RBD e IgG anti-Nucleocapside (Guiomar et al.,
2022; Wadhwa et al., 2021). De uma forma geral, os testes seroldgicos que avaliam os
anticorpos da proteina S podem ser usados para avaliar a resposta imune a vacinacao e
também a infecdo, enquanto os que sdo direcionados a proteina N podem servir para
identificacdo da infecdo natural, uma vez que esta proteina é considerada um marcador
de infecdo (Wadhwa et al., 2021).

Como ja mencionado, a resposta imune pos vacinagao ou infecao estdo envolvidas
varias respostas imunolégicas. Entre elas a resposta inata, resposta humoral, resposta
celular. Embora a resposta imune humoral constitua apenas uma parte da resposta
imunoldgica, a resposta humoral € muito mais facil de ser estudada do que as restantes
devido ao seu amplo uso e padronizacdo (Uysal et al., 2022). Existem diversas
metodologias para avaliar a imunidade humoral, entre elas a avaliagdo de anticorpos
totais, anticorpos de ligacéo e anticorpos neutralizantes (Cristiano et al., 2022; Harritshgj
etal., 2021; Whitaker et al., 2021). Estes ultimos, representam a metodologia “padréo de
ouro” na avalia¢do da imunidade humoral (Cristiano et al., 2022). No entanto, este tipo
de testes (testes de neutralizacdo) ndo sdo efetuados na rotina clinica hospitalar pois
exigem culturas de células e procedimentos virais em laboratérios de biosseguranca de

nivel 3 (Cristiano et al., 2022; Decru et al., 2022). Para alem disso sdo procedimentos
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demorados que exigem grande experiéncia técnica (Cristiano et al., 2022; Decru et al.,
2022). Testes que detetam anticorpos 1gG de ligacdo anti-S/RBD, através de
imunoensaios, séo amplamente utilizados na clinica hospitalar no auxilio ao diagnostico,
como em investigacdes epidemioldgicas devido a sua facilidade de implementacédo
(Cristiano et al., 2022; English et al., 2021; Harritshgj et al., 2021). Varios estudos foram
efetuados com o intuito de comparar a congruéncia dos resultados das diversas
metodologias utilizadas, verificando-se que existe uma forte correlacdo de titulos de
anticorpos resultantes dos testes de neutralizacéo e titulos de anticorpos IgG anti- S/RBD
de ligacéo utilizados por imunoensaios (Cristiano et al., 2022; Giavarina & Carta, 2021;
Padoan et al., 2020; Tiwari et al., 2021). Apesar da heterogeneidade da resposta imune
SARS-CoV-2 entre individuos, o uso de imunoensaios pode auxiliar no monotorizagédo
em larga escala, tornando-se uma alternativa valida ao testes de neutralizacdo (Cristiano
etal., 2022).

Em apoio ao desenvolvimento e harmonizacdo de ensaios seroldgicos para
anticorpos COVID-19 usados para avaliar respostas a vacinacao ou infecao, o Comité de
Especialistas em Padronizacdo Biologica da OMS (ECBS) estabeleceu um Padrdo
Internacional para imunoglobulinas anti-SARS-CoV-2 em conjunto com Instituto
Nacional de Padrdes e Controles Bioldgicos (NIBSC) sob o cddigo 20/136 em dezembro
de 2020. O Padrao Internacional da OMS (NIBSC 20/136) expressa titulos de anticorpos
neutralizantes em Ul/mL e titulos de anticorpos de ligacdo em BAU/mL para comparar
dados entre diferentes estudos usando ensaios de serologia, no contexto da pandemia
COVID- 19 (Bentley et al., 2022; Giavarina & Carta, 2021; Guiomar et al., 2022). Essa
comparacgado € particularmente importante para a identificacdo de correlatos de protecédo
contraa COVID-19.

Desde o inicio da pandemia, a hip6tese de diminuicdo da imunidade humoral
levantou muitas preocupacdes sobre a protecdo dos anticorpos de longo prazo contra a
reinfecdo e, por extensdo, a durabilidade da protecdo conferida pelas vacinas anti-
COVID-19 (Gallais et al., 2021; Guiomar et al., 2022). A duracdo da resposta imune
adaptativa ainda ndo foi completamente estabelecida. Alguns estudos demonstraram a
prevaléncia de anticorpos em individuos previamente infetados durante, pelo menos, 12
meses (Dobafrio et al., 2021; Gallais et al., 2021) e pelo menos 6 meses apds 0 esquema
vacinal completo em individuos vacinados sem episodio de infecdo (Gallais et al., 2021,
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Levin et al., 2021; Olariu et al., 2021). Embora seja um processo natural da imunidade
humoral que a resposta dos anticorpos diminua ao longo do tempo, perceber o seu
comportamento pos vacinal € crucial no atual periodo de pandemia (Uysal et al., 2022).
Além disso, o ressurgimento da doengca COVID-19 na populacdo, leva a necessidade
estudos de seroprevaléncia, e estes ttm um papel importante na tomada de decisdes sobre
a necessidade e 0 momento de implementar doses de reforco e atividades suplementares

de imunizacdo (Bonanni et al., 2021).

1.6.  Fatores que podem influenciar a resposta imunoldgica a vacinacgéo

Vaérios fatores podem influenciar a qualidade e a duragdo da resposta imunoldgica
pos-infecdo e pds-vacinacgdo entre individuos (Carvalho & Paiva, 2021; Zimmermann &
Curtis, 2019), tais como: fatores intrinsecos (idade, género, patologias, genética); fatores
extrinsecos (imunidade preexistente, microbiota, infeces, medicacdo); fatores
comportamentais (tabagismo, consumo de alcool, atividade fisica); fatores nutricionais
como o indice de massa corporal (IMC); fatores ambientais; e diferencas relacionadas

com a vacina.

Pessoas com mais de 60 anos tém um risco aumentado de doencga grave e morte
por COVID-19, especialmente aquelas com condicdes cronicas subjacentes. A resposta
as vacinas geralmente é reduzida em individuos mais velhos devido a senescéncia
imunoldgica (Bayram et al., 2021). Vérios estudos demonstraram que a resposta dos
anticorpos pos-vacinacgdo foi inversamente proporcional a idade, sugerindo que a idade
pode atuar como fator de risco na resposta imunoldgica a vacina (Bayram et al., 2021;
Naaber et al., 2021; Uysal et al., 2022; Vilas Boas et al., 2021). No que diz respeito ao
género, varias pesquisas concluiram que houve diminuicdo de anticorpos anti-S/RBD em
individuos do género masculino (Gallais et al., 2021; Naaber et al., 2021; Uysal et al.,
2022). Individuos com patologias associadas tendem a ter uma resposta imune reduzida
a infecdo ou vacinacao (Bayram et al., 2021; Uysal et al., 2022). Verifica-se que o recetor
ACE2, é mais abundantemente expresso no tecido adiposo em individuos obesos,
predispde a infecdo em comparacdo com individuos com IMC normal. Por conseguinte
o IMC é importante no progndstico da infecdo, bem como no nivel da resposta imune
po6s-vacinal. Estudos demonstraram que o titulo de anticorpos foi menor nos participantes
com IMC elevado (Gallais et al., 2021; Uysal et al., 2022). Sabe-se que 0s habitos
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tabagicos, produzem efeitos negativos na fungdo pulmonar geral, aumentando o risco de
infecBes virais e bacterianas (gripe, pneumonia, tuberculose), e estd associado a piores
sintomas quando se é infetado (Han et al., 2019; Tengku Khalid et al., 2022). No caso da
doenca COVID-19, a expressdao de ACE?2 esta aumentada nas células epiteliais alveolares
pulmonares, em individuos com habitos tabagicos. Existe um risco acrescido na
gravidade das infecdes pulmonares devido ao dano provocado nas vias areas e a
diminuicdo da funcdo pulmonar (Engin et al., 2020; Patanavanich & Glantz, 2020). Um
estudo efetuado em profissionais de salide o qual relacionou individuos com habitos
tabagicos com o titulo de anticorpos 1gG anti- S/RBD pds-vacinacdo, concluiu que estes
foram menores em fumadores que em ndo fumadores (Uysal et al., 2022). Outros estudos
concluiram que os titulos de anticorpos foram significativamente elevados naqueles que
tiveram doenca COVID-19 antes da vacinacdo do que naqueles que ndo tiveram (Bayram
et al., 2021; Olariu et al., 2021).

Tendo em conta que as respostas imunes podem ser altamente heterogéneas entre
individuos, varios trabalhos de investigacdo estdo a ser desenvolvidos no sentido de
perceber que fatores e qual o seu impacto na resposta imunoldgica a vacinagdo. No
entanto, ainda pouco se sabe sobre quais e como estes podem afetar a resposta
imunoldgica as vacinas anti-COVID-19. Uma compreensdo de todos estes fatores e seu
impacto no desenho das campanhas de vacinacdo vdo permitir melhorar a

imunogenicidade e eficicia da vacinacao.
Variantes

Vérias Variantes de Preocupacdo (VOCs) do SARS-CoV-2, foram identificadas no
decorrer da pandemia, pela OMS, levantando questfes sobre a prevencéo, tratamento e
eficacia da vacina paraa COVID-19 (World Health Organization, 2022).

Tal como outros virus, o virus SARS-CoV-2 é propenso a evolugéo genética, com
desenvolvimento de mutacdes ao longo do tempo (Cascella et al., 2020; World Health
Organization, 2022). No geral a maioria das mudancgas tem pouco ou nenhum impacto,
no entanto outras podem afetar propriedades do virus, podendo torna-lo mais
transmissivel, afetar a gravidade da doenca, desempenho de vacinas, terapéuticas
aplicadas, ferramentas de diagnéstico ou medidas de saude publica (Cascella et al., 2020;
World Health Organization, 2022). Para uma variante do SARS-CoV-2 ser considerada
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uma VOC, tem de estar associada a uma ou mais das seguintes alteracbes num grau de
significancia para a saude publica global: aumento da transmissibilidade ou mudanca
prejudicial na epidemiologia da COVID-19; aumento da viruléncia ou alteracdo na
apresentacdo clinica da doenca; diminuicdo da eficacia das medidas de saude publica, ou
terapéuticas disponiveis (World Health Organization, 2022). A vacina¢do provoca
respostas imunes capazes de neutralizar o virus SARS-CoV-2 (Garcia-Beltran et al.,
2021). No entanto, o surgimento de variantes de preocupacéo (VOCs) do SARS-CoV-2
que apresentam mutacdes, principalmente na proteina S do virus levantou a questéo,
quanto a protecdo gerada pelas vacinas anti-COVID-19 visto que, estas tém como
principal alvo a proteina S do SARS-CoV-2 (Garcia-Beltran et al., 2021; Michelon,
2021). No decorrer deste estudo, as duas VOCs de maior preocupacdo 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).
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Obijetivos

O principal objetivo deste estudo foi determinar de forma qualitativa e quantitativa
anticorpos especificos, anti-SARS-CoV-2, numa amostra constituida por Profissionais de
Salde da Unidade Local de Saude do Nordeste (ULSNE) de Braganca, no periodo
anterior a administracdo da primeira dose de refor¢o da vacina COVID-19 como forma

de avaliar a protecdo gerada pela vacinacéo.
Como objetivos especificos:

e Com a pesquisa na base de dados do SISLAB pretende-se quantificar a incidéncia
acumulada de margo de 2020 a novembro de 2021 (colheita). A partir destes
valores seré possivel inferir o impacto da vacina no nimero de novos casos de
infecdo;

e Identificar a proporcdo de participantes com presenca de anticorpos (reatividade
a vacina e/ou presenca de infecao recente) com base nos pontos de coorte para 0s
testes que avaliam a presenca de anticorpos especificos, contra a proteina Spike e
Nucleocéapside;

o Identificar preditores que expliquem possiveis diferengas na resposta humoral dos
participantes, tais como: idade, género, habitos tabagicos, IMC, patologia
associada e infecdo prévia por SARS-CoV-2;

e Inferir a prevaléncia de individuos com nivel de anticorpos que confere protecao.
Os resultados obtidos a partir desta analise preliminar, permitirdo delinear futuras

metodologias a serem aplicadas numa abordagem longitudinal, de forma a averiguar a

real protecdo imunitaria alcancada.
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Materiais e Métodos

3.1. Populagéo alvo e desenho do estudo

Foi realizado um estudo transversal numa amostra ndo probabilistica (Figura 6),
de Profissionais da Saude da Unidade Local de Satude (ULSNE) de Braganca. A analise
serologica realizou-se entre os dias 17/11/2021 a 30/11/2021 (primeira e Gltima colheita
de soro) antes da administracéo da primeira dose de refor¢o da vacina contra a COVID-
19.

A escolha desta amostra prende-se sobretudo com as condicdes particulares de
trabalho dos profissionais de salide, uma vez que representam uma populacédo de alto risco
para doencgas infeciosas. Além disso, os profissionais de saude fazem parte do grupo
prioritario para a administracdo de vacinas anti COVID-19 (Presidéncia de Republica,
2020c; Servico Nacional de Saude, 2022c¢) permitindo uma visdo antecipada e mais
objetiva da imunidade gerada pela vacinagdo. Estudar a resposta imunoldgica entre esses
profissionais é importante para entender a disseminacdo do virus SARS-COV-2 nas

unidades de saude.

Profissionais de Saude
da ULSNE n=900 *

l Inquérito:

Dados Demograficos
Dados clinicos

Infecdo por SARS-COV-2
Vacina COVID-19

Preenchimento de
inquérito n=452

SISLAB Foram excluidos por falta
Confirmagéo de dados | ————  Analisados n=427 | informagdo relevante no
clinicos l inquérito n=25

I Colheita da amostra ‘

l

Ensaio Seroldgico
Quantificagdo de Anticorpos (CMIA):
. IgG anti-Nucleocapside (N)- infegdo
. IgG anti-Spike RBD (S)- resposta vacinal + infe¢do

Figura 6. Desenho do Estudo. Fluxograma representando o processo de recrutamento e as
metodologias utilizadas.* A ULSNE de Braganca é composta por 900 Profissionais de Salde.
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3.2. Selecéo da amostra

Foram considerados elegiveis para este estudo todos os profissionais de saide com
atividade em meio hospitalar da ULSNE e com esquema vacinal completo (n=900).
Considera-se esquema vacinal completo, duas ou uma dose mediante o tipo de vacina
administrada, ou uma dose com episddio COVID-19 positivo (Servico Nacional de
Saude, 2022a). Foram excluidos do estudo os individuos que ja tinham recebido a dose
de reforco da vacina COVID-109.

Os profissionais de saude elegiveis foram contactados internamente, via email
institucional, pelo prdprio Servico de Patologia Clinica. Através deste email, o
profissional de salde foi convidado a responder a um questionario elaborado na
plataforma Google Forms, sobre questfes sociodemograficas (sexo, idade, altura e peso);
habitos tabagicos (fumador ou ndao fumador); condic¢Bes de salde, tipo/marca de vacina
administrada, nimero de doses administradas, incluindo se testou positivo para 0 SARS-
CoV-2. Juntamente com o0 questionario, foi enviado um documento para obter o
consentimento informado de participacdo no estudo (Anexos I e I1). Dos elegiveis,
aceitaram participar no estudo 452 individuos, dos quais 25 foram excluidos por falta de
informac&o relevante no questionario. Assim, foram incluidos como participantes neste

estudo, 427 profissionais de saide da ULSNE de Braganca.

3.3. Colheita de dados clinicos e laboratoriais

3.3.1 Sistema Integrado de Gestao Laboratorial

O Sistema Integrado de Gestdo Laboratorial (SISLAB) é um programa utilizado
pelo Laboratdrio de Patologia Clinica da ULSNE de Braganca na sua rotina hospitalar.
Este permite solicitar novas amostras, validar resultados, visualizar informac&o clinica do

utente, visualizar a rotina de trabalho diaria e imprimir etiquetas de identificacéo.

Através deste programa procedeu-se a impressao de etiquetas para identificagcdo
das amostras, solicitacdo do exame laboratorial para analise seroldgica, validagdo de
resultados e consulta de informacdo clinica pertinente (consulta de diagnostico de
COVID-19 com teste molecular RT- gPCR positivo, anterior a colheita de soro). Extraiu-
se, retrospetivamente os dados de todos os testes de RT-gPCR SARS-CoV-2 realizados
de marco de 2020 a novembro de 2021 da base de dados SISLAB, referente a populagéo
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em estudo. Para todos os participantes, infetados por SARS-COV-2 foi registado o tempo
decorrido desde o teste RT-gPCR positivo. O tempo decorrido desde a Ultima vacina

administrada também foi registado.

3.4. Procedimentos laboratoriais

Todos os procedimentos laboratoriais foram executados no Laboratério de

Patologia Clinica da ULSNE de Braganca.
3.4.1 —Colheita da amostra

Com base no numero de individuos que responderam ao inquérito e elegiveis para
integrar o estudo, foi elaborada uma listagem para proceder a colheita de soro, para
andlise soroldgica. Foi formada uma equipa de colheitas constituida por Técnicos de
Analises Clinicas pertencentes ao Laboratorio de Patologia Clinica da ULSNE de
Braganca, juntamente com a equipa de investigacdo ligada ao projeto: “Infecdo por
coronavirus SARS-CoV-2 no Nordeste de Portugal: desenvolvendo conhecimentos e

ferramentas para uma melhor gestdo da doenga”.

As colheitas de soro, foram efetuadas nas instalacdes do Laboratorio de Patologia
Clinica da ULSNE de Braganca e agendadas mediante as datas previamente marcadas
para administracdo da primeira dose de reforgo da vacina COVID-19 (novembro de
2021). As colheitas de soro foram efetuadas por meio de uma puncéo venosa (3-4 mL),
em tubo seco S-Monovette® com gel. Todo o material de colheita foi fornecido pelo
Laboratorio de Patologia Clinica da ULSNE de Braganca. As amostras foram
identificadas através de uma etiqueta previamente impressa, tendo em conta a lista de
participantes. Esta identificacdo € composta por um codigo de barras unico, o qual contém
a informacdo do utente bem como o numero de processo e o tipo de analise solicitada.

Este procedimento foi efetuado através do programa SISLAB.
3.4.2 —Preparacéo e conservagdo da amostra

As amostras de sangue foram centrifugadas 2500 rota¢Ges por minuto (rpm) por 10
minutos, segundo as recomendacéo do fabricante (Sarstedt & Co, 2022) para separacao
do coagulo do soro. Apds centrifugacgdo, o soro foi obtido e conservado, refrigerado (2—

8 °C) por um méximo 7 dias antes da analise laboratorial para detecdo de anticorpos IgG
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(Spike) e 1gG (Nucleocapside) SARS-CoV-2 e, em seguida, foram armazenados
congelados (—20 °C), segundo as diretrizes e recomendacdes do fabricante (Abbott
Laboratories, 2022a, 2022b).

3.4.3 —Analise seroldgica

Os ensaios para a analise serologica foram realizados em amostras de soro, e
analisadas no equipamento ARCHITECT i11000SR, segundo instrucées do fabricante. Foi
aplicado um Imunoensaio de microparticulas quimioluminescentes (CMIA), ensaio
SARS-CoV-2 IgG Il Quant e SARS-CoV-2 IgG Quant (Abbott, Diagnostics Division,
Sligo, Irlanda), (Abbott Laboratories, 2022a, 2022b).

A reacdo imunoldgica (reatividade) induzida pela vacinacdo foi detetada através
do ensaio SARS-CoV-2 IgG Il Quant, projetado para detecdo quantitativa e qualitativa
de anticorpos especificos para SARS-CoV-2 do tipo 1gG anti-spike (IgG anti- S/RBD)
dirigidos ao RBD da subunidade S1 da proteina Spike do SARS-CoV-2 (Abbott
Laboratories, 2022a). Este ensaio permite detetar anticorpos do tipo IgG anti- S/RBD,
produzidos por individuos mediante infecdo por SARS-CoV-2 e/ou vacinacdo para
COVID-19 (Abbott Laboratories, 2022a).

Para detetar infecdes anteriores por SARS-CoV-2, de forma a distinguir a resposta
imunoldgica vacinal de uma infecdo anterior por SARS-CoV-2, foi usado o ensaio
SARS-CoV-2 1gG Quant, projetado para detecdo qualitativa de anticorpos especificos
para SARS-CoV-2 do tipo IgG anti-N (Abbott Laboratories, 2022b).

Este ensaio CMIA é constituido por quatro etapas (Figura 7). Primariamente, é
adicionado a amostra de soro, microparticulas paramagnéticas revestidas com antigenio
SARS-CoV-2 em uma solucdo diluente, este conjugado é homogeneizado e incubado.
Neste processo, o0s anticorpos 1IgG SARS-CoV-2 presentes na amostra irdo ligar-se as
microparticulas revestidas com antigénio SARS-CoV-2. Numa segunda fase, apds um
ciclo de lavagem ¢ adicionado ao conjugado, um marcador quimiluminescente (acridina),
e incubado. Numa terceira fase, é efetuado outro ciclo de lavagem, apos este, s@o
adicionadas as solugdes trigger (pré-gatilho e gatilho). Na fase final a reagédo
quimiluminescente resultante é medida como uma unidade de luz relativa (RLU), (Abbott
Laboratories, 2022a, 2022b).
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Lavagem Lavagem
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(marcador quimiluminescente) Sollu;.oes Luz gerada: Unidade Relativa de Luz (RLU)
+ Pré-trigger

trigger

4

Microparticulas Paramagnédicas
revestidas com antigénios SARS-CoV-2

Figura 7. Imunoensaio de microparticulas quimioluminescentes (CMIA), Ensaio SARS-CoV-2
IgG Il, (IgG anti anti- S/RBD) e Quant e SARS-CoV-2 IgG (IgG anti-N); Quant, Abbott,
fabricante(Abbott Laboratories, 2022b; Galipeau et al., 2020).

Anticorpos IgG SARS-Cov-2

Este tipo de ensaio tem sido amplamente utilizado paraavaliagdo da
seroprevaléncia e resposta humoral pds-vacinagdo (Cristiano et al., 2022; English et al.,
2021; Harritshgj et al., 2021). A quantificacdo de anticorpos através deste teste (Abbott),
permite indiretamente inferir sobre a capacidade de neutralizacdo dos anticorpos
presentes no soro dos participantes, uma vez que 0s resultados obtidos em diversos
estudos de comparacdo de métodos disponiveis para 0 SARS-CoV-2 demonstraram que
ha uma correlacdo linear entre os testes seroldgicos classicos e os que utilizam anticorpos
neutralizantes (padrdo ouro das metodologias para a quantificacdo da resposta humoral)
(Cristiano et al., 2022; English et al., 2021; Harritshgj et al., 2021).

3.4.4 —Interpretacao dos resultados

Os resultados obtidos foram interpretados segundo as orientacdes estipuladas pelo
fabricante (AU/mL) as quais foram convertidas em unidades de ligagdo de anticorpos
(do inglés: Binding Antibody Units; BAU/mL), segundo a ultima ultima notificacdo
recebida pela OMS, que define um padrdo para interpretacdo de resultados para ensaios
serologicos que visam avaliar a imunidade humoral anti-SARS-CoV-2 (Notice WHO
Standard (20/136) Unit ConversionRN21040201) (Abbott Laboratories, 2022a, 2022b;
World Health Organization, 2020e).
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A presenca de reatividade nos testes seroldgicos é definida por um ponto de corte
estipulado pelo fabricante de acordo com a sensibilidade e especificidade do ensaio.

Os resultados do teste serologico para a proteina anti-S/RBD sdo dados em
unidades arbitrarias por mL (AU/mL) que foram convertidos em unidades de ligacdo de
anticorpos (BAU/mL) (Notice WHO Standard (20/136) Unit ConversionRN21040201).
O ensaio Abbott quantifica anticorpos IgGs especificos anti-S/RBD no intervalo de 7 AU
a um limite maximo de 40.000 AU (que corresponde ao intervalo de 1.0 a 11.360
BAU/mL). Para este teste, o resultado também pode ser interpretado sob a forma de ponto
de corte, sendo o resultado considerado positivo para 1IgG-S/RBD (reatividade), quando
apresentaram resultados >50.0 AU/mL ou seja> 7.1 BAU/mL apos a conversdo (Abbott
Laboratories, 2022a; World Health Organization, 2020e).

Para IgG anti-N o resultado foi dado na forma de presenca e auséncia, e as
amostras de soro foram consideradas como presenca com valores > 0,6 COI, 0 que
corresponde a > 7.1 BAU/mL (Notice WHO Standard (20/136) Unit
ConversionRN21040201) (Abbott Laboratories, 2022b; World Health Organization,
2020e).

3.5. Analise estatistica

3.5.1. Variaveis consideradas de resultado de interesse

A quantidade de anticorpos 1gG anti-S/RBD foi considerada como o principal
resultado de interesse tendo sido avaliada ndo s6 como variavel continua, mas também
como variavel dicotomica (positivo versus negativo) com base no ponto de corte acima

referido. Em paralelo foi também considerada a detecdo qualitativa de anticorpos.
3.5.2. Potenciais preditores do nivel de imunidade

Foram consideradas as seguintes variaveis: género, idade (20-29; 30-39; 40-49,
50-59 e >=60 anos), grupo profissional em contacto direto com os doentes COVID-19
(sim ou n&o), reporte de patologias categorizados em: sem patologia, imunossupresséo,
doencas inflamatdrias, devido a serem patologias com tratamento farmacologico
potencialmente associado a alteracdes na resposta imunitéria, e outras doencas. O IMC

(<25 ou 25-29.9 ou >30), habitos tabagicos (sim ou ndo), teste RT-qPCR positivo para
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COVID-19 (ndo, sim antes do esquema vacinal, sim ap0s o esquema vacinal), sintomas
apos infecdo (sim ou ndo), sintomas apds vacinagao (sim ou ndo), esquema de vacinagao

e tipo/marca de vacina administrada também foram considerados.
3.5.3. Anédlise estatistica

Foi avaliada a distribuicdo dos participantes recorrendo a estatistica descritiva, de

acordo com as variaveis sociodemogréaficas e clinicas.

A incidéncia cumulativa de infecdo por COVID-19 antes do esquema vacinal
primario foi calculada para o periodo entre mar¢co 2020 a dezembro de 2020 com base no
nimero de infecbes reportadas pelos participantes. Foi calculada respetivamente a
incidéncia cumulativa, de infe¢cdo por COVID-19 depois do esquema vacinal primario
completo, para o periodo entre fevereiro 2021 a novembro 2021 (desde o0 momento em
que este grupo completou o esquema de vacinacao primario até momento da colheita de
soro para analise seroldgica), com base no numero de infecbes reportadas pelos
participantes. A incidéncia cumulativa e respetivo intervalo de confianga a 95% foi
calculado no global da amostra e para as diferentes categorias de acordo com o género,
idade, IMC, habitos tabagicos e ser profissional de saide com contacto direto com doentes

COVID-19. As comparac0es entre grupos foram feitas utilizando o teste de qui-quadrado.

A reatividade aos anticorpos anti-N e anti-S/RBD SARS-CoV-2 foi dada em
resultado qualitativo (presenca/ auséncia), de acordo com o ponto de corte definido
anteriormente e determinado pelo fabricante (anti N > 0.6 ou anti-N < 0.6 COl) , (anti-
S/RBD > 7.1 ou<7.1 BAU/mL).

Foi feita a avaliacdo quantitativa de anticorpos anti-S/RBD recorrendo a analise
bivariada, estimou-se a sua associa¢do com as varidveis sociodemograficas e clinicas.
Como esta variavel ndo segue distribuicdo normal de acordo com o teste Kolmogorov—
Smirnov (p<0.001), esta quantificagdo € apresentada como mediana e intervalo inter-
quartil (IQR). A associacdo entre cada uma das varidveis sociodemogréficas e clinicas
operacionalizadas como categoricas e o nivel de anticorpos anti- S/RBD baseou-se na
comparacgao entre grupos recorrendo a testes ndo paramétricos; teste U de Mann-Whitney

(variaveis dicotomicas) e teste de Kruskal-Wallis (variaveis com mais de duas categorias).
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Para as varidveis clinicas que correspondem ao nimero de dias desde a vacinacao
(para todos os participantes) e ao nimero de dias deste a ocorréncia de infecdo (para
participantes com diagndstico molecular de infecdo), a associacdo com o nivel de
anticorpos anti- S/RBD, foi avaliada recorrendo ao coeficiente de correlacdo de Spearman
(rs) e respetivo valor-p. Na variavel, “nimero de dias deste a ocorréncia de infecdo”, dos
88 participantes somente foi possivel obter informacéao de 68 individuos.

Para estimar potenciais preditores do nivel de anticorpos anti- S/RBD foi conduzida
anélise multivariada recorrendo ao modelo linear generalizado (MLG). Esta abordagem
estatistica permite maior flexibilidade na avaliacdo de variaveis preditoras em relacéo a
uma variavel dependente tendo em conta um leque variado de distribuicdes, ou seja, ndo
exige o pressuposto de normalidade da distribuicdo (Arnold et al., 2021). O MLG permite
que o modelo de regressdo linear se relacione com a variavel dependente, por meio de
uma funcdo de ligacdo. Tendo em conta que esta variavel admite apenas ndmeros
positivos e apresenta uma distribuicdo com evidente desvio a direita, optou-se por um
MLG com distribuicdo gama e funcdo log (a varidavel dependente € transformada no
logaritmo). A varidvel dependente é a concentracdo de anticorpos anti- S/RBD. Foram
introduzidas no modelo as variaveis consideradas potenciais preditoras e que
apresentaram associacao estatisticamente significativa com o nivel de anticorpos anti-
S/RBD na analise bivariada. A variavel “esquema de vacinagdo” ndo foi incluida no
MLG. Foram obtidos os coeficientes de regressdo (B). Pelo facto de ter sido usado um
MLG com distribuicdo gama e funcéo log, foi obtido o exponencial de cada coeficiente
de regressdo (expp) e respetivo 1C95%. O exponencial dos coeficientes de variaveis
categéricas representa a razdo entre a média da variavel dependente para uma
determinada categoria e a média da variavel dependente da categoria de referéncia. Para
variaveis continuas o exponencial do coeficiente de regressdo apds subtrair uma unidade
e multiplicar por 100 representa a percentagem de aumento ou de reducdo da variavel

dependente por cada unidade de aumento da variavel preditora.

Todos os dados obtidos através do inquérito bem como os resultados obtidos
através do exame laboratorial seroldgico, foram compilados numa folha de Microsoft
Excel, versdo 2019 (Microsoft Corp, Redmond, WA, EUA). As analises estatisticas
foram realizadas no software IBM SPSS Statistics (Statistical Package for the Social

Science, IBM), versédo 23. Os valores estimados para a incidéncia acumulada e respetivos
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intervalos de confianca a 95% foram obtidos com recurso ao software WinPepi, versao
11.63 de 2016. Considerou-se o nivel de significancia a 0,05.

Para inferir a prevaléncia 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), em que para valores < 40 BAU/mL foi
considerado risco elevado de infecdo, 40 a 260 BAU/mL risco médio, > 260 BAU/mL
risco baixo de infecdo por SARS-CoV-2.

3.6. Considerac0es éticas

O estudo atendeu aos requisitos legais e éticos pertinentes. O protocolo do estudo
foi aprovado pela Comisséo de Etica em Satde da ULSNE de Braganca, disponivel para
consulta no Anexo Il1. Todos os participantes, forneceram 0 seu consentimento por
escrito autorizando a colheita de amostras sanguineas para analise seroldgica, e recolha
de dados sobre informacdes demogréaficas, sociais e de salde; bem como a consulta de
diagnosticos de COVID-19 efetuados, por meio de testes de antigénio ou RT- qPCR,
anterior a colheita de sangue. Todos os participantes, foram informados a pertinéncia, dos
objetivos e metodologia aplicadas neste estudo. Além disso também foram informados
de que as amostras bioldgicas colhidas poderiam ser usadas no ambito de pesquisas
futuras envolvendo estudos para determinar o risco de infecdo por SARS-Cov-2. A
confidencialidade dos dados dos participantes foi assegurada mediante atribui¢do de um

namero interno exclusivo a cada individuo.
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4.1. Caracteristicas sociodemograéficas e clinicas dos profissionais de salde

Os resultados apresentados dizem respeito a individuos com esquema de
vacinacdo primario completo, com colheita de soro para analise da resposta humoral
SARS-COV-2, antes da toma da primeira dose de reforco (32 dose) da vacina COVID-19.
Este estudo envolveu 427 profissionais de salide da ULSNE de Braganca, 338 (79,2%)
mulheres e 89 (20,8%) homens. Com uma média de idades 45,7+11,4 anos, sendo a faixa
etaria 40 a 49 anos de idade, (n=138; 32,3%) a mais representada nesta amostra. As
caracteristicas sociodemograficas e clinicas dos participantes deste estudo estdo
categorizadas na Tabela 1.

No que diz respeito a distribuicdo por categoria profissional, verificou-se que 29
(6,8%) Meédicos, 139 (32,6%) Enfermeiros, os quais representam grande parte dos
participantes; 41(9,6%) Técnicos Superiores de Diagnostico e Terapéutica, 77 (18%)
assistentes Técnicos Administrativos, 67 (15,7%) Assistentes Operacionais e 74 (17,3%)
pertenciam a outras funcdes do meio hospitalar. Considerando a exposi¢éo ocupacional,
a maioria dos profissionais de saude (n=271; 63,5%), declarou trabalhar em contacto
direto com doentes COVID-109.

No que se refere a condi¢do de satde dos participantes, verificou-se que a maioria
276 (64,6%) nao reportou nenhuma patologia. Do restante nimero de participantes, 31
(7,3%) declararam ter doencas inflamatérias, 14 (3,3%) doengas imunossupressoras e 106
(24,8%) declararam ter outras doengas. Fazem parte da categoria “outras doengas”,
maioritariamente doencas metabdlicas, tais como: anemia, tensdo arterial elevada,
dislipidemia e diabetes mellitus tipo 1l. Quanto ao IMC, 232 (54,3%) profissionais de
satde apresentaram IMC normal (IMC: 19,0-24,9), 132 (14,9%) estavam em sobrepeso
(IMC: 25,0-29,9) e 63 (14,8%) apresentavam-se obesos (IMC: >30). Relativamente aos
habitos tabagicos, 346 (81%) profissionais de saude afirmaram ndo ter habitos tabagicos
e 81 (19%) afirmaram que sim.

Com base na positividade do teste RT-gPCR verifica-se que grande parte dos
profissionais de satde 339 (77,8%) nao testaram positivo para SARS-CoV-2 e 88 (20,6%)
testaram positivo. Destes 88,72 (16,7%) foram infetados por SARS-CoV-2 no periodo
anterior ao programa de vacinagdo primario, e 16 (3,7%) ap0s vacinagdo primaria
completa. De todos os profissionais de saude 234 (54,8%), a maioria ndo apresentou
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sintomas depois de infetados por SARS-COV-2 e 193 (45,2%) afirmaram ter tido
sintomas. A maioria dos profissionais de satde incluidos no estudo foram vacinados com
vacinas baseadas em tecnologia de mRNA. A maioria dos participantes, (n=389: 91,1%),
foram inoculados com a vacina mMRNA BNT162b2 COMIRNATY®, e 22 (5,2%) com a
MRNA-1273-Spikevax®. Os restantes profissionais de satde foram inoculados com as
vacinas de vetor de adenovirus, ChAdOx1 nCoV-19 -Vaxzevria® (n=9; 2,1%) e
Ad26COV2-S-COVID-19 Vacina Janssen® (n=7; 1,6%).

Tabela 1. Caracteristicas sociodemograficas e clinicas dos Profissionais de Saude

Carateristicas N %
Género

Feminino 338 79,2
Masculino 89 20,8
Faixa etaria

20-29 39 9,1
30-39 105 24,6
40-49 138 32,3
50-59 85 19,9
60-69 60 141

Grupo profissional

Médicos 29 6,8
Enfermeiros 139 32,6
Técnicos Superiores de Diagnéstico e Terapéutica 41 9,6
Assistentes Técnicos Administrativos 77 18,0
Assistentes Operacionais 67 15,7
Outras fungdes em meio hospitalar 74 17,3
@ Contacto direto com doentes COVID-19

Né&o 156 36,5
Sim 271 63,5
b patologias

Sem Patologia 276 64,6
Doengas Inflamatérias 31 7,3
Imunossupressao 14 3,3
Outras Doengas 106 24,8

2 Profissionais de Salide em contacto direto com doentes COVID-19; ° Patologias e tratamento
farmacolégico potencialmente associado a alteragfes na resposta imunitaria.
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Tabela 1. Continuagdo: Caracteristicas sociodemogréaficas e clinicas dos Profissionais de Satide

Carateristicas N %
IMC

19.0-24.9 232 54,3
25.0-29.9 132 30,9
>30.0 63 14,8

Habitos Tabéagicos
Nao 346 81,0
Sim 81 19,0

°COVID-19 (RT-GPCR+)

Néo 339 77,8
Sim, Antes da Vacinagao 72 16,9
Sim, Ap6s a Vacinagao 16 3,7

Sintomas apds a infecdo

Né&o 21 4,9
Sim 67 15,7

Vacina Administrada

COMIRNATY ® 389 911
Spikevax® 22 52
VAXZEVRIA® 9 2,1
Vaccine Janssen 7 1,6

Sintomas apo6s a vacinagéo
Né&o 234 54,8
Sim 193 45,2

¢ Diagnostico Covid-19 RT-gPCR positivo de mar¢o 2020 a novembro 2021 (SISLAB), antes
e/ou apds o esquema vacinal primario completo.

4.2. Incidéncia cumulativa de infe¢do por SARS-COV-2

Entre marco 2020 e dezembro de 2020, dos 427 profissionais de saude, 72 (Tabela
1) tiveram diagnéstico molecular (RT-gPCR™) de COVID-19. A incidéncia cumulativa
durante esse periodo de tempo foi de 16,9% com 1C95% entre 13,3% e 20,4%. Dos 427
participantes, apenas 16 foram infetados apds o esquema vacinal (fevereiro 2021 a
novembro de 2021) (Tabela 1), o que significa qua a incidéncia cumulativa para este
periodo de tempo foi de 3,7% com 1C95% entre 2,0% e 6,0%. A Tabela 2 apresenta a

incidéncia cumulativa e respetivo IC95% estratificado de acordo com as carateristicas dos
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profissionais de salde relativamente ao periodo antes do esquema vacinal primario
(n=72). Né&o se encontraram diferencgas estatisticamente significativas entre grupos de
acordo com o genero (p=0,264), idade (p=0,353), IMC (p=0,143), habitos tabagicos
(p=0,910), ser profissional em contacto direto com doentes COVID-19 e as patologias
reportadas (p=0,989). Foi verificado que incidéncia cumulativa referente ao periodo pos-
vacinal ndo obteve significancia devido ao numero exiguo de profissionais de saude
(n=16).

Tabela 2. Incidéncia cumulativa de infe¢do por SARS-CoV-2 antes da vacinagdo priméria

Incidéncia cumulativa % (IC 95%) p*
Género
Mulher 18,1 (14,0 - 22,2)
0,264
Homem 12,4 (5,5-19,2)
Faixa etaria
20-29 27,0 (12,7 -41,3)
30-39 19,1 (11,2 -27,1)
0,353
50-59 16,9 (8,8 — 24,9)
60-69 12,5 (4,4 - 20,6)
Contacto direto com doentes COVID-19
Né&o 15,4 (9,7-21,1) 0,628
Sim 17,7 (13,2 -22,3)
Patologias
Sem Patologia 20,7 (15,9 - 25,4)
Doengas Inflamatérias 22,6 (7,9 -37,3)) 0,989
Imunossupressao 21,4 (0,0-42,9)
Outras doengas 19,8 (12,2 - 27,4)
IMC
19.0-24.9 13,9 (9,4 -18,4)
0,143
25.0-29.9 20,0 (13,1 -26,9)
>30.0 23,0 (12,4 -33,5)
Habitos Tabagicos
Nao 16,8 (12,8 — 20,7)
0,910
Sim 17,3 (9,1 -25,5)

2 Profissionais de Satde em contacto direto com doentes Covid-19. * Valor de p considerado
significativo para valores inferiores a 0,05
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4.3. Reatividade aos anticorpos das proteinas Nucleocapside e Spike do virus
SARS-COV-2

Um total de 427 amostras seroldgicas provenientes de profissionais de saude da
ULSNE foram testadas para a quantificacdo de anticorpos IgG anti- S/RBD, dirigidos ao
RBD da subunidade S1 da proteina Spike do virus SARS-CoV-2. Em grande parte da
amostragem (n=422; 98,8%) foi detetada reatividade, o que pode ser interpretado como
resposta imune a vacinacdo, e em apenas 5 (1,2%) amostras ndo se detetou reatividade
(anti- S/RBD <7,1 BAU/mL).

As mesmas 427 amostras foram testadas para detecdo de anticorpos IgG anti-N
SARS-COV-2, tendo sido observada reatividade em 42 (Total de N*= 26+16) amostras
(9.8%). Destas 42 amostras N (+), 16 correspondem a individuos que ndo reportaram
infecdo COVID-19 o que pode ser interpretado como infe¢do ndo diagnosticada a nivel
molecular.

A Tabela 3 apresenta a distribuicdo de individuos de acordo com a detecdo de
reatividade aos anticorpos das proteinas N e S do virus SARS-CoV-2, estratificado de

acordo com ter ou ndo ter reportado diagnostico molecular de infecdo (RT-qPCR).

Tabela 3. Resultados para a Reatividade dos dois testes seroldgicos anti- S/RBD e anti-N

RT-qPCR S() S (+) Total
Positivo [n (%0)]
N () 2 (2,3%) 60 (68,2%) 62 (70,5%)
RT-GPCR (+)
N (+) 0 (0%) 26 (29,5%) 26 (29,5%)
Total (+) 2 (2,3%) 86 (97,7%) 88 (100%)
- 0, 0, 0,
RT-GPCR () N (-) 3 (0,9%) 320 (94.4%) 323 (95.3%)
N (+) 0 (0,0%) 16 (4,7%) 16 (4,7%)
Total (-) 3(0.9%)  336(944%) 339 (100%)
Total 5(129%)  422(98.8%) 427 (100%)

N (+,-): Resultado qualitativo (positivo/negativo) para a anélise dos anticorpos IgG anti-N de
acordo com o ponto de corte definido anteriormente (anti N > 0,6 ou anti-N < 0,6); S (+,-):
Resultado qualitativo para os anticorpos IgG anti-S (anti- S/RBD > 7,1 ou < 7,1 BAU/mL) de
acordo com o ponto de corte definido pelo fabricante.

Avaliagdo da Imunidade Humoral anti-SARS-CoV-2 em Profissionais de Satde | 52



Resultados

4.4. Determinagdo quantitativa de 1gG anti- S/RBD e variagéo interindividual

Determinacdo quantitativa dos anticorpos anti-S/RBD em relagdo as varidveis

descritivas categoricas apresenta-se na Tabela 4.

De acordo com os resultados observaram-se diferencas significativas (p <0,001)
nos niveis de anticorpos S/RBD, na faixa etaria, histérico de COVID-19 (RT-gPCR), e
no esquema vacinal. Em relacdo a faixa etaria, observou-se uma diferenca significativa
(p <0,001), nas idades entre 20-29 anos (401,2 [143,5;1040,1] BAU/mL) em relacdo as
restantes faixas etarias. Observou-se uma diferenca significativa (p=<0,001) nos niveis
de anticorpos anti- S/RBD obtidos entre os indevidos com historico de COVID-19 (RT-
gPCR) positivo, sendo estes valores mais elevados em individuos que foram infetados
apos o esquema de vacinacdo primario completo (1629,7 [305,6; 5584,6] BAU/mL).
Também se constatou que os titulos de anticorpos anti-S/RBD s&o significativamente
mais elevados, tanto antes como depois da vacinacdo primaria completa (554,1 [213,4;
1331,4] BAU/mL) e (1629,7 [305,6; 5584,6] BAU/mL), em relacdo aqueles que néo
tiveram historico de infecdo por SARS-CoV-2 (80,0 [44,6; 164,7] BAU/mL).

Nos individuos que ndo foram infetados por SARS-CoV-2, verifica-se que 0s
niveis de anticorpos anti-S/RBD sdo mais elevados em participantes que foram vacinados
com a vacina Spikevax®, (634,2 [202,0; 1221,0] BAU/mL; p <0,001). Nos individuos
infetados encontramos esquemas de vacinagdo diferentes. Dos infetados que foram
vacinados com a vacina COMIRNATY ®, 36 foram inoculados apenas com uma dose, e
40 foram inoculados com duas doses. Os que foram vacinados com Spikevax®, todos 0s
infetados foram inoculados com uma dose, e estes sdo 0s que apresentam niveis mais
elevados de anticorpos anti-S/RBD. A comparacdo destes grupos € dificultada pela
diversidade de esquemas de vacinacdo, bem como pela diferenca consideravel de nimero
de individuos por tipo/marca de vacina, visto que estas (Spikevax®, VAXZEVRIA®,

Vaccine Janssen ®) terem sido administradas de acordo com disponibilidade das mesmas.

N&o se encontraram diferencas estatisticamente significativas, nos niveis de
anticorpos S/RBD; no género (p= 0,244), contacto direto com pacientes COVID-19 (p=
0,469), patologias (p= 0,514), IMC (p= 0,199), habitos tabagicos (p= 0,277), sintomas

apos infecdo (p= 0,812) e sintomas apos vacinacao (p= 0,456).
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Tabela 4. Determinacao quantitativa de IgG anti- S/RBD e variacao interindividual

Anti-S/RBD (BAU/mL)

Variaveis N p*
Mediana [IQR]
Género
Feminino 338 113,1 [53,6; 325,0] 0,244
Masculino 89 79,0 [52,5; 242,3]
Faixa etaria
20-29 39 401,2 [143,5;1040,1]
30-39 105 124,3 [61,8; 375,6]
<0,001
40-49 138 79,4 [39,3; 200,4]
50-59 85 99,5 [54,6; 292,0]
60-69 60 83,7 [48,0; 232,7]
& Contato direto com doentes COVID-19
Sim 271 110,3 [59,4; 947,2] 0,469
N4o 156 87,6 [39,4; 459,1]
b Patologias
Sem Patologia 276 116,1 [56,2; 346,1]
Imunossupressdo 14 94,4 [15,0; 204,3]
0,514
Inflamatorias 31 146,0 [51,1; 377,4]
Outras Doengas 106 88,6 [49,8; 223,5]
IMC
19.0-24.9 230 99,2 [50,0; 262,7] 0,199
25-29.9 134 119,2 [54,0; 386,3]
>=30 63 112,2 [54,8; 634,3]
Habitos Tabagicos
Sim 81 96,7 [44,0; 244,5] 0,277
Néo 346 105,9 [54,6; 324,0]
¢COVID-19 (RT-qPCR+)
Néo 339 80,9 [44,6; 164,7]
. . <0,001
Sim, Antes da Vacinagdo 72 554,1 [213,4; 1331,4]
Sim, Ap6s a Vacinacéo 16 1629,7 [305,6; 5584,6]
Sintomas apos infecdo
Sim 67 687,4 [284,0; 1596,7]
0,812
Néo 21 369,3 [184,4;1656,1]
Sintomas ap6s vacinagéo
Sim 193 110,3 [55,9; 296,1] 0,456

Néo 234 104,6 [48,5; 341,6]

3 Profissionais de Salide em contacto direto com doentes COVID-19;° Patologias e tratamento
farmacoldgico potencialmente associado a alteracBes na resposta imunitéria; ¢ Diagnostico
COVID-19 RT-gPCR positivo de marco 2020 a novembro 2021 (SISLAB), antes e ap6s o
esquema vacinal priméario completo; *Valor de p considerado significativo abaixo de 0,05.
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Tabela 4. Continuacdo: Determinacdo quantitativa de IgG anti- S/RBD e variacdo interindividual

I Anti-S/RBD (BAU/mL)
Variaveis n ) p*
Mediana [IQR]

Esquema Vacinal

2x COMIRNATY ® 314 79,9 [44,4; 148,4]

1x COMIRNATY® PCR+ 36 345,0 [189,1; 821,6]

2X COMIRNATY® PCR+ 40 783,2 [283,2; 2315,6]

2 x Spikevax® 14 634,2 [202,0; 1221,0] <0,001
1x Spikevax® PCR+ 8 1296,9 [606,7; 4576,2]

2X VAXZEVRIA® 9 54,6 [15,7; 192,0]

1x COVID-19 Vaccine Janssen ® 6 76,6[15,6; 1276,8]

*Valor de p considerado significativo abaixo de 0,05.

A anélise de correlacdo ndo paramétrica das varidveis continuas com os niveis de
anticorpos IgG anti- S/RBD apresenta-se na Tabela 5. A analise bivariada do coeficiente
de correlacdo de Spearman, entre as variaveis scontinuas: “numero de dias apdés a
vacinagdo completa” com os niveis de anticorpos anti-S/RBD; evidenciou uma correlagdo
negativa (r=-0.294; p=0,01). N4o se verificou correlacdo com os “dias ap0s a infecdo” (r
=-0,196; p=0,109).

Tabela 5. Analise de correlacdo ndo paramétrica das variaveis continuas com os niveis de
anticorpos IgG anti- S/RBD

Variavel n rs p
Dias ap0s a vacinagdo completa 427 -0,294 <0,01*
2Dias apos a infecdo 68 -0,196 0,109

rs: Coeficiente de correlacdo de Spearman; * Correlacéo significativa no nivel 0,01 (bilateral);
2 Informacdo apenas disponivel para 68 participantes.

4.5. Andlise multivariada: Preditores da resposta humoral SARS-CoV-2

Tendo em conta os resultados da analise quantitativa (Tabela 4), foi considerado
um MLG com distribuicdo gama e funcdo log, tendo como variavel dependente a
concentragcdo de anticorpos IgG anti-S/RBD e como potenciais preditores a idade, o
diagndstico de infecdo por SARS-CoV-2 com diagnostico (RT-qPCR+) e 0 nimero de
dias desde a vacinacao até ao momento da colheita. O resultado da analise multivariada
mostra que a idade e o diagnostico molecular de infecdo aparecem como preditores do

nivel de anticorpos 1gG anti-S/RBD (Tabela 6). Para todos os grupos etérios, a exce¢ao
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do grupo com idade igual ou superior a 60 anos, h&d uma reducdo significativa de cerca de
50% do nivel de anti-S/RBD, comparativamente ao grupo mais jovem (expp=0,446
IC95% entre 0,226 e 0,748) para o grupo 30-39 anos, (expp=0,422 1C95% entre 0,233 e
0,765) para o grupo 40-49 anos e (expp=0,473 1C95% entre 0,232 e 0,964) para 0 grupo
50-59 anos. Por sua vez, o diagnostico molecular de infecdo esta positivamente associado
aos valores de anti-S/RBD de tal forma que esses valores sdo quatro vezes mais elevados
em participantes com diagnostico de infecdo SARS-COV-2 antes do esquema vacinal
(expp=4,191 1C95% entre 2,878 e 6,102) e onze vezes superior para 0s que tiveram
diagndstico de infecdo ap6s o esquema vacinal (expp=11,496 1C95% entre 6,307 e
20,955).

Tabela 6. Modelo linear generalizado para andlise de preditores de anticorpos IgG anti-
S/RBD

Variavel Dependente: 1gG anti-S/RBD (BAU/mL)
Exponencial do coeficiente de regressédo

.. . 0, *
Variaveis (expp) ajustado b 1C 95% p
Idade

20-29 1

30-39 0,446 0,266 — 0,748 0,002
40-49 0,422 0,233 -0,765 0,004
50-59 0,473 0,232 - 0,964 0,039
>60 0,796 0,368 — 1,720 0,562
24COoVID-19 (RT-

gPCR+)

Né&o 1

Sim, Antes da Vacina 4,191 2.878-6.102 <0.001
Sim, Apo6s a Vacina 11,496 6.307 - 20.955 <0.001
Dias ap6s Vacinacéo 0,999 0.996 - 1.001 0.243

4 Diagnostico Covid-19 RT-gPCR positivo de margo 2020 a novembro 2021 (SISLAB), antes e
apos o esquema vacinal primario completo; ® Ajustado para as restantes variaveis da tabela;
*Valor de p considerado significativo abaixo de 0,05.

Avaliacdo da Imunidade Humoral anti-SARS-CoV-2 em Profissionais de Satde | 56



Resultados

4.6.  Niveis de anticorpos que conferem protecéo

Foi realizada a avaliagdo dos resultados quantitativos para os anticorpos 1gG anti-
S/RBD de acordo com os intervalos estabelecidos pelo documento orientador da empresa
Abbott (David et al., 2021) que apresenta recomendacdes para a interpretacdo de

resultados dos testes seroldgicos, ap6s a segunda dose da vacina (Figura 8).

60,0%
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40,0%

30,0%

20,0%

Percentagem de individuos

10,0%

N0

]
BAU/mL  Elevado<40 Meédio 40-260 Baixo >260
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Figura 8. Correlacdo entre os niveis de anticorpos IgG anti S/RBD e protegdo contra a doenca
COVID-19 severa (David et al., 2021); Os valores dos intervalos referem-se a niveis de anticorpos
IgG anti-S/RBD em BAU/mL; risco baixo (> 260 BAU/mL verde), risco medio (40 a 260
BAU/mL amarelo) e risco elevado (< 40 BAU/mL vermelho).

Nesta analise verificou-se que 18,5% (n=79) dos participantes apresentaram
niveis de anticorpos 1gG anti-S/RBD categorizados como tendo risco elevado (<40
BAU/mL) de serem afetados com sintomatologia grave de COVID-19. A maioria dos
profissionais de satde (n=228; 53,4%) foi classificada como tendo risco moderado (40-
260 BAU/mL) e 120 (28,1%) como risco baixo (>260 BAU/mL).
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A disseminacéo do virus SARS-CoV-2, ainda continua a impactar drasticamente
a saude publica das populaces (Cohen & Burbelo, 2021). O conhecimento sobre a
imunidade gerada pelas vacinas anti-COVID-19, encontra-se em constante evolucao
(Olariu et al., 2021). Dados sobre a persisténcia e efetividade da resposta imune de longo
prazo sao importantes para a compreensédo da evolucdo global da dindmica da doenga
COVID-19 e na implementacdo de politicas de saude publica, especialmente porque

surgem a cada instante novas variantes do virus (Gallais et al., 2021).

Incidéncia Cumulativa da Infecdo SARS-CoV-2 entre os Profissionais de Saude

Profissionais de saude, também chamados profissionais da “linha de frente” sao
considerados como grupo de risco a infecdo por SARS-CoV-2, devido as funcbes que
desempenham e o contacto proximo com doentes COVID-19 (Gémez-Ochoa et al., 2021;
Guiomar et al., 2022). Fazer o levamento epidemiolégico para compreender a dinamica
da infecdo entre os profissionais de salde é extremamente importante para que se adotem
medidas e se evite 0 agravamento da cadeia de transmissdo nas unidades de salde.
Estudos realizados no inicio da pandemia mostraram uma elevada taxa de incidéncia
relativamente a infecdo entre os profissionais de salde sugerindo que estes pudessem ser
responsaveis por uma grande parte de diagndsticos positivos a COVID-19 na comunidade
(Burrer et al., 2020; Wu & McGoogan, 2020).

Com base na percentagem de profissionais de salde com teste RT-gPCR" para a
COVID-19 determinou-se a incidéncia cumulativa da infecdo no periodo anterior ao
esquema vacinal primario e depois do esquema vacinal priméario (Tabela 1). Néo
existindo relatos de reinfecdo entre os participantes, durante o periodo em estudo.
Verificou-se um valor de incidéncia cumulativa de 16.9% antes do esquema vacinal
primario e 3.5% apos o0 esquema vacinal primario completo. A diminuigdo da incidéncia
cumulativa numa analise preliminar, podera ser atribuida a vacina¢do. No entanto, esta
interpretacdo tem de ser realizada com cautela. Apesar de todos os participantes terem
respondido “sim” ou “ndo” para a questdo “foi infetado”, e estes dados terem sido
confirmados na plataforma informatica hospitalar SISLAB, pode ter ocorrido que alguns
participantes possam ter sido infetados sem que se tenha detetado a infecdo por meios de

diagndstico molecular. Também ndo se pode descartar a hipdtese que estas infegdes

Avaliacdo da Imunidade Humoral anti-SARS-CoV-2 em Profissionais de Satde | 59



Discussao

adquiridas no periodo anterior a vacinagdo possam ter desempenhado um papel protetor
contribuido para diminui¢do dos casos COVID-19 no momento pos-vacina.

Presume-se que os profissionais de saude, devido as suas funcGes e 0 contacto
proximo a doentes infetados por SARS-CoV-2, estejam em alto risco de doenca por
COVID-19 (Baker et al., 2021). No entanto, varios estudos apresentam resultados
contraditérios, alguns demonstraram que o contacto direto com doentes COVID-19 age
como fator de risco (Gomez-Ochoa et al., 2021; Spilchuk et al., 2022) e outros nédo
(Gholami et al., 2021; Leeds et al., 2020). Nem todos autores abordaram da mesma forma
os fatores de predisposi¢do ao risco ocupacional o que pode explicar a divergéncia nas
conclusdes obtidas. Outra explicacdo possivel para a diminui¢do da incidéncia cumulativa
no periodo pds-vacina é o facto dos profissionais de satde, com o decorrer da pandemia,
terem de aplicar diretrizes cada vez mais rigidas para uso de equipamentos de protecao
individual (EPI), podendo este fator ter contribuido, limitando a exposi¢do ao risco
ocupacional. Esta explicacdo tém vindo a ser corroborada por diversos autores (Alishag
etal., 2021; Guiomar et al., 2022).

Da revisdo bibliografica emergem alguns fatores que parecem predispor 0s
individuos a um maior risco de infecdo e severidade da doenca tais como como o género,
idade, contacto com utentes COVID-19, patologias, IMC e hébitos tabagicos. Varios
estudos tém demonstrado que a idade mais avancada e o género masculino estdo
associados a um maior risco de infecdo por SARS-CoV-2 (Meister et al., 2022; Parohan
etal., 2021; Pijls et al., 2021). Uma explicacdo possivel as disparidades encontradas entre
género sao as diferencas observadas na expressdo da ACE2 e niveis hormonais (Salah &
Mehta, 2021; Taslem Mourosi et al.,, 2022; Viveiros et al., 2021). Um estudo
epidemiolégico realizado na Croacia (Meister et al., 2022) refere que a idade e o género
ndo estdo associados a uma maior incidéncia de infecdo por SARS-CoV-2 mas sim ao
desenvolvimento de doenga mais severa. Mdltiplas condigdes de saude crénicas ou
comorbidades, demonstraram ter um impacto no risco acrescido de infegcdo e doenga
COVID-19 (as principais doengas relatadas: doencas cardiovasculares, asma, hipertenséo
arterial, diabetes, doencas imunossupressoras, doencas inflamatdrias) (Bayram et al.,
2021; Meister et al., 2022; Parohan et al., 2021; Uysal et al., 2022; Zhao et al., 2020).
Verifica-se que a expressdo de ACE2 pode estar aumentada nas células epiteliais
alveolares devido a habitos tabagicos, e no tecido adiposo em situagdes de obesidade
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(Engin et al., 2020). O aumento da expressdo da ACE2 leva a uma maior predisposi¢ao
para a infecdo por SARS-CoV-2 (Engin et al., 2020; Patanavanich & Glantz, 2020; Sattar
& Valabhji, 2021; Zhao et al., 2020). Todos estes fatores foram analisados nesta amostra,
no entanto, ndo apresentaram associacdo com significancia estatistica para incidéncia

cumulativa da infegéo (Tabela 2).

Determinacgéo Qualitativa dos Anticorpos 1gG anti-N e anti-S/RBD: Reatividade

Ensaios sorolégicos para anticorpos COVID-19 sdo importantes para avaliar
respostas a vacinacdo ou infecdo de forma a monitorizar a efetividade da vacina na
populacdo. Os ensaios aplicados neste estudo visaram a proteina N e S do virus SARS-
CoV-2, de forma a avaliar a reatividade aos anticorpos IgG anti-N e 1gG anti-S/RBD. A
proteina S é principal alvo utilizado no desenvolvimento de vacinas, uma vez que o RBD,
na subunidade S1 do SARS-CoV-2, é considerado o principal alvo para anticorpos de
ligacdo e neutralizacdo (Ghaffari et al., 2020; Koch et al., 2021). A proteina S ndo so esta
relacionada com a vacinacao, mas também com a infecdo (Guiomar et al., 2022; Wadhwa
etal., 2021). Ja a proteina N esta relacionada com a infecdo. De forma a poder distinguir
uma resposta vacinal de uma infegdo, varios estudos tém optado por usar ambos 0s

ensaios para conseguir fazer essa diferenciacdo (Wadhwa et al., 2021).

Se observarmos os resultados da reatividade de anticorpos IgG anti-S/RBD
obtidos a partir dos testes seroldgicos aplicados neste estudo (Abbott), verificamos que
98,8% (n= 422; Tabela 3) dos profissionais de salde, obteve reatividade para este
anticorpo IgG anti-S/RBD. O facto de quase a totalidade da amostra (98,8%) ter este
anticorpo presente podera ser indicativo de reacdo imunologica a vacinagdo, pressupondo
que a partida essa reacao contribuira para papel protetor em futuros contactos com o virus
(Dimeglio et al., 2022; Kadkhoda, 2021). Este resultado pode também ser uma explicacdo
para a diminuig&o do risco de infecdo na populacdo em estudo. Para individuos com RT-
gPCR", era esperado que estes demonstrassem reatividade ao 1gG anti-N, contudo, apenas
foi detetavel para 26 das 88 pessoas com RT-gPCR™, o que se pode justificar com o
declinio deste anticorpo ao longo do tempo, mais rapido do que do IgG anti-S/RBD, desde
a infecdo tornando-se indetetavel, como ja foi evidenciado (Gallais et al., 2021; Wang et
al., 2021). O IgG anti-N também apresentou reatividade em 4,7% dos individuos com

RT-gPCR™ negativo, indicando a existéncia de possiveis infe¢des ndo detetadas a nivel
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molecular, o que revela mais uma vez a importancia desta abordagem, pois o serus status
é importante para determinar que medidas seguir, como se verificou na decisdo do nimero
de doses da vacina a inocular tendo em conta histérico de infecdo (Favresse et al., 2021).
E ainda importante considerar que, neste estudo, 1,2% (n=5; Tabela 3) dos profissionais
de saude ndo mostraram qualquer resposta aos anticorpos anti-SARS-CoV2, ou seja, nao
tiveram imunidade humoral apds a vacinacdo, e estes casos devem ser avaliados
individualmente para compreender quais os fatores que podem estar envolvidos para
causar uma possivel falha na resposta imunolédgica a vacina. A andlise qualitativa
conjunta destes dois anticorpos permite avaliar a resposta a infe¢do e a vacinagéo e ainda
detetar situacGes andmalas do status imunitario de cada individuo, como por exemplo,

falha na seroconverséo.
Determinacdo Quantitativa dos Anticorpos 1gG anti-S/RBD: Variacao Interindividual

Diferentes variaveis podem influenciar a qualidade e duracdo da resposta humoral
poés-infecdo e pds-vacinacdo, sendo fundamental analisar em que medida podem
condicionar a variagdo interindividual (Uysal et al., 2022; Zimmermann & Curtis, 2019).
Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que a idade, a infecdo por SARS-CoV-
2 e 0 esquema vacinal sdo fatores que condicionam a resposta humoral ao virus SARS-
COV-2.

Os resultados obtidos nesta amostra, demonstraram que individuos com idades
mais jovens, especialmente aqueles que se encontravam na faixa do 20 aos 29 anos de
idade tiveram titulos de 1gG anti-S/RBD mais elevados que os restantes (Tabela 4).
Outros estudos semelhantes baseados numa amostra de profissionais de saude com
esquema vacinal completo, obtiveram os mesmos resultados (Tré-Hardy et al., 2021;
Vilas Boas et al., 2021; Wolszczak-Biedrzycka et al., 2021). No entanto, a idade nem
sempre aparece associada a uma resposta humoral diferente, em diversos estudos néo foi
identificada diferenca significativa entre grupos etarios (Assaid et al., 2022; Guiomar et
al., 2022; Morgiel et al., 2022). O tamanho limitado da amostra, pode ser uma explicagéo
para a disparidade encontrada, impedindo uma analise mais robusta. Pode-se observar
que para esta variavel com a aplicagdo do MLG (Tabela 6), os niveis de anticorpos
também diminuem com o aumento da idade, relativamente a faixa etaria mais jovem e

com excecdo da faixa etdria mais velha (>60 anos), que ndo apresenta uma diferenca
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significativa. Esta variavel mantém-se assim com significancia ap6s o0 modelo (MLG;

Tabela 6), mostrando-se um preditor do nivel de anticorpos para este estudo.

Um dos fatores associados a uma maior resposta humoral foi a presenca de infecao
por SARS-CoV-2, quer esta tenha ocorrido antes do esquema vacinal primario como
depois (Tabela 4). Destacando que a resposta humoral foi substancialmente mais forte
em individuos que foram infetados depois do esquema da vacinacdo completa. Esta é uma
conclusdo recorrente na literatura cientifica (Favresse et al., 2021; Morgiel et al., 2022;
Wolszczak-Biedrzycka et al., 2021). O facto de se observar uma resposta imunoldgica ao
SARS-CoV-2 mais robusta apds o esquema vacinal pode ser explicado quer pela presenca
de imunidade hibrida (infecdo prévia e simultaneamente a resposta a vacinacao) quer pelo
tempo que decorreu da infecdo até a analise. Numa situacdo de imunidade hibrida, a
imunizacgdo apos infecdo poder induzir a uma resposta imune direcionada contra varios
antigenos do virus e ndo apenas contra a proteina S (alvo das quatro vacinas
administradas), como no caso de individuos imunizados somente pela vacinacdo (Morgiel
et al., 2022). O MLG (Tabela 6) reforca esta significancia na presenca de RT-gPCR?,
onde ap0s a linearizagdo a infe¢do continuou como um preditor para o nivel de anticorpos
S/IRBD, verificando-se um contributo muito maior quando esta infecdo ocorre apds a
vacinacdo. Assim, os resultados da andlise de regressao multivariada corroboram o que
tem vindo a ser publicado, os participantes que foram infetados apresentam uma resposta
humoral mais robusta sendo que naqueles que foram infetados ha menos tempo, o valor
é superior. Ap6s a vacinacgdo, a infecdo incrementa em 11 vezes o nivel de anticorpos
S/RBD, enquanto a infecdo antes da vacinacdo apenas incrementa 4 vezes. Esta tendéncia
tem vindo a ser corroborada na literatura, os niveis de anticorpos vao decaindo com o
tempo e associados a infe¢do diminuem mais lentamente (Decru et al., 2022; Homan et
al., 2022; Hosseinian et al., 2022; Oliveira-Silva et al., 2022a, 2022b).

A pandemia ligada ao virus SARS-CoV-2 levou a um esforco global no
desenvolvimento de diversas vacinas COVID-19 em uma escala e ritmo sem
precedentes. Sendo que, os atuais regimes de vacinacdo COVID-19 compreendem
diversas marcas/tipo de vacinas, e intervalos de dosagem (Wang et al., 2022). Ao
analisarmos o esquema vacinal (Tabela 4) é necessario ter em conta alguns fatores
importantes tais como: a inoculacao (efetuada mediante tipo/marca de vacina disponivel

no momento), o esquema vacinal adotado, infe¢do por SARS-CoV-2, dias desde a infecdo
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até a vacinacdo, bem como dias da vacinagdo até a analise serologica. Apesar desta analise
sobre 0 esquema vacinal, existirem alguns elementos confundidores que impossibilitam
retirar conclusdes precisas sobre a quantificacdo de anticorpos 1gG anti-S/RBD derivados
da resposta humoral. Podemos observar que individuos com esquemas vacinais com
episodio de infecdo por SARS-CoV-2 desenvolveram uma resposta imunoldgica de
anticorpos IgG anti-S/RBD superior face a individuos com esquemas vacinais sem
episddio de infecdo, demonstrando que o esquema vacinal é dependente da infecdo, tendo
estas variaveis uma forte ligacéo. O fator que podemos destacar, é que independentemente
do tipo/marca de vacina, a intensidade da resposta humoral apds vacinacdo foi mais
robusta em individuos com infe¢do por SARS-CoV-2. De salientar que existem poucas
investigacOes que abordem a resposta humoral relacionando-a com os varios tipos/marcas

de vacina, bem como com o esquema vacinagdo adotado.

Diferentes estudos tém evidenciado como preditores da variagdo interindividual
nos niveis de anticorpos anti-S/RBD o género, patologias associadas, IMC, habitos
tabagicos, contacto direto com doentes COVID-19 e sintomas apds a infecdo, no entanto
na amostra deste estudo ndo foram observadas diferencas significativas entre os diferentes
grupos categorizados. A revisdo bibliogréafica da literatura, tem demonstrado que existe
diminuicdo mais acentuada dos niveis de anticorpos no sexo masculino (Gallais et al.,
2021; Levin et al., 2021; Naaber et al., 2021; Uysal et al., 2022). Um estudo comparou
profissionais com e sem contacto direto com doentes COVID-19, observando-se que 0
nivel de anticorpos 1gG anti-S/RBD foi superior em profissionais com contacto direto
(Korth et al., 2020). Relativamente as patologias, em individuos imunocomprometidos e
com doencas inflamatorias, foi observado que os titulos de anticorpos 1gG anti-S/RBD
nessas populacGes tendem a ser mais tardias e em menor propor¢do (Hadjadj et al., 2022;
Levin et al., 2021; Li et al.,, 2022). Neste estudo, ndo se observaram diferencas
significativas para o grupo afetado com doencas inflamatérias nem para o grupo afetado
com doengas imunossupressoras. Este resultado pode dever-se, ndo s6 ao facto da amostra
ser muito reduzida para estas categorizacfes, mas também a presenca de diferentes
esquemas terapéuticos a que os participantes poderiam estar sujeitos (Abreu, 1997; De
Greef et al., 2021; Greenberger et al., 2021; Li et al., 2022). Nesta analise ndo se
observaram diferencas significativas relativamente ao IMC, contudo alguns estudos

concluiram que o titulo de anticorpos foi menor nos participantes com IMC elevado
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(>30.0) (Gallais et al., 2021; Uysal et al., 2022), sendo expectavel, uma vez que a
obesidade de certo modo contribui para um baixo desempenho imunolégico (Milner &
Beck, 2012); e outros observaram um aumento dos niveis de anticorpos em participantes
obesos (Levin et al., 2021). Este aumento verificado para o IMC pode ser justificado pelo
facto de a populacéo obesa ser um grupo com risco acrescido de infecdo e de doenca
severa COVID-19, sendo que a doenca severa por consequéncia confere uma resposta
humoral mais robusta ao SARS-CoV-2 (De Greef et al., 2021; Havervall, Jernbom Falk,
et al., 2022; Legros et al., 2021). Individuos com sintomatologia mais grave numa
situacdo de infecdo, tendem a ter titulos de anticorpos mais elevados do que aqueles com
sintomatologia leve a moderada; e aqueles com infecdes assintomaticas induzem titulos
de anticorpos ainda mais reduzidos (De Greef et al., 2021; Havervall, Jernbom Falk, et
al., 2022; Legros et al., 2021). Quanto a individuos com habitos tabagicos, € descrito que
0s niveis de anticorpos SARS-CoV-2 sdo menores face a individuos ndo fumadores
(Gudbjartsson et al., 2020; Uysal et al., 2022).

A hipdtese de diminui¢do da imunidade humoral levantou muitas preocupacdes
sobre a protecdo dos anticorpos de longo prazo contra a reinfecdo e, por extensdo, a
durabilidade da protecdo conferida pelas vacinas anti-COVID-19 (Gallais et al., 2021;
Guiomar et al., 2022). A andlise de correlacdo entre o numero de dias apds a vacinagdo
e/ou infecdo e o titulo de anticorpos IgG anti-S/RBD (Tabela 5) evidenciou uma reducéo
do nivel de anticorpos a medida que o numero de dias aumenta ap0s a vacinagao
completa, corroborando outros estudos semelhantes (Dobafio et al., 2021; Gallais et al.,
2021). Em relacdo aos dias apos a infe¢do ndo se observou nenhuma correlacdo com o
titulo de anticorpos. O tempo decorrido desde a vacinacdo até a analise, “Dias apos
vacinagdo completa”, foi uma varidvel inserida no MLG (Tabela 6), mas ndo se mostrou
preditor da concentragdo de anticorpos anti-S/RBD ao contrério do que foi observado na
andlise bivariada (correlacao de spearman). De acordo com o descrito na literatura, seria
de esperar uma diminui¢do dos titulos de anticorpos com o tempo decorrido apds a
vacinacao, contudo, esta perde significancia com o modelo ajustado semelhantes (Dobafio
et al., 2021; Gallais et al., 2021; Levin et al., 2021; Olariu et al., 2021). A perda de
significancia pode ser justificada pelo facto de os individuos com infecdo serem
vacinados mais tarde, logo o tempo decorrido apds a vacinacdo é condicionado pela

presenca de infecdo. Esta situacdo cria um viés podendo ser responsavel pela diferenca
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observada nas duas analises efetuadas, bivariada e MLG. A infecdo, sendo um preditor
muito forte, confunde esta variavel, perdendo esta qualquer efeito no nivel de anticorpos

obtido, apds aplicacdo do modelo.

Neste trabalho, ap6s aplicacdo do MLG (Tabela 6), apenas a idade e a presenca
de infecdo por SAR-CoV-2, demonstraram ser preditores na resposta humoral dos
participantes. Embora outros estudos refiram mais variaveis como preditores da resposta
humoral, as restantes variaveis avaliadas neste estudo nao apresentaram significancia na

analise bivariada, ndo sendo incluidas no modelo.

Niveis de Anticorpos que Confere Protecédo

Para a comunidade cientifica, devido as disparidades observadas na quantificacao
de anticorpos, pela utilizagdo de diferentes testes e equipamentos, houve a necessidade
de se desenvolverem padrdes e selecionar as unidades em que os resultados deveriam ser
apresentados. Em apoio ao desenvolvimento e harmonizacdo de ensaios seroldgicos para
anticorpos COVID-19 usados para avaliar a resposta humoral a vacinacao ou infecao,
uma padronizacao foi proposta sob o cddigo 20/136 em dezembro de 2020. Com base
nessa padronizacdo, para ensaios de ligacdo, uma unidade arbitréria de 1.000 unidades de
anticorpos de ligacdo (BAU/mL) pode ser usada para auxiliar na comparacao de ensaios
que detetam a mesma classe de imunoglobulinas anti SARS-CoV-2. Essa comparacgao €
particularmente importante para a identificacdo de correlatos de protegdo contra a
COVID-19, contudo, como ja referido, a correlacdo da protecdo contra a SARS-CoV-2
ainda ndo foi bem definida, sendo importante para uma correta comparacgdo o uso de um
padrdo internacional (Dimeglio et al., 2022; Kadkhoda, 2021; Kristiansen et al., 2021b).

A infecéo e a vacinagao contra SARS-CoV-2 induzem uma resposta de anticorpos
contra glicoproteina viral S do virus SARS-CoV-2. A correlacdo observada por varios
estudos entre a concentracdo de anticorpos de ligacdo contra a proteina S e a protecao
contraa COVID-19 severa, indica que esta pode ser usada como um marcador para prever
a probabilidade de um individuo estar protegido da doenca (Decru et al., 2022; Havervall,
Ng, et al., 2022). Os consultores da empresa Abbott elaboraram um guia para maximizar
o0s beneficios do teste seroldgico e avaliar a protegdo conferida pela imunidade humoral
em individuos mais vulneraveis e estabeleceram alguns intervalos (BAU/mL) com as

respetivas recomendacdes (David et al., 2021). Segundo os autores do guia, os individuos
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imunocomprometidos, devido a sua condi¢do, deveriam realizar teste seroldgico
quantitativo (IgG II, IgG anti-S/RBD, Abbott) na 32 ou 42 semana ap0s a 22 dose de vacina,
para a titulacdo de anticorpos (David et al., 2021). Considerando que o valor dos
anticorpos decai com o tempo (Eyran et al., 2022), comparativamente aos autores do guia,
que avaliaram a concentragéo de anticorpos na 32 ou 42 semana , 53,4% dos participantes
deste estudo em média 8,2+2,3 meses depois da 22 vacina, mantiveram titulos de
anticorpos 1gG anti-S/RBD, o que é interpretado como uma protecdo mediana contra
doenca COVID-19 severa (Risco médio; Figura 8). Caso esta analise fosse efetuada no
mesmo periodo de tempo elaborada pelo guia (3% ou 4 semana), estes individuos teriam
uma concentragdo de anticorpos muito superior. Podendo inferir que muitos destes
profissionais de salude da ULSNE (53,4%) possuiam alguma protecdo contra a doenca
COVID-19.

Mesmo com a definicdo dos padrdes pela OMS, inferir sobre a protecdo de cada
individuo com base na quantificacdo de anticorpos continua a ser dificil (Boan et al.,
2022; Kristiansen et al., 2021a; Zhu et al., 2022). Com a vaga da variante Omicron, muitas
pessoas vacinadas foram infetadas. Diferentes grupos de investigagdo tentam perceber se
ha perda da capacidade de neutralizacdo do soro nos individuos vacinados em relacéo a
esta nova variante (Liu et al., 2022) o que parece confirmar-se (Pulliam et al., 2022). Dada
a diferenca na capacidade de infecdo das variantes SARS-CoV-2 e uma vez que 0 Virus
tem uma elevada capacidade de mutacdo, sera muito dificil estabelecer esta relacao.
Contudo, esta avaliacdo tem de continuar para inferir a necessidade das doses do reforco
da vacina. A inoculacdo continua pode levar a varios problemas nomeadamente a
diminuicdo dos niveis de linfoblastos e por sua vez a diminui¢do dos niveis de anticorpos,
originando “tolerancia” a vacina e aumento da probabilidade de efeitos colaterais como

miocardite e outras doencas inflamatorias (Samanovic et al., 2021).
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Limitacdes do estudo

Embora este estudo forneca dados importantes para a comunidade cientifica sobre
a resposta imunitaria a COCID-19 € importante referir que 0 mesmo apresenta algumas
limitagdes. Uma delas, relaciona-se com o fato de ndo ter sido possivel a realizacdo de
colheita de soro para analise seroldgica antes de os participantes terem sido vacinados
(em dezembro 2020). Esta andlise teria permitido retirar algumas elacdes sobre o

verdadeiro peso da vacinacdo na resposta humoral.

N&o foram efetuados ensaios de neutralizagdo nem testes para avaliacdo da
imunidade celular no soro dos participantes. Os testes de neutralizacdo teriam permitido
aferir a capacidade de neutralizacdo do soro dos participantes e comparar ambas
metodologias, de forma a verificar a conformidade dos resultados obtidos. Como ja foi
referido anteriormente, varios estudos demostraram que existe uma elevada correlacdo
dos niveis de anticorpos anti-S/RBD com os testes de neutralizacdo (Assaid et al., 2022;
Cristiano et al., 2022; Giavarina & Carta, 2021; Padoan et al., 2022; Tiwari et al.,
2021).Também ndo foram realizados testes para aferir a imunidade celular na COVID-19
esta apresenta-se como um importante ramo de defesa na protecdo contra a infecéo e
doenca severa (Li et al., 2022). Nao foi analisada a especificidade deste método de
quantificacdo de anticorpos tendo em conta a variante de preocupacao (VOCs) Delta, uma
diminuicdo nos titulos de anticorpos pode ser esperada ja que os anticorpos utilizados nos
testes serologicos foram “desenhados” para a estirpe selvagem do SARS-CoV-2,

identificada pela primeira vez.
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Conclusdes e Perspetivas Futuras

A vacinagdo continua a ser uma medida preventiva fundamental para reduzir a
carga da doenga na COVID-19 e amenizar futuros surtos. O conhecimento que hoje a
comunidade cientifica detém sobre a imunidade no periodo pds-vacinacgdo, € resultante
de varias pesquisas sobre a quantificacdo de anticorpos especificos em contexto de
ensaios clinicos e estudos epidemioldgicos. Os dados sobre a cinética da imunidade
humoral e a efetividade da vacina sdo valiosos para as entidades de saude, no sentido de
se poderem implementar medidas para reduzir a mortalidade, sintomatologia grave e

transmisséo e incluir novas terapéuticas ou doses adicionais de reforco.

A incidéncia cumulativa de infecdo por SARS-CoV-2 diminuiu no periodo apos
a vacinacdo primaria completa. A avaliacdo da imunidade humoral revelou que a maior
parte dos profissionais de saude da ULSNE apresentou reatividade aos anticorpos IgG
anti-S/RBD permitindo concluir que houve resposta humoral a vacina. Verificou-se que
0s principais preditores da resposta humoral neste estudo é a presenca de infecdo e a
idade. A semelhanca do que tem vindo a ser publicado, os individuos que foram vacinados
e estiveram infetados apresentam niveis de anticorpos mais elevados. Até a data do ensaio

seroldgico, 53,4% apresentavam protecdo mediana de doenca severa COVID-19.

A investigacdo no qual este estudo estd inserido terd continuidade, com a
realizacdo de uma nova analise seroldgica antes da toma da segunda dose de reforgo (42
dose) da vacina COVID-19. Tendo em vista a obtencdo de resultados comparativos em
termos da evolucdo da imunidade face a doenca. Todos estes profissionais de salde serao
novamente inquiridos sobre o seu estado clinico e infecdo por SARS-Cov-2 relativamente

ao periodo de novembro de 2021 até outubro de 2022.

De acordo com os dados epidemioldgicos a nivel nacional e internacional, é
expectavel que, no periodo pés-colheita realizada no contexto deste trabalho (novembro
de 2021), coincidente com a vaga de infecdes atribuida a variante VOC Delta e seguindo-
se a vaga Omicron, muitos participantes deste estudo tenham sido infetados contribuindo

para aumentar a incidéncia da infe¢do nesta amostra.

A analise serologica no periodo pos-vacinacdo na COVID-19 é um topico de
investigacdo muito atual e de grande relevancia para a comunidade cientifica que se
dedica aos aspetos epidemiologicos da COVID-19 e a efetividade da vacina, no entanto,

continuam a ser necessarios mais estudos para compreender a cinética desta resposta.
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Este estudo seroldgico foi efetuado em paralelo com a avaliagdo da imunidade
humoral SARS-COV-2 em idosos antes da toma da primeira dose de reforgo da vacina

contraa COVID-19, aplicando a mesma metodologia e objetivos de estudo.
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ANEXO I- Instrumento de recolha de dados

Imunidade Pos-Vacinagao

EQUIPA DE INVESTIGAGAO: CENTRO DE INVESTIGAGAO DE MONTANHA (IPB) e UNIDADE
LOCAL DE SAUDE DO NORDESTE r

N&o ha respostas certas ou erradas, apenas se pretende saber a sua opinido relativamente
a cada item. O preenchimento de todos os itens é muito importante para a equipa de

investigagéo e para os resultados do estudo.

As ao arlo sdo ané e

A participaéo € voluntdria: tem direito a decidir se quer ou ndo participar e poderé desistir
a qualquer momento, sem qualquer transtorno

As informacgdes sobre o estudo serdo i aos par queo

E-mail *

Seu e-mail

Numero de ID de participante (a preencher pelo investigador responsavel pela
colheita).

Sua resposta

Aceita participar no estudo? =

QO sim
QO nNao

Com qual género se identifica? *

Q Feminino
QO Masculino

Q Prefiro ndo dizer

QO outro:

Indique por favor a sua Profissio/Ocupagio:

Sua resposta

Indique a data de nascimento *
Data

dd/mm/aaa: O

Qual é a sua nacionalidade? *

Sua resposta

Indique o seu peso aproximado (Kg).

Sua resposta

Indique a sua altura (cm)

Sua resposta

Avaliacdo da Imunidade Humoral anti-SARS-CoV-2 em Profissionais de Satde | 92



Anexos

E fumador?

O Sim
QO nao

Se é fumador, indique ha quanto tempo (meses, anos).

Sua resposta

Se é fumador indique o nimero de cigarros que fuma, em média, por dia.

O 100umenos
QO denax
QO de21a30

O Maisde31

O Qutro:

Se ja foi fumador na passado, indique o nimero de anos em que fumou.

Sua resposta

Por faver, indique se tem algum destes sintomas ou doengas. *

D Diabetes

() obesidade

D Asma

D Insuficiéncia Cardiaca
E] Insuficiéncia Renal
[ Tensao arterial alta
E] Anemia

D (SIDA, doencas

[ Drepanocitose (anemia falciforme; anomalia da produgdo de hemoglobina, ...

D Doengas (artrite a olopus e

D Doenga Oncolégica

D Se teve doenga oncoldgica, hd quanto tempo acabou os
tratamentos.

E] Doenga Pulmonar Obstrutiva Crénica

D Outro:

Toma alguma Medicagéo?

O Sim
QO Nao
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Se sim, por favor selecione a medicagéo prescrita:

Insulina
Estatinas
Antidepressivos

Imunosupressores

Inibidores da Enzima Conversora da Anglotensina (press&o arterial alta)

(ou também como cortisona, agdo anti-
Inflamatéria).
Bloqueadores do recetor da I cutaneo, tosse,
doentes com renal)

00 Ooooooo

Outro:

Recentemente realizou alguma cirurgia ou esteve internado por algum motivo?

Q sm
QO Nao

Em caso afirmativo, por favor indique o motivo e em que data ocorreu a
hospitalizagdo.

Sua resposta

Se é doente Oncologico, indique por favor ha quanto tempo esta em tratamento.
Caso tenha terminado, por favor indique ha quanto tempo terminou esse mesmo
tratamento.

Sua resposta

Ja testou positivo para o SARS-COV-2 *

Q sm
QO nNao

Teve sintomas? *

Q sim
Q nNao

Em caso afirmativo teve algum destes sintomas?

D Febre (temperatura de 38°C ou superior) hd mais de 48 horas (a febre ndo baixa com
os medicamentos, ou voltou a ter febre depols de ter estado um dia sem febre)

[ Tosse persistente (superior a 5 dias) ou diferente do habitual

G Dificuldade respiratéria (sente falta de ar em repouso ou em pequenos esforgos, esta
arespirar mais depressa do que o habitual ou tem a boca ou unhas arroxeadas)

o Dor recente no peito ou nas costas (ndo considere dores de costas jé diagnosticadas
ou em tratamento)

&) Vémitos persistentes e/ou diarreia grave (trés ou mais episédios no mesmo dia, que
impedem as suas atividades didrias)

B Tosse associada a dores de cabega
D Tosse assoclada a dores musculares
() Perda ou alteragéo do paladar

[ Perda do olfato

B Outro:
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Em caso afirmativo, recebeu tratamento?

[ internado na unidade CoviD
Internado na UCI

Oxigénio

Fui entubado

m}
]
[ ventilagao Mecanica
(m}
O

Outro:

Ja foi vacinado *

Q sim
Q nNio

(O No pretendo ser vacinado.

Em caso afirmativo:

Q A1*doze
Q vacinagéo Completa

Q Foi vacinado s6 com 1 dose por ter tido a COVID19

O oure:

Se ja foi vacir que data tomou imeira dose?

Data

dd/mm/sas: O

Em que data tomou a segunda dose ?
oata

dd/mm/asaa: O

Apos a vacinagdo teve alguns sintomas? *

Q sm
QO Néo

Qual é a marca da vacina que lhe foi administrada? *

(O mRNA - Pfizer-BioNTech
(O mRNA1273 Moderna
(O Vacina bazeada em vetores adenovirais, ChAJOX1 € AstraZencea Oxeford

o Vacina baseada em vetores adenovirais, COVID-19 Vaccine Janssen (Janssen
Biologics)

QO outro:

Foi infetado apos ser vacinado? *

QO sm
Q nNio

Se sim, apresentou sintomas? Indique os sintomas que apresentou tendo em
conta 03 que descritos anteriormente.

Sua resposta

Qual o seu grupo sanguineo?
R

Os

O #e

Qo

QO Néo sabe
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ANEXO I1- Formulario de Consentimento

"
REPOBLICA i L
P PORTUGUESA O SNS momenn ULSNE O

INFORMACAO AO PARTICIPANTE
COVID-19: IMUNIDADE POS-VACINACAO ESTUDO SEROLOGICO NA POPULACAO DE BRAGANCA

O estudo para o qual pedimos a sua participagdo, tem como principal objetivo a quantificacdo de anticorpos
especificos anti-SARS-CoV-2 permitindo avaliar o “status” imunitario em individuos vacinados. Para tal, sera realizado
um imunoensaio quimioluminescente (SARS-CoV-2 1gG Il de microparticulas - CMIA). Para a determinacdo quantitativa
de anticorpos IgG (Spike) para SARS-CoV-2, sera retirada uma amostra de sangue aos individuos recrutados para o
estudo. Sera aplicado um questionario sobre habitos de vida e condicdes de salde, incluindo se testou positivo para

0 SARS-CoV-2 antes da vacina ou mesmo depois da imunizagao.

CONSENTIMENTO INFORMADO, ESCLARECIDO E LIVRE
Confirmo que expliquei ao participante/representante legal, de forma adequada e compreensivel, a investigagdo

referida, os beneficios, os riscos e possiveis complicagdes associadas a sua realizagdo.
Investigador responsavel

Data: __ [/ [

(assinatura)
Identificacdo do participante:

Nome Bl/CCn.2

PARTICIPANTE/REPRESENTANTE LEGAL

D Compreendi a explicagdo gue me foi facultada acerca do estudo que se tenciona realizar. Solicitei todas
as informagdes de que necessitei, sabendo que o esclarecimento € fundamental para uma boa decisdo.
Concordo em participar, respondendo as questdes propostas e permitindo a recolha de amostras de
sangue que serao utilizadas apenas para realizar as analises que me foram indicadas. Aceito ainda que
sejam guardadas amostras que venham a ser utilizadas posteriormente, para isso serei contactado ou

quem me representar legalmente. Concordo em ceolaborar no estudo,

0 participante:

Data: V 0 i)
(assinatura)
Nome (Representante legal):
BI/CCn.2 Grau de parentesco
Data: 7 . .
(assinatura)

Em steng3o 3 ‘Declaragdo de Helsinquia™ da Associagdo Médica Mundial e 3 Conveng3o sobre os Direitos do Homem e 3 Biomedicina do Conselho da
Europa.
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ANEXO I11- Parecer da Comissdo de Etica

P

REPUBLICA L= oy
E¥ PORTUGUESA c3 SNS S . ULS \_,)
SALDE

IdeN.2 34/2021

Parecer da Comissdo de Etica

WCA 2o . Q2020 _

Identificagdo do estudo: ‘ g coalTi 3 emaCanan

P ET R VA

COVID - 19: Imunidade Pés — Vacinagdo - Estudo Serolégico na Populagdo do Nordeste de Po'r’t:iJESI ;

Parecer da Comiss3o de Etica:

Em reunido de 09/09/2021, foi analisado o presente trabalho, tendo a CE considerado que deverd ser
salvaguardado o consentimento informado nos casos em que o destinatario ndo redna requisitos legais para
o poder prestar (em funcio da idade, estado de consciéncia ou em situagdo de inabilitado).

Observada esta condicdo o estudo tem interesse cientifico para a comunidade e para a ULSNE e ndo tem
qualquer custo direto ou indireto para a ULSNE.

[ |a presidente da Comissio de Etica da ULSNE, E.P.E.

e Q‘L g)o G«Qﬂiew@\—- (:9./('.‘_._

Despacho do P.CA.:
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