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RESUMO

A COVID-19, doenga causada pelo coronavirus SARS-CoV-2, se espalhou globalmente
apos o primeiro caso ser reportado em Wuhan, China, em dezembro de 2019. Esta doenga varia
em gravidade podendo levar a morte. Estudos indicam que a resposta imunologica desempenha
um papel fundamental na evolucdo da doenca. Neste contexto, o presente estudo teve como
objetivo analisar o compartimento de células B, a presenga de anticorpos contra o SARS-CoV-
2, bem como a presenca de RNA viral no sangue periférico de pacientes com COVID-19, em
diferentes estagios clinicos da doenca. Este estudo, observacional longitudinal, incluiu 133
pacientes com COVID-19 ndo vacinados contra 0 SARS-CoV-2. Os componentes celulares do
compartimento de células B foram avaliados por citometria de fluxo e a presenca de anticorpos
especificos foi analisada através do ensaio imunoenzimatico indireto. J4 a presenga de RNA
viral no plasma dos pacientes foi verificada através da técnica de RT-qPCR, utilizando como
alvo os genes ORF1la/b e N. Os resultados obtidos demostraram que as cé¢lulas B de memoria
que ndo trocaram de classe (NS-MBC) e as células B de memoria que trocaram de classe (CS-
MBC) apresentaram contagem relativa reduzida em pacientes com doenca moderada. Além
disso, os plasmablastos e as células B de memoria duplo-negativas (DN) apresentaram
contagem aumentada em pacientes com condi¢des clinicas moderadas a criticas. O aumento na
contagem de células B DN também mostrou relagdo com um pior desfecho da doenga (morte).
Por outro lado, observamos que um aumento no nimero de CS-MBC indicava maiores chances
de sobrevivéncia. Além disso, a pesquisa por anticorpos IgM, IgG e neutralizantes contra
SARS-CoV-2 demonstrou uma correlagdo positiva com a gravidade da doenca. Com relagdo a
presenca de RNA viral no plasma, os pacientes com quadro clinico critico apresentavam um
resultado positivo com maior frequéncia. Sendo assim, este estudo mostrou que a presenga de
anticorpos especificos contra o SARS-CoV-2 e a presenca de RNA viral no plasma esta
relacionada com o desenvolvimento de quadros clinicos mais graves da COVID-19. Este estudo
mostrou também que altera¢des nas contagens de subpopulagdes de linfocitos B tiveram relagao
com o desenvolvimento de sintomas mais graves da doenga. Com os linfoécitos B DN
apresentando relagdo com um pior desfecho (morte) e as CS-MBC apresentando relagdo com
um desfecho favoravel (sobrevivéncia).

Palavras-chave: SARS CoV-2; COVID-19; Resposta imune; Linfécitos B; citometria de fluxo.



ABSTRACT

COVID-19, the disease caused by the coronavirus SARS-CoV-2, spread globally after the first
case was reported in Wuhan, China, in December 2019. This disease varies in severity and can
lead to death. Studies indicate that the immune response plays a fundamental role in the
evolution of the disease. In this context, the present study aimed to analyze the B cell
compartment, the presence of antibodies against SARS-CoV-2, as well as the presence of viral
RNA in the peripheral blood of patients with COVID-19, at different clinical stages of the
disease. illness. This longitudinal observational study included 133 patients with COVID-19
who were not vaccinated against SARS-CoV-2. The cellular components of the B cell
compartment were evaluated by flow cytometry and the presence of specific antibodies was
analyzed using indirect enzyme immunoassay. The presence of viral RNA in the patients'
plasma was verified using the RT-qPCR technique, using the ORF1a/b and N genes as targets.
The results obtained demonstrated that memory B cells that did not change class (NS-MBC)
and class-switched memory B cells (CS-MBC) showed reduced relative counts in patients with
moderate disease. Furthermore, plasmablasts and double-negative (DN) memory B cells
showed increased counts in patients with moderate to critical clinical conditions. The increase
in DN B cell count also showed a relationship with a worse outcome of the disease (death). On
the other hand, we observed that an increase in the number of CS-MBC indicated greater
chances of survival. Furthermore, the search for IgM, IgG and neutralizing antibodies against
SARS-CoV-2 demonstrated a positive correlation with the severity of the disease. Regarding
the presence of viral RNA in plasma, patients with a critical clinical condition presented a
positive result more frequently. Therefore, this study showed that the presence of specific
antibodies against SARS-CoV-2 and the presence of viral RNA in plasma are related to the
development of more severe clinical conditions of COVID-19. This study also showed that
changes in the counts of B lymphocyte subpopulations were related to the development of more
severe symptoms of the disease. With DN B lymphocytes showing a relationship with a worse
outcome (death) and CS-MBC showing a relationship with a favorable outcome (survival).

Keywords: SARS CoV-2; COVID-19; Immune response; B lymphocytes; Flow cytometry.
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1 INTRODUCAO

Em dezembro de 2019, foi reportado em Wuham (China) o primeiro caso de infec¢do
pelo coronavirus SARS-CoV-2, hoje conhecido como o agente etioldogico da COVID-19. O
SARS-CoV-2 se mostrou altamente virulento e rapidamente se espalhou pelo mundo. Com isso,
em 11 de mar¢o de 2020, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) declarou o inicio da
pandemia de COVID-19 (WHO, 2021). Desde entdo, mais de 750 milhdes de casos foram
confirmados em todo o mundo, causando mais de 6,9 milhdes de mortes (WHO, 2023). No
Brasil, foram registrados, até o inicio do primeiro semestre de 2024, cerca de 38 milhdes de
casos e mais de 710 mil obitos pela doenga. O Estado de Santa Catarina, no mesmo periodo,
contabilizou mais de 2 milhdes de casos e 23 mil obitos (Brasil, 2024).

O SARS-CoV-2 ¢ capaz de causar uma sindrome respiratoria de gravidade variavel,
onde os pacientes infectados podem se apresentar assintomdaticos ou até mesmo com sintomas
mais graves. Entre os sintomas mais comuns podemos citar febre, tosse, falta de ar, anosmia e
ageusia. Por outro lado, alguns pacientes podem desenvolver quadros mais graves como,
pneumonia, sindrome respiratoria aguda grave, danos ao figado, danos ao coragdo, trombose,
acidente vascular cerebral, doenca renal, doenga neurologica e sepse (Merad et al., 2022). Ha
indicios de que variagdes na resposta imune de cada individuo infectado pode estar relacionada
a gravidade da doenga, bem como a resisténcia ao seu desenvolvimento (Shi et al, 2020).

Um esforco cientifico sem precedentes tem sido feito para caracterizar a resposta
imunolodgica a infeccao pelo SARS-CoV-2, buscando elucidar padrdes que serdo fundamentais
para desenvolver e melhorar as estratégias de prevengao e tratamento da COVID-19 (Shrotri et
al., 2021). Atualmente ja se sabe que a infeccdo pelo SARS-CoV-2 ¢é capaz de ativar tanto a
resposta imune inata quanto a resposta adaptativa. Em suma, ap6s um individuo ser infectado
pelo SARS-CoV-2, células apresentadoras de antigenos, que tiveram contato com o virus,
ativam linfoécitos T (LT) que, por sua vez, estimulam os linfocitos B (LB) a produzirem
anticorpos contra o virus (Li et al., 2020). Estudos recentes atribuiram a gravidade da COVID-
19 a um problema na resposta imune do hospedeiro, onde casos graves mostraram uma resposta
desregulada caracterizada por um estado hiper inflamatdrio e alteracdes nas contagens de

subpopulagdes de leucdcitos (Cervantes-Diaz et al., 2022; Kalinina et al., 2022; Mulchandani
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et al., 2021). Além disso, evidéncias apontam que a ativacdo descontrolada da resposta imune
inata e o excesso de resposta inflamatoria, podem comprometer a resposta adaptativa, atrasando
a producdo e maturagdo de anticorpos especificos. Essa demora no desenvolvimento de resposta
especifica ao virus, aumenta a chance de o hospedeiro desenvolver formas graves da doenca.
Ao contrario dos pacientes que apresentam sintomas leves da doenca, os pacientes graves,
costumam apresentar linfopenia, com redu¢do do numero de LT, LB e células natural killers
(NK) (Huang et al., 2020; Qin et al., 2020; Tan et al., 2020; Xu et al., 2020), bem como reducao
na populacao de mondcitos, eosinofilos e basofilos (Qin et al., 2020; Zhang et al., 2020).
Tendo em vista a necessidade de elucidar o envolvimento do compartimento de células
B e o progndstico clinico na infec¢gdo por SARS-CoV-2, este trabalho teve como objetivo
avaliar os subconjuntos de células B no sangue total de pacientes diagnosticados com COVID-
19. Também foi avaliada a presenca de anticorpos especificos contra o SARS-CoV-2, bem
como a presen¢a de RNA viral, em individuos em diferentes estagios clinicos da doenca. Com
a conduc¢ao do presente estudo, foi possivel identificar marcadores laboratoriais de progndstico
da doenca, especialmente na populacgdo brasileira. A partir dos resultados obtidos, foi possivel
fornecer informagdes importantes para que as intervengdes clinicas, na conducdo de casos de
COVID-19, possam ser mais efetivas e individualizadas, evitando assim um desfecho

desfavoravel nos casos mais graves de COVID-19.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar, por meio de um estudo longitudinal, a relagdo entre o quadro clinico dos
pacientes com COVID-19 e a presenga de anticorpos contra 0 SARS-CoV-2, de RNA viral no

plasma e as possiveis alteragdes no compartimento de células B no sangue periférico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar nos individuos infectados por SARS-CoV-2, os seguintes parametros:

- A presenga de anticorpos anti-SARS-CoV-2 IgM, IgG e neutralizantes;

- A presenga de RNA viral no plasma;

- As frequéncias absolutas e relativas de linfocitos B, e suas subpopulacdes, circulantes
em sangue periférico;

- Verificar se existiu associagdo entre as caracteristicas dos pacientes e a apresentagao
clinica da COVID-19 no momento da internacao;

- Verificar se existe relacdo entre cada uma das analises laboratoriais com a
apresentacao clinica da COVID-19 no momento da internagao;

- Verificar se existe relagdo entre os achados laboratoriais e o desfecho clinico dos

pacientes incluidos no estudo.



18

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 EMERGENCIA SANITARIA DO SECULO

No final de dezembro de 2019, foram reportados um ntimero elevado de casos de
pneumonia de origem desconhecida que foram epidemiologicamente relacionados a um
mercado de Wuhan, Provincia de Hubei, China. Em 31 de dezembro de 2019, o Centro de
Controle e Prevencdo de Doengas da China (China CDC, Sigla do inglés que quer dizer Chinese
Center for Disease Control and Prevention) enviou uma equipe para acompanhar as autoridades
locais e para conduzir uma investigacao epidemioldgica e etiologica. Apos a coleta de amostras
de lavado broncoalveolar de pacientes infectados, o agente etioldgico foi identificado e se
tratava de um virus do género betacoronavirus que foi incialmente denominado 2019-nCoV
(sigla do inglés que quer dizer, Novo coronavirus de 2019) (Zhu et al., 2020).

O ntimero de casos de pessoas infectadas por este novo agende infeccioso aumentaram
rapidamente, mostrando que sua transmissao entre humanos era muito eficiente. Em 23 janeiro
de 2020 a China adotou medidas restritivas para evitar a disseminagdo do virus (Koelle ez al.,
2022). Porém, essas medidas ndo foram suficientes para evitar que este novo virus se espalhasse
por outros paises, mostrando que seu controle seria um desafio para as autoridades sanitérias
do mundo todo, com isso, em 31 de janeiro de 2020, a OMS declarou emergéncia global
(Dhama et al., 2020). Em 11 de fevereiro de 2020 a OMS anunciou que a denominagao oficial
da doenca causada por este novo coronavirus seria COVID-19 e ainda no més de fevereiro o
2019-nCoV recebeu um novo nome, passando a se chamar SARS-CoV-2. No final de fevereiro
de 2020, o SARS-CoV-2 ja havia se espalhado também por outras regides do mundo (Koelle et
al.,2022). Com isso, apenas 3 meses ap0s a identificacao do primeiro caso, em 11 de margo de
2020 a OMS declarou pandemia de COVID-19 (Dhama et al., 2020). Vale ressaltar, que a
habilidade de controlar um patdgeno emergente depende da capacidade de isolar os individuos
infectados. Porém, isto depende da proporc¢do de casos assintomaticos, ou com sintomas leves,
e o seu potencial de transmissdo. Além disso, a capacidade de transmissdo antes do inicio dos
sintomas também influencia no controle da disseminagao.

A pandemia de COVID-19 se tornou a mais critica emergéncia sanitaria deste século
e o maior desafio para a humanidade desde a segunda guerra mundial. Até abril de 2020, 1.5

milhdo de casos foram confirmados em mais de 184 paises, com mais de 92 mil mortes em todo
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o mundo (El-Shabasy et al., 2022). No Brasil, ja foram registrados cerca de 38 milhdes de casos
e mais de 710 mil o6bitos pela doenga, e o estado de Santa Catarina contabilizou mais de 2

milhdes de casos e 23 mil 6bitos (Brasil, 2024).

3.2 CORONAVIRUS

Os coronavirus podem causar infec¢des intestinais e respiratdrias em uma ampla
variedade de aves e mamiferos, incluindo animais de rebanho, animais domésticos ¢ humanos.
Por isso, os coronavirus representam um desafio para satide publica, para a satde veterinaria e
para a economia. Os coronavirus (CoVs) sdo virus RNA de fita simples envelopados, com
genoma de 26-32Kb, que pertencem a familia dos Coronaviridae e podem ser divididos em 4
subgéneros: Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus e Deltacoronavirus.
Sendo que, os Alphacoronavirus e os Betacoronavirus infectam exclusivamente mamiferos
(Baggen et al., 2021; V’Kovski et al., 2021).

No inicio deste século, mais precisamente em 2002, tivemos o aparecimento de um
Betacoronavirus capaz de infectar humanos e causar sintomas respiratorios graves, o SARS-
CoV (sigla do inglés que significa coronavirus da sindrome respiratéria aguda grave). Pouco
tempo depois, em 2012, outro Betacoronavirus capaz de infectar humanos surgiu e ficou
conhecido como MERS-CoV (sigla do inglés que significa coronavirus da sindrome respiratéria
do oriente médio). Com isso, ficou evidente que um novo desafio para a saude publica do século
XXI estava langado ja que novos coronavirus patogénicos poderiam aparecer em humanos
(Baggen et al., 2021; V’Kovski et al., 2021). Prova disso ¢ que em 2019 outro coronavirus,
patogénico e capaz de infectar humanos, foi detectado em Wuham, China, e causou um surto
de pneumonia viral incomum. Este novo coronavirus compartilhava cerca 79% da sua
sequéncia gendmica com o SARS-CoV e 50% com o MERS-CoV e ficou conhecido como
SARS-CoV-2. Este novo coronavirus parece ter sido originado em morcegos e provavelmente
foi transmitido para o ser humano através de algum hospedeiro intermedidrio ainda nao
identificado. Por se tratar de um virus altamente contagioso e que pode ser transmitido por
pessoas assintomaticas, 0 SARS-CoV-2 se espalhou rapidamente pelo mundo todo, ceifando
vidas humanas e obstruindo a atividade social e econdmica (Baggen et al., 2021; V’Kovski et

al., 2021).
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3.3 SARS-COV-2

O virion do SARS-CoV-2 ¢ envelopado e pleomorfo com um didmetro de
aproximadamente 60-100nm. Seu genoma viral contém cerca de 30Kb de RNA fita-simples,
com sentido positivo. O genoma viral do SARS-CoV-2 ¢ compartilhado com outros
betacoronavirus e contém seis sequéncias abertas de leitura (ORFs, sigla do inglés que quer
dizer open reading frame) que codificam proteinas funcionais. Estas sequencias estdo
organizadas da seguinte forma, do 5’ para 3’: replicase (ORF1a/ORF1b), spike (S), envelope
(E), membrana (M) e nucleocapsideo (N) (Figura 1). Além disso, os coronavirus contém
multiplos ORFs, intercalados entre os genes estruturais, que codificam pelo menos 16 proteinas
ndo estruturais (nspl—16) e um conjunto de proteinas acessorias putativas (ORF3a , ORF3b,
ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8 e ORF9b). Embora as proteinas acessorias do coronavirus nao
sejam essenciais para a replicagdo in vitro, acredita-se que essas proteinas sejam necessarias

para a viruléncia in vivo (Baggen et al., 2021).

Figura 1. Estrutura viral e gendmica do SARS-CoV-2
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O genoma viral do SARS-CoV-2 contém seis sequéncias abertas de leitura (ORFs, sigla do inglés que quer dizer
open reading frame) que codificam as proteinas nao estruturais ORF1a/ORF1b e as proteinas estruturais spike (S),
envelope (E), membrana (M) e nucleocapsideo (N). Estas proteinas estruturais ddo forma a particula viral,
conforme representagdo esquematica da estrutural viral. Fonte: adaptado de Muhammad et al. (2021).
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A maioria das proteinas codificadas pelo SARS-CoV-2 possuem tamanho similar as
proteinas correspondentes no SARS-CoV, sendo que suas proteinas estruturais possuem mais
de 90% de similaridade. A excegdo fica por conta da proteina S, que ¢ mais longa no SARS-
CoV-2 e seu sitio de ligacao ao receptor (RBD, sigla do inglés que quer dizer receptor-binding
domain) possui apenas 73% de similaridade com os aminoédcidos do SARS-CoV. Outra
especificidade genomica do SARS-CoV-2 ¢ a inser¢ao de 4 residuos de aminoécidos na junc¢ao
entre as subunidades S1 e S2 da proteina S. Essa inser¢do ¢ responsavel por gerar um sitio de
clivagem desta proteina, conhecido como sitio de clivagem da furina (FCS, sigla do inglés quer
dizer Furin clivage site) que habilita a furina, bem como outras proteases, a clivar efetivamente
a proteina S. Esta caracteristica ndo ¢ compartilhada com outros virus relacionados, exceto pelo
RmYNO2, que ¢ um coronavirus que foi identificado recentemente em morcegos Rhinolophus
malayanus, na China. Apesar do RmYNO2 possuir essa caracteristica genomica, seu site de
clivagem ndo ¢ funcional, indicando que esta caracteristica do SARS-CoV-2 foi adquirida
naturalmente (Hu ez al., 2021; Carbelli et al., 2023).

O SARS-CoV-2 tem a capacidade de desenvolver mutagdes facilmente, possibilitando
o aparecimento de diversas variantes deste virus. O desenvolvimento de muta¢des pode ser
considerado um processo normal durante a replicagdo viral e € mais frequente em virus de
genoma RNA. Estas mutagdes normalmente nao fornecem vantagens ou desvantagens ao virus,
sendo consideradas neutras, porém, uma pequena parte pode fornecer novas propriedades que
influenciam no comportamento do virus durante a infeccao (Grubaugh et al., 2020). Estas novas
propriedades que mutagdes fornecem ao virus podem causar alteragdes na transmissdo,
infectividade e gravidade da doenca, sendo que, nestes casos sdo consideradas mutagdes de
preocupacdo (VoC, sigla do inlés que quer dizer variants of concern) (WHO, 2022). Apés a
identificacdo da primeira infeccdo em humanos pelo SARS-CoV-2, nos primeiros oito meses
parecia que sua capacidade de evoluir era limitada. O motivo desta limitacdo inicial estava
parcialmente relacionado a baixa populacdo viral naquele momento, enquanto sua transmissao
ainda ndo era generalizada, mas também pode ser devida a uma baixa testagem dos casos
suspeitos (Markov et al., 2023).

Porém, em dezembro de 2020, uma nova variante do SARS-CoV-2 foi identificada no

Reino Unido e carregava mutagdes na regido da proteina S. Esta linhagem foi denominada pela
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Organiza¢ao Mundial da Saude (OMS) como VoC Alpha e pelo Pangolin (sigla do inglés que
quer dizer Phylogenetic Assignment of Named Global Outbreak Lineages) como B.1.1.7. Apos
poucas semanas outras VoCs foram identificadas na Africa do Sul e Brasil, denominadas de
VoC Beta (Pangolin B.1.351) ¢ VoC Gamma (Pangolin P.1) respectivamente. Estas VoC se
espalharam rapidamente, pois apresentavam maior capacidade de transmissdo e de escapar do
sistema imune do hospedeiro. Em maio de 2021, foi identificada a VoC Delta (Pangolin
B.1.617.2) na India, que rapidamente superou as outras VoC’s e levou a uma alta no nimero de
casos de infec¢do pelo SARS-CoV-2 no mundo. Uma nova onda de infec¢do teve inicio em
novembro de 2021, quando foi identificada a VoC Omicron (Pangolin BA.1-BA.5) na Africa
do Sul e Botsuwana. Cada uma destas novas VoC’s apresentou vantagens significativas, para a
disseminagdo do SARS-CoV-2, em relagdo a variantes que as precederam (Markov et al.,

2023).

3.4 TRANSMISSAO E APRESENTACAO CLINICA DA COVID-19

A capacidade de transmissdao do SARS-CoV-2 ¢ muito alta e pode ser atribuida as
caracteristicas unicas deste virus. O fato de pacientes assintomdticos ou pré-sintomaticos
transmitirem a doenga pode ser considerado o principal diferencial do SARS-CoV-2 para
propaga¢do em larga escala. Esta capacidade se deve ao fato de pacientes assintomadticos
apresentarem uma carga viral muito semelhante a de pacientes sintomaticos, com isso seu
potencial de transmissdo parece ser o mesmo (Lippi & Henry, 2023).

O SARS-CoV-2 ¢ transmitido principalmente pela via respiratoria, através de
aerossois ou goticulas que podem ser expiradas durante a fala, tosse ou espirro de pacientes
infectados. A transmissdo destas particulas virais em humanos pode ser direta, através da
respiragdo, ou indireta, ao tocar em superficies contaminadas. Estas particulas virais podem
permanecer no ar por até 3 horas aumentando as chances de infec¢do pelo virus. Porém, a
concentragdo de particulas virais nestas goticulas respiratdrias ou aerossois ¢ inversamente
proporcional a distancia que ela pode percorrer desde o paciente infectado. Com isso, a
transmissdo ocorre principalmente através de aerossois de curto alcance. Outras vias de
transmissao também foram relatadas, entre elas podemos destacar a via fecal-oral, e através do
contato com outros fluidos corporais como urina, lagrimas e leite materno. Porém, por

possuirem uma baixa carga viral, a transmissdo através destes outros fluidos corporais nao
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respiratorios ¢ menos provavel. Além disso, a transmissdo vertical do SARS-CoV-2 pode
ocorrer, porém, ¢ muito raro a transmissao para o feto através da placenta ou para o bebé durante
o parto (Hu et al., 2021; To et al., 2021; Ochani et al., 2021).

A COVID-19 pode acometer pacientes de todas as idades, porém suas manifestagdes
clinicas costumam ser diferentes de acordo com a idade. Em geral, homens com mais de 60
anos de idade, com comorbidades, tem maiores chances de desenvolver formas mais graves da
doenga, enquanto pacientes jovens e criancas costumas desenvolver formar mais leves. Porém,
pacientes jovens também podem desenvolver formas graves da doenca e até mesmo serem
hospitalizados, mas com frequéncia menor (Hu et al., 2021; Ochani et al., 2021). A COVID-19
¢ uma doenca primariamente respiratdria e pode se manifestar como uma sindrome respiratoria
de gravidade variavel, sendo que muitos pacientes sdo assintomaticos. O inicio dos sintomas
costuma ser gradual e inclui febre, fadiga, mialgia, artralgia, rinorreia, dor de garganta e até
mesmo conjuntivite. Porém, estes sintomas podem evoluir para uma febre persistente, tosse,
hipoxia silenciosa, desconforto ou dor no peito, insuficiéncia respiratoria e faléncia multipla de
orgdos. Além disso, também podem ocorrer sintomas extrapulmonares como, diarréia,
linfopenia, trombocitopenia, rabdomiodlise, tontura, sindrome de Guillain-Barré, arritmia
cardiaca, pancreatite, rash cutaneo, e tromboembolismo (Merad et al., 2022). Um estudo feito
na China, com 72.314 pacientes, demonstrou que 81% dos pacientes diagnosticados com
COVID-19 desenvolveram sintomas leves a moderados da doenca, 14% sintomas graves e 5%
foram considerados criticos ¢ necessitavam de cuidados intensivos (Wu et al., 2020).

A COVID-19 possui um amplo espectro clinico com diferentes apresentagdes da
doenca e variagdo na gravidade dos sintomas. Por isso, a OMS definiu critérios para padronizar
a estratificacdo da doenca de acordo com o quadro clinico dos pacientes (Quadro 1). Os
pacientes com sintomas leves, semelhantes a quadros gripais e sem a presenga de pneumonia,
fazem parte do quadro leve da doenga. Enquanto pacientes que apresentam doenca pulmonar e
pneumonia, mas com saturagdo de oxigénio acima de 90%, sdo considerados do quadro
moderado da doenga. Um paciente ¢ considerado em estado grave da doenc¢a quando apresenta
sinais de resposta inflamatoria mais intensa, com sinais de pneumonia, frequéncia respiratoria
abaixo de 30 respiragdes por minuto, dificuldade para respirar e saturagdo de oxigénio menor

que 90%. J& os pacientes incluidos no quadro critico da doenga, sdo aqueles que apresentam
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sinais de hiperinflamag¢do, bem como sindrome respiratoria aguda grave (SRAG) e
complicacdes trombdticas agudas, que podem levar a sepse e faléncia multipla dos orgaos

(WHO, 2021).

Quadro 1. Estratificagdo da COVID-19 pela Organizacdo Mundial da Saude

Leve Moderada Grave Critica
e Semelhantes a e Doenga pulmonar e e Resposta e Hiperinflamagao;
quadros gripais; pneumonia; inflamatoria intensa; | ¢ SRAG;
e Sem pneumonia. e Saturagdo O2 acima e Pneumonia; e Complicagdes
de 90%. e Fr. Respiratoria tromboticas;
abaixo de 30/min; e Sepse;
e Saturagdo O2 menor | e Faléncia multipla dos
que 30%. Orgaos.

Fonte: adaptado de WHO, 202.

3.5 PATOGENIA DO SARS-COV-2

A entrada das particulas virais do SARS-CoV-2 nas células hospedeiras ¢ mediada
pela proteina S, que esta envolvida tanto na ligacdo do virus a membrana celular bem como na
sua fusdo. A proteina S ¢ uma glicoproteina montada como um trimero e possui multiplas copias
na membrana do virion, dando-lhe a aparéncia de coroa (que deu origem ao nome coronavirus).
O principal fator que determina o tropismo deste virus pelo hospedeiro ¢ a proteina S, que por
sua vez possui duas subunidades, a subunidade S1 e a subunidade S2. A subunidade S1 ¢
responsavel pela ligagdo da proteina S ao receptor de membrana ECA2 (enzima conversora de
angiotensina 2), e a subunidade S2 ¢ responsavel por mediar a fusdo do virus com a membrana
celular. O SARS-CoV-2 possui dois mecanismos de entrada na célula do hospedeiro. Quando
a proteina S do virus se liga ao receptor ECA2 na célula do hospedeiro, a subunidade S1 sofre
uma mudanca conformacional que expde o sitio de clivagem S2’ da subunidade S2, que pode
ser clivado por diferentes proteinas, dependendo da rota de entrada. Quando a membrana celular
apresenta a TMPRSS2 (sigla do inglés que significa Transmembrane protease, serine 2) a
clivagem da subunidade S2 ocorre j& nesta etapa de ligagdo com a membrana celular. Porém,

quando a membrana celular ndo expressa TMPRSS2 suficiente ou quando o complexo virus-
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ECA2 ndo encontra TMPRSS2, o virus ligado a membrana celular ¢ internalizado via
endocitose, formando endolisossomos, onde o sitio S2” € clivado por catepsinas.

As primeiras células que podem servir de alvo para as particulas virais do SARS-CoV-
2, durante uma infec¢@o natural em humanos, sdo as células multiciliadas da nasofaringe ou da
traqueia e as células sustentaculares da mucosa nasal olfatéria. Apos o virus entrar na célula
hospedeira e iniciar a producdo de suas proteinas estruturais e replicases, ha a formacgao de sitios
de replicacdo a partir das membranas do reticulo endoplasmatico. Nestes sitios de replicagdo a
transcri¢do ocorre em vesiculas de membrana dupla que protegem estes RNA dupla-fita
(dsRNA, sigla do inglés que quer dizer double-strand RNA) de serem reconhecidos por
receptores de reconhecimento de padrdo citoplasmatico (PRRs, sigla do inglés que quer dizer
cytoplasmic pattern recognition receptors). Apos o reconhecimento das particulas virais, tem
inicio uma cascata de sinalizagdo que promove a transcri¢cao de interferon do tipo I (IFN-I) e
do tipo II (IFN-III). Interferons, bem como outras quemocinas, podem ser produzidos por
células epiteliais adjacentes ou por células do sistema imune presentes no local da infec¢ao (por
exemplo neutréfilos e macrofagos) através do reconhecimento do SARS-CoV-2 por receptores
do tipo Toll-like (TLRs, sigla do inglés que quer dizer Toll-like receptors), ou ainda por efeito
pardcrino de interferons produzidos localmente. Esta sinalizagdo induz a producdo de genes
estimulados por interferons, com isso a célula entra em um estado antiviral, o que por sua vez
interfere diretamente na resposta contra o virus ou indiretamente através do recrutamento de
células do sistema imune. Além disso, a producdo de citocinas também promove o
desenvolvimento de resposta imune adaptativa, através das células B e T, que ajudam a eliminar
o virus. Se o virus ndo for eliminado pela resposta imune, ele pode se espalhar pelo trato
respiratério inferior através da inalacdo de particulas virais originadas no trato respiratdrio
superior ou por uma dissemina¢do gradual ao longo da arvore traqueobronquica. Outra
possibilidade ¢ que o sitio inicial da infeccdo seja o trato respiratorio inferior, o que pode levar

a uma infec¢do alveolar, causando inflamacao e limitando a troca gasosa (Lamers et al., 2022).
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Figura 2. Internalizagdo do SARS-CoV-2 na célula hospedeira
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O SARS-CoV-2 possui dois mecanismos de entrada na célula do hospedeiro. Fusdo direta com a membrana
plasmatica: a proteina S do virus se liga ao receptor ECA2 na célula do hospedeiro, a subunidade S1 sofre
uma mudanga conformacional que expde o sitio de clivagem S2’ da subunidade S2, que que ¢ clivada pela
TMPRSS2 (sigla do inglés que significa Transmembrane protease, serine 2). Via endocitose: o virus ligado
a membrana celular é internalizado via endocitose, formando endolisossomos com meio acido, onde o sitio
S2’ ¢ clivado por catepsinas. Em ambos os mecanismos, ap6s a clivagem do sitio S2” o peptideo de fusdo
(FP, sigla do inglés que quer dizer Fusion peptide) é exposto e as subunidades S1 e S2 sdo dissociadas
gerando uma mudanga conformacional na subunidade S2, que por sua vez insere o FP na membrana da célula
hospedeira iniciando sua fusdo. Apds a fusdo o RNA viral é exposto e tem inicio sua replicagdo, tradugdo,
produgéo e liberagdo de novas particulas virais. Fonte: adaptado de Jackson et al. (2022).

3.6 RESPOSTA IMUNE AO SARS-COV-2
Ap6s a infecgdo viral, o sistema imune inato reconhece o agente agressor através da
interagdo entre o padrdo molecular associado a patéogenos (PAMP, sigla do inglés que quer

dizer: pathogen-associated molecular patterns) do SARS-CoV-2 e os PRR’s e os TLR’s
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(Mohammed et al., 2022; Noor, 2022). Apos este reconhecimento, tem inicio uma cascata de
sinalizacdo que resulta na producdo de IFN-I e diversas citocinas pro-inflamatérias como
interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral o (TNF-a) e interleucina-
12 (IL-12). Essa resposta costuma ser rapida e contribui na elimina¢do do virus através da
fagocitose de particulas virais e da secrecdo de moléculas biologicamente ativas. As células que
compdem essa primeira linha defesa do hospedeiro sdo os mondcitos/macrdéfagos, neutrofilos,
células dendriticas, células natural killer e os mastocitos. Além disso, o sistema imune inato
também atua de forma indireta na eliminagdo do virus através da ativagdo de células do sistema
imune adaptativo ap0s a apresentacdo de antigenos (Abbas ef al., 2017; Sun et al., 2020).

Uma resposta imune inata satisfatoria ¢ capaz de limitar o desenvolvimento viral nas
células do hospedeiro, permitindo assim que o sistema imune adaptativo responda de forma
rapida e efetiva, eliminando o virus e criando uma memoria para infec¢des futuras (Primorac et
al., 2022). O sistema imune adaptativo representa a segunda linha de defesa do hospedeiro
frente a infeccdo pelo SARS-CoV-2 e ¢ formada principalmente pelas células B, responsaveis
pela produgdo de anticorpos, as células T CD4", que tem fungdes de efetoras e de apoio a outras
células, e as células T CD8", que destroem as células infectadas (Sette & Crotty, 2021). A
resposta imune humoral parece iniciar logo no inicio da infeccdo e para que uma memoria
imunoldgica seja formada, dois passos principais sdo necessarios: primeiro ocorre uma
exposi¢do inicial ao patdégeno que induz uma resposta antigeno-anticorpo especifica de baixa
afinidade; posteriormente ocorre a maturacao das células T CD4" e das cé€lulas B nos tecidos
linfoides secundarios, onde os anticorpos especificos adquirem maior afinidade pelo antigeno
e também trocam de classe de imunoglobulinas, gerando uma protecao duradoura (Shen et al.,
2023).

Apesar da intera¢dao entre 0 SARS-CoV-2 e o seu hospedeiro humano ter sido estuda
desde a identificagdo deste virus, as caracteristicas moleculares da resposta imune, bem como
as causas das diferentes apresentagdes clinicas da COVID-19 e as estratégias de evasdo e
exaustdo do sistema imune que virus utiliza ainda ndo foram totalmente elucidadas. Estas
interagdes entre o virus e seu hospedeiro causam importantes diferengas nos sinais clinicos

apresentados pelos pacientes infectados, onde alguns individuos permanecem assintomaticos
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enquanto outros desenvolvem complicagdes graves da doenga como pneumonia e sindromes

respiratorias (Mohammed et al., 2022).

3.7 LINFOCITOS B

Entre os diversos tipos de leucécitos, que costumam estar em niimero menor que o
normal na corrente sanguinea de pacientes com COVID-19, as células B merecem uma atengao
especial, pois sdo responsaveis pela produgao e maturagdo de anticorpos. Para entender melhor
a relacdo destas células com a COVID-19, ¢ necessario analisar também as subpopulagdes de
células B nos pacientes infectados.

As células B podem circular no sangue periférico em diferentes estagios de maturagdo
(Figura 3). Os estagios iniciais da maturacdo das células B ocorrem na medula 6ssea, porém,
podemos encontrar pequenas quantidades de linfocitos B imaturos e transicionais na corrente
sanguinea. Os linfocitos B transicionais representam um grupo de células que estdo em
transicdo entre os linfocitos B imaturos e naive, € neste estdgio que estas células costumas
migrar para o sangue periférico. Estas células em transicdo sdo funcionalmente imaturas e
podem ser caracterizadas pela expressao de [gM, CD24 e CD38 (Salzer; Sack; Fuchs, 2019;
Sims et al., 2005). As células B transicionais rapidamente se diferenciam em células B naive,
que também sdo um subtipo funcionalmente imaturo, que representam cerca de 60 a 70% das
células B circulantes no sangue periférico. Estas células também podem migrar para foliculos
linfoides primarios, linfonodos e bago. As células B naive podem ser identificadas pela
expressao do receptor de células B (BCR, do inglés B cell receptor) formado por isotipos IgD
e IgM (Cardoso et al., 2021; Carsetti et al., 2022).

Se as células B naive forem ativadas por um antigeno, tem inicio sua proliferagdo nos
centros germinativos, onde continuam sua matura¢do, aumentando sua afinidade com o
antigeno. O processo de maturagdo das células B pode ocorrer de forma independente de células
apresentadoras de antigenos (APCs), ap0s interagirem diretamente com antigenos na sua forma
nativa, ou pode ocorrer via apresentacdo de antigeno por outras células nos 6rgaos linfoides
(diferenciacdo T-dependente) (Bhattacharya, 2018; Carsetti et al., 2022; Cooper, 2015; Perez-
Andres et al., 2010).

Ap0s a entrada nos orgaos linfoides, os linfocitos B podem ser expostos a diferentes

antigenos, seja através de APCs ou células T helper (Th), e assim continuam seu processo de
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maturacdo no centro germinativo (CG). Na zona escura do CG, as células B iniciam os
processos de expansdo clonal, hipermutacdo somatica e troca de classes de imunoglobulina.
Como resultado deste fendmeno, o BCR destas células adquire uma alta afinidade com o
antigeno de interesse. Apos estas etapas, as células B migram para a zona clara do CG, onde
ocorre a checagem da afinidade do BCR pelo antigeno, bem como a geracao de células B de
memoria (MBC) e células plasmaticas. Estas células em estdgio mais avangado de maturagao
podem circular pelo sangue periférico, residir em 6rgaos linfoides secundarios ou migrar para
a MO (Hong et al., 2018; Perez-Andres et al., 2010).

As células que, apés o processo de maturacdo no centro germinativo, se tornaram
MBC, podem ser divididas em MBC que ndo trocaram de classe (NS-MBC) e MBC que
trocaram de classe de imunoglobulina (CS-MBC). As CS-MBC deixam de expressar IgD e IgM
em sua membrana celular e passam a apresentar outras imunoglobulinas, como IgG, IgA e IgE.
Ja as NS-MBC seguem expressando IgD e IgM, ou somente IgM. Estas MBC representam
cerda de 30% das células B circulantes no sangue periférico. A maior parte destas células, cerca
de 96%, expressam CD27 em sua superficie, indicando um contato prévio com antigenos de
maneira T-dependente. Porém, uma pequena parcela destas MBC, que deixaram de expressar
IgD, ndo apresentam CD27 em sua superficie e por isso sdo denominadas células B duplo-
negativas (DN). Estudos indicam que estas células B DN passam por um processo de maturagao
independente de células T, onde os antigenos sdo reconhecidos diretamente ou através do
contato com proteinas do sistema complemento. Este processo de maturacao extrafolicular pode
ocorrer nos linfonodos e no bago (Abbas et al., 2017; Cardoso et al., 2021; Carsetti et al., 2022).

Por fim, existem os plasmablastos, que pertencem ao ultimo estagio da maturagao dos
linfocitos B no sangue periférico, e representam de 1 a 3% das células B circulantes. Essas
células expressam em sua superficie CD38 e CD19, bem como uma expressao heterogénea de
CD20. Ao retornar para a medula dssea, os plasmablastos se diferenciam em plasmocitos, que
sdo células que ja ndo apresentam mais capacidade de proliferagdo, porém, sdo capazes de
secretar anticorpos com alta especificidade antigénica (Cardoso et al., 2021; Carsetti et al.,

2022; Perez-Andres et al., 2010).
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Figura 3. Maturacdo das células B
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O processo de maturagdo das células B inicia na medula 6ssea e ap6s de diferenciar em células transicionais
migram para o sangue periférico, onde se diferenciam células naive. Apos ativagdo das células naive, pode ocorrer
a maturacdo dessas células no centro germinativo, onde podem se diferenciar em NS-MBC (células B de memoria
que ndo trocaram de classe), CS-MB (c¢lulas B de memoria que trocaram de classe) e plasmablastos. Além disso,
as células naive também podem sofrer um processo de maturagdo fora do centro germinativo (por exemplo, no
bago) se diferenciando em células B DN (duplo negativas). No ultimo estagio de maturagdo, os plasmablastos
retornam para a medula 6ssea, onde se diferenciam em plasmocitos. Adaptado de Carseti ef al. (2021).

3.8 DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA COVID-19

Para controlar a disseminagdo de um agente infeccioso € preciso identificar os casos
ativos da doenga, para que os pacientes possam ser tratados, orientados a se isolar e evitar novas
infeccdes. Para isso um diagndstico rapido e preciso ¢ essencial. No caso do SARS-CoV-2 a

detec¢do do RNA viral através de testes moleculares, principalmente a reacdo da transcriptase
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reversa seguida pela reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR, sigla do inglés que dizer reverse
transcriptase-polymerase chain reaction), em amostras do trato respiratorio, sdo considerados
o padrdo diagnostico da COVID-19 pelo CDC e pela OMS (Ochani et al., 2021). Além disso,
também estdo disponiveis testes suplementares para apoiar o diagnostico da COVID-19, como
testes de beira de leito, para detectar antigenos virais, bem como testes para detec¢do de
anticorpos contra o SARS-CoV-2 (To et al., 2021).

A detecgdo do RNA viral através de testes moleculares ¢ feita através de Kkits
comerciais ou desenvolvidos in-house. Os alvos moleculares destes testes incluem regides do
genoma viral que codificam proteinas estruturais como a proteina S, N e M, mas também alvos
ndo estruturais como ORF1a/b (Hu et al., 2021). A detec¢ao molecular do RNA viral pode ser
influenciada por muitos fatores, como tipo de amostra e progressao da doenga. Para rastrear
casos assintomaticos sdo utilizadas amostras do trato respiratorio superior, obtidas através de
swabs de nasofaringe e orofaringe, enquanto para pacientes sintomaticos, com tosse produtiva,
as amostras sdo obtidas do trato respiratdrio inferior, através do escarro e lavado
broncoalveolar. Além disso, também ha relatos de testes que buscam o RNA viral em amostras
alternativas, como saliva, urina, sangue total e autopsia (Ochani et al., 2021).

Também podem ser utilizados para apoiar o diagndstico clinico os testes para detec¢ao
de antigeno, principalmente o antigeno N que ¢ expresso de maneira abundante no SARS-CoV-
2. Sua deteccdo se da através da captura do antigeno viral, presente em amostras clinicas, por
anticorpos monoclonais, marcados com reveladores colorimétricos, fixados em uma coluna
lateral de imunoensaio. Estes testes sdo de facil execu¢do e por isso podem ser realizados fora
de ambientes de cuidados a saude, porém, sua sensibilidade ¢ menor que a dos testes
moleculares (To et al.,2021). Além da pesquisa por antigenos virais, também pode ser realizada
a busca por anticorpos contra as proteinas S e N e por anticorpos neutralizantes contra o RBD,
sigla do inglés que quer dizer receptor bind domain). Uma técnica rapida e segura para este tipo
de pesquisa ¢ o ensaio imunoenzimatico (ELISA, sigla do inglés que quer dizer enzyme-linked
immunorbent assay) utilizando soro de pacientes infectados ou suspeitos (Ochani et al., 2021).
O tempo médio para soroconversdo dos pacientes infectados pelo SARS-CoV-2 apo6s o inicio
dos sintomas ¢ de 11 dias para anticorpos totais, 12 dias para imunoglobulinas da classe M

(IgM) e 14 dias para imunoglobulinas da classe G (IgG). Os niveis de anticorpos IgM costumam
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diminuir apo6s 36 dias do inicio dos sintomas. Com relagao aos anticorpos IgG e neutralizantes,
o tempo médio de duracdo da positividade no soro de pacientes ainda ¢ controverso (To et al.,
2021).

Devido a dificuldade de obten¢ao de amostras de qualidade para execugdo do RT-PCR,
que aumentam significativamente o nimero de casos falso negativos, e da baixa sensibilidade
dos ensaios imunoldgicos de apoio ao diagndstico clinico da COVID-19, estes testes costumam
ser utilizados em conjunto para melhor avaliar o quadro clinico do paciente infectado ou
suspeito. Além destes testes, também ¢ utilizado para apoiar o diagndstico do paciente os
exames de tomografia computadorizada ou raio-x de térax, onde o resultado costuma mostrar
um padrdo de opacidade caracteristico da COVID-19 (Hu et al., 2021).

No Brasil, recomenda-se que pacientes suspeitos sejam submetidos a pesquisa de RNA
viral, através da RT-PCR, e de antigenos virais, através imunoensaios, utilizando amostra de
swab de nasofaringe apods trés dias do inicio dos sintomas. Ja os testes imunoldgicos para
detec¢do de anticorpos contra antigenos virais devem ser realizados ap6s o sétimo dia do inicio
dos sintomas. Essas recomendagdes visam evitar resultados falso negativos para pesquisa de

casos suspeitos de COVID-19 (Brasil, 2020).

4 METODOLOGIA

4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Estudo observacional longitudinal.

4.2 SELECAO DOS PACIENTES E GRUPO CONTROLE

Este estudo incluiu 133 pacientes com COVID-19, que ndo receberam nenhuma dose
de vacina contra o SARS-CoV-2. Estes pacientes, que concordaram em participar deste estudo,
foram atendidos entre agosto de 2020 a junho de 2021 no Hospital Universitario Polydoro
Ernani de Sao Thiago, da Universidade Federal de Santa Catarina, que possui aproximadamente
200 leitos ativos, e no Hospital Nereu Ramos, que conta com cerca de 100 leitos, ambos em
Florianopolis, Brasil. Os pacientes foram classificados de acordo com a gravidade da doenga

em leve, moderada, grave e critica, de acordo com as diretrizes divulgadas pela Organizagao
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Mundial da Saude (WHO, 2021). Todos os participantes do estudo tiveram diagndstico de
COVID-19 confirmado por RT-PCR ou teste de antigeno e a amostra utilizada neste estudo foi
coletada em até 15 apds o diagnostico. Pacientes com cancer, HIV, gestantes e aqueles que ja
haviam recebido vacinas contra SARS-CoV-2 foram excluidos do estudo. Além disso, 30
controles saudaveis foram obtidos de amostras pré-pandémicas, que tiveram resultados
negativos para anticorpos contra SARS-CoV-2 (IgM e IgG). Os critérios de exclusdo para os
controles saudaveis incluiram historia de neoplasia, doencgas cronicas e infec¢gdes nos ultimos 7
dias. Para os testes laboratoriais foram colhidas amostras de sangue periférico (4mL) de todos
os participantes, em tubos contendo acido etilenodiaminotetracético potassico (EDTA/K3), o
sangue foi processado em até 24 h apds a coleta para andlise por citometria de fluxo e separa¢ao
do plasma. O plasma foi armazenado a -80°C para andlise subsequente de anticorpos especificos
IgM, IgG e neutralizantes contra o SARS-CoV-2, bem como para a pesquisa de RNA viral.
Além disso, foram obtidos através dos prontuarios dos pacientes dados como idade, género,
histérico médico ¢ o quadro clinico. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da
Universidade Federal de Santa Catarina (protocolo CEPSH/UFSC n° CAAE
31124820.1.0000.0121 maio/2020). O consentimento informado por escrito foi obtido de todos
os participantes (APENDICE A).

4.3 ANALISE MULTIPARAMETRICA DAS CELULAS DO SISTEMA IMUNE

As células do sistema imune foram analisadas utilizando uma metodologia de
plataforma dupla. Onde um citdmetro de fluxo FACSCanto II (BD Biosciences, EUA) com o
software FACS Diva (BD Biosciences, EUA) foi utilizado para contagens de valores relativos
das células imunes, e o analisador de células hematologicas Sysmex XE-2100D (Sysmex
Corporation, Japdo) foi utilizado para contagens de valores absolutos.

O volume de amostra utilizado foi de 1,5 mL de sangue periférico e as células
mononucleares foram isoladas por gradiente de densidade com o uso de Ficoll-Hypaque 1077
(Sigma-Aldrich, Alemanha). Esta etapa de separacdo das células mononucleares do sangue
periférico (PBMC), por gradiente de densidade, teve a finalidade de obter uma amostra com
maior concentragdo de células B, e este procedimento ¢ descrito com mais detalhes no Apéndice

B. Apo6s o procedimento de separacdo, o pellet de PBMC, presente no tubo de poliestireno de
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5 mL, foi ressuspendido com PBS e marcado com os anticorpos monoclonais do painel utilizado

(Quadro 2).

Quadro 2. Informagdes técnicas dos marcadores utilizados no tubo de reagao.

Marcador Fluoréforo Clone Fabricante Referéncia puL/teste
CD20 V450 L27 BD Bioscience 642274 1
CD27 PerCP-Cy 5.5 MT271 BD Bioscience 560612 1
CD45 V500 HI30 BD Bioscience 560777 1
IgM APC G20-127 BD Bioscience 551062 10
CD38 APC-H7 HB7 BD Bioscience 653314 2
CD24 PE MLS5 BD Bioscience 555428 10
CD19 PE-Cy7 J3-119 Beckman Coulter IM3628 2
IgDh FITC IADB6 Beckman Coulter B30652 5

APC: aloficocianina; APCH?7: aloficocianina H7; FITC: isotiocianato de fluoresceina; PacB: pacific blue/V450;
PacO: pacific Orange/V500; PE: ficoeritrina; PE-Cy7: ficoeritrina Cy7; PerCP Cy5-5: peridinina-clorofila-
proteina; Ig: imunoglobulina. Fonte: o autor.

A marcacdo das PBMC foi realizada conforme protocolo descrito no Apéndice C.
Ap0s realizar o procedimento de marcacdo com os anticorpos de interesse, procedeu-se para a
aquisi¢do das amostras no citdmetro de fluxo seguido pelo processamento dos dados obtidos.
Para este procedimento, que visa avaliar os linfocitos B, inicialmente as células vidveis foram
identificadas, baseado em seu tamanho e complexidade (Figura 4 - a), e assim a amostra foi

adquirida até chegar a 50 mil eventos de células CD19" (stopping gate).
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Figura 4 — Estratégia de gating das células B
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As células viaveis foram identificadas com base em seu tamanho e complexidade (a) e depois os linfocitos B
CD19" foram selecionados (até 50.000) e subdivididos em células B maduras e plasmablastos (b), baseado na
expressdo de CD38" e CD20". As células B maduras foram classificadas em Naive, NS-MBC, CS-MBC e células
B DN com base na expressao de imunoglobulinas IgM e IgD e CD27 (c - d). C¢lulas B transicionais também foram
identificadas baseado na expressio de CD24" CD38" (¢). Hi: alta expressdo; neg: expressio negativa; APC:
aloficocianina; APCH7: aloficocianina H7; FITC: isotiocianato de fluoresceina; PacB: azul pacifico/V450; PE:
ficoeritrina; PerCP Cy5-5: proteina clorofila peridinina; e Ig: imunoglobulina. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Ap6s aquisicao, as células linfoides B foram selecionadas e subdivididas, utilizando a
estragia de gating proposta por Cardoso e Santos-Silva (2019), em células B maduras e
plasmablastos com base na expressdo de CD38 e CD20 (Figura 4 — b). Na etapa seguinte, as
células B maduras foram classificadas em células B naive (em azul), NS-MBC (em verde), CS-
MBC e células B DN (em laranja) de acordo com a expressao das imunoglobulinas IgD e [gM
(Figura 4 - ¢) em conjunto com a expressao de CD27 (Figura 4 - d). As células B transicionais
foram classificadas pela expressao forte de CD24 e CD38. A analise destes dados, foi realizada
pelo software Infinicyt 2.0 (Cytognos, Espanha). Todos os anticorpos utilizados neste painel de
marcacdo foram previamente titulados e uma compensag@o padrdo automatica foi aplicada a
cada aquisicdo. O desempenho do citometro de fluxo foi verificado diariamente com o uso de

esferas de calibragao (BD Biosciences, EUA).

4.4 DETERMINACAO QUALITATIVA DE ANTICORPOS ANTI-SARS-COV-2 IGM E
IGG

Para a avaliagdo de anticorpos IgM e IgG contra SARS-CoV-2, o kit Anti-2019-
nCoV(S)-IgM (Wuhan Fine Biotech Co., China; Catdlogo No.: EH4942) e Anti-2019-nCoV
(N+S)-IgG (Wuhan Fine Biotech Co., China; Catidlogo No.: EH4946) foram utilizados
seguindo as instrugdes do fabricante. O método utilizado para detec¢do destes anticorpos €
baseado em um ensaio imunoenzimatico (ELISA, sigla em inglés que quer dizer Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay) indireto, onde as placas de 96 pogos sdo revestidas com as proteinas N
e S do SARS-CoV-2 e, ap6s a adigdo da amostra, sdo adicionados os anticorpos anti-IgM ou
anti-IgG humano conjugados a uma peroxidase (HRP, do inglés horseradish peroxidase). A
ligacdo antigeno-anticorpo ¢ revelada pela adi¢do de um substrato da HRP, que gera um produto
de cor azul e se torna amarelo apos a adi¢do da solugdo de parada. A densidade Optica da cor
revelada foi lida com um fotometro adequado a 450nm, com um comprimento de onda de
referéncia de 650nm. Amostras com absorbancia acima do valor de corte foram consideradas
positivas. O valor de corte para IgG e IgM contra SARS-CoV-2 foi calculado a partir da média

dos controles negativos multiplicada por 2,1, de acordo com as instru¢des do fabricante.
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4.5 DETERMINACAO QUANTITATIVA DE ANTICORPOS ANTI-SARS-COV-2
NEUTRALIZANTE

Os anticorpos neutralizantes contra SARS-CoV-2 foram analisados através do Kit de
Deteccao de Anticorpos de Neutralizagdo cPass™ SARS-CoV-2 (GenScript Inc., EUA; N° de
Catalogo: L00847) que mimetiza in vitro a interagdo entre o virus e a célula hospedeira, e
permite a deteccao indireta de potenciais anticorpos neutralizantes de SARS-CoV-2 no sangue
periférico. O método utilizado para detec¢do destes anticorpos ¢ baseado em um ensaio
imunoenzimatico (ELISA, sigla em inglés que quer dizer Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay) indireto, onde as placas de 96 pocos sdo revestidas com receptores de ECA2 e, apos a
adi¢do da amostra, sdo adicionadas particulas do RBD viral (proteina S) conjugados a uma
peroxidase (HRP, do inglés horseradish peroxidase). A taxa de inibicdo, da ligagcdo entre o
RBD viral e o receptor de ECA2, foi calculada de acordo com a densidade 6ptica (OD) a 450nm,
utilizando a seguinte formula: taxa de inibi¢do (%) = (1 valor de DO da amostra/valor de DO
do controle negativo) x 100. Os resultados foram interpretados como reativos quando a amostra

apresentou um valor maior que 20% de taxa de inibi¢ao, conforme instrucdo do fabricante.

4.6 REACAO DA TRANSCRIPTASE REVERSA SEGUIDA PELA REACAO EM CADEIA
DA POLIMERASE EM TEMPO REAL (RT-qPCR)

Para analisar a presenga de RNA do SARS-CoV-2 no plasma dos pacientes, as
amostras foram previamente submetidas a extracdo do RNA viral, que foi realizada por meio
do kit Quick-RNA Viral (Zimo Research, EUA), de acordo com as instru¢des do fabricante
(Apéndice D). Apds a etapa de extragdo e purificagdo do RNA viral presente no plasma dos
pacientes, as amostras foram submetidas a transcri¢ao reversa, onde o alvo de RNA isolado foi
transcrito, gerando uma fita de DNA complementar pela enzima transcriptase reversa. No
mesmo poco de reagdo, ocorreu simultaneamente a amplificagdo da sequéncia alvo, através de
iniciadores especificos e uma sonda marcada com fluorescéncia (Apéndice E). Neste caso, os
alvos utilizados foram os genes ORFla/b e N do SARS-CoV-2. A presenca destes genes
especificos na amostra foi detectada através do aumento na fluorescéncia observada, utilizando
um termociclador com deteccdo de emissdo de fluorescéncia em Tempo Real (StepOne Plus,

Applied Biosystems). Um valor quantitativo de ciclos (Cq) inferior a 37 foi definido como
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resultado positivo, enquanto um Cq igual ou superior a 40 foi definido como teste negativo,
com base nas instru¢des do fabricante do kit Xgen Master COVID-19 (Mobius Life Ciéncia,
Brasil).

4.7 ANALISE ESTATISTICA

A normalidade da distribuicdo dos dados foi avaliada por meio do teste Shapiro-Wilk.
Sendo que, as varidaveis ndo paramétricas, onde a distribuicdo dos dados ndo possuia
normalidade, foram comparadas usando o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste post-hoc
de Dunn-Bonferroni. Neste caso os dados foram expressos como mediana, minimo € maximo.
Ja as variaveis categoricas foram avaliadas através do teste qui-quadrado. Além disso, as
variaveis obtidas neste estudo, foram comparadas com o desfecho (6bito/sobrevivéncia) por
meio do teste U de Mann-Whitney e os resultados significativos foram submetidos a regressao
logistica multivariada e a chance de o desfecho ocorrer foi obtida através do calculo odds ratio.
A andlise estatistica foi realizada por meio do sofiware MedCalc versao 20.015 (Bélgica) e um

valor de P<0,05 foi considerado significativo.

S RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS DOS PACIENTES

Neste estudo, foram incluidos 133 pacientes com COVID-19, que ndo haviam sido
vacinados contra o SARS-CoV-2, e 30 controles saudaveis, cujo as amostras foram obtidas
antes do inicio da pandemia. Os pacientes foram subdivididos de acordo com a apresentagao
clinica da doenca nos grupos, leve (n=36), moderado (n=30), grave (n=32) e critico (n=35). As
caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes com COVID-19 sdo descritas na Tabela 1.
A mediana do tempo entre o inicio dos sintomas, associados a COVID-19, e a coleta da amostra
utilizada neste estudo foi de 14 (4 — 12) dias, sendo que, um tempo menor foi observado no
grupo critico (P <0,001). A mediana da idade dos pacientes com COVID-19 foi de 54 (22 - 98)
anos e o grupo de pacientes com sintomas graves apresentou uma idade significativamente
maior que o grupo controle (P <0,001). Dos pacientes avaliados, 47,4% eram mulheres e 52,6%

eram homens. As comorbidades mais presentes nos grupos de infectados foram hipertensdo e
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diabetes mellitus, presentes principalmente nos casos mais graves (respectivamente, P < 0,001

e P =0,003).

Tabela 1. Caracteristicas dos pacientes com COVID-19.

Variavel Controle Todos Leve Moderado Grave Critico P
(n=133) (n =36) (n =30) mn=32) @m=35)
Tempo da coleta 14 17 15 12 11
(dias), mediana (min- (4-38) (6-23) 6-27) (7-38) (4-23) <0,001
max) a a,b b, c C
54 54 41 53 55 62
Idade (anos),
) i (31-66) (22-9%) (36 - 46) (48 - 58) (50-61) (57-66) <0,001
mediana (min-max)
a,b a,b a b, c b, c c
Género
Feminino, n (%) 66,7 47,4 61,1 30 46,9 48,6 0.079
Masculino, n (%) 333 52,6 38,9 70 53,1 51,4 ’
Comorbidades
Hipertensdo arterial,
45,9 8,3 40 65,6 71,4 <0.001
n (%)
Diabetes mellitus, n
29,3 11,1 20 37,5 48,6 0,003
(%)
Obesidade (IMC > 30
23,3 11,1 26,7 25 31,4 0,210
kg/m?), n (%)
Cardiopatia, n (%) 7,5 8,3 6,7 9,4 5,7 0,943
Doenga renal, n (%) 3 0 33 3,1 5,7 0,571
Doenga pulmonar, n
10,5 2,8 3,3 15,6 20 0,043
(%)
Outros, n (%) 10,5 0 26,7 9,4 8,6 0,005

IMC: Indice de massa corporal. Outras comorbidades incluem doenga hepatica, acidente vascular cerebral e infarto
agudo do miocardio. As variaveis ndo paramétricas foram comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis com teste post-
hoc de Dunn-Bonferroni. As variaveis categoricas foram avaliadas pelo teste do qui-quadrado. Um valor de P <
0,05 foi considerado significativo. Letras diferentes (a, b e ¢) indicam diferenga estatistica entre os grupos.

5.2 PESQUISA DE RNA VIRAL NO PLASMA
Com relacdo a presenca de RNA viral no plasma dos pacientes, os resultados obtidos neste

estudo sdo apresentados na Tabela 2, onde 16,5% dos pacientes apresentavam carga viral
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detectavel por RT-qPCR. Além disso, € possivel observar que hé associagdo entre a carga viral
detectavel no sangue periférico e a gravidade da doenca (P = 0,008). Esse achado foi mais

frequente em pacientes com quadro clinico critico de COVID-19.

Tabela 2. Presenca de RNA viral no plasma dos pacientes com COVID-19

Controle Leve Moderado Grave Critico P
RT-qPCR
Detectado (%) 16,5 83 6,7 15,6 34,3 0,008
Nao detectado (%) 83,5 91,7 93,3 84,4 65,7

As varidveis categoricas foram avaliadas pelo teste do qui-quadrado. Um valor de P < 0,05 foi considerado
significativo.

5.3 ANALISE DO COMPARTIMENTO DE CELULAS B

No presente estudo, ao investigar o compartimento de células B de pacientes com
COVID-19, foi observada uma reducao nos valores relativos de linfocitos B em pacientes com
doenga grave e critica em comparacdo com os controles saudaveis (P <0,001; Figura 5 A). As
células B também foram subdivididas em células B naive, transicional, células B de memoria
que ndo trocaram de classe (NS-MBCs), células B de memoria que trocaram de classe (CS-
MBCs) e células B duplamente negativas (DN). Quando comparado com o controle, foi
observada uma reduc¢do na quantidade absoluta de células transicionais (P = 0,024; Figura 5 B)
e nos valores absolutos e relativos de NS-MBCs (P < 0,001; Figura 5 C-D) e CS-MBCs (P <
0,001; Figura 5 E-F). Essas diferengcas foram encontradas em pacientes com COVID-19
moderado a critico. Além disso, ao avaliar as frequéncias de células B DN, observou-se um
aumento no valor relativo (P = 0,001; Figura 5 G) e absoluto (P <0,001; Figura 5 H) dessas
células em pacientes com COVID-19 dos grupos leve e critico. Ja os grupos moderado e grave
ndo mostraram diferenga em comparagdo com o grupo controle. As frequéncias de
plasmablastos também foram avaliadas e apresentaram aumento em pacientes com doenca
moderada a critica, tanto em valores relativos quanto absolutos (P < 0,001; Figura 5 I-J).
Informagdes completas sobre os valores absolutos e relativos das células B e seus subtipos sao

fornecidas na Tabela 3.
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Tabela 3. Alteragdes no compartimento de células B no sangue periférico de pacientes com

COVID-19.

Variavel Controle Leve Moderado Grave Critico P
Linfocitos 27,65 31,25 14,48 10,09 8,41 0001
(% de leucécitos)  (12,14-4525)a (8,88-49,6) a (2,51-39,76) b (1,88-32,49) b (2,91-29.94)b
Linfocitos/mm’® 1798,58 2196,87 1121,05 744,74 758,36

(1000-3238) a,b (696-3785) a (300-3115) b, ¢ (47,70-2321)¢  (314,00-3515) ¢ ~0:001
Linfocitos B 321 4,04 3,04 181 2,00
(% de leucdcitos) _ _ _ _ _ <0,001
o (1,14-10,71) a (0,55 - 8,68) a (0,42 - 14,13) a, b 039-571)b (0,70 —7,00) b
Linfocitos B/mm’ 223,63 279,22 198,42 152,24 186,70
(72,76-622) a,b (44,77-659) a (34,02-905,7) a,b (16,84-633,1)b  (62,60-815)a,b 0040
B naive 55,28 57,56 62,27 62,51 58,45
(% de células B) (27,25-80,35) (31,73-77,78) (21,78-82,60) (38,29-78,67) (3147-7995) 126
B naive/mm’ 134,52 143,08 144,72 104,63 128,54
(37,93-430,77) (18,66-445,53) (11,11-695,87) (12,19-47628)  (28,16-528,59)  0:431
B transicionais 5,51 6,49 5,96 5,11 4,28
(% decélulas B)  (1,83-13,91)ab (0,74-14,86) a (0,04-10,29) a,b (141-1247)ab  (0,48-895)b 0034
s transicionais 12,51 14,51 11,51 7,79 4,28 0.024

o (3.07-6921)ab  (1,50-9859)a  (0,07-8573)a,b  (1,11-4223)b  (121-2588)b
NS-MBC 16,91 10,69 478 4,99 422 <0.001
(% de células B) A

(2.95-41,70)a (1,36 —26,36)a (0,81 -23,73) b (039 -2444)b (0,57 16,55)b

3

NS-MBC/mm 37,50 25,03 11,15 10,74 7,57 <0.001

(3,51-160,3) a (2.72-107,6) a (0,93-81,38) b 0.63-7732)b  (0,67-8122) b ’
CS-MBC 19,29 17,29 9,28 10,52 9,66 <0.001
(% de células B) )

(7.71-47,49) a (5.16-32,75) a (1,00-38,14) b (3432405 b (1,62-37,30) b

3

CS-MBC/mm 49,84 44,17 20,54 20,85 20,45 <0.001

(10,1-158,3) a (7.20-154,1) a (1,15-111,75) b (1,05-74,58)b  (3,62-140,0) b ’
E/Nd il B 2,39 3,90 3,02 3,93 5,14 <0.001
(% de células B) (0,40-7,18) a (1,88-14,4) b, ¢ (1,10-12,73) a, ¢ (1,3-104)ab,c  (1,46-9,66) b ’
DN/mm3 6,07 (0,47 — 10,19 (2,71 - 7,46 (0,67 - 31,16) 5,30 (0,34 — 10,40 (1,49~  0:00

2431)a 60,29) b ab,c 39.85) ¢ 5111)b 1
Plasmablastos 0,63 0,89 6,57 9,03 13,49 <0.001
(% de células B) A
(0-3,84) a (0.23-18,74) a (0,19-65,45) b (0,42-30,72) b (0-47.97) b
3
Plasmablastos/mm 1,75 2,37 13,00 12,08 29,43 <0,001
(0-12,80) a (0,51-40,23) a (0,96-113,25) b (0,74-118,92) b (0-202,03) b

Os resultados estdo expressos em mediana (intervalo min - max). As diferengas foram avaliadas pelo teste de
Kruskal-Wallis com o teste post-hoc de Dunn-Bonferroni. Um valor de P < 0,05 foi considerado significativo.
Letras diferentes (a, b e c) indicam diferenga estatistica entre os grupos. MBC: Células B de memodria; NS: sem
troca de classe; CS: trocaram de classe; DN: duplo negativas.
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Figura 5. Alteracdes no compartimento de células B no sangue periférico de pacientes com
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Avaliagao da frequéncia de células B totais (A), transicionais (B), NS-MBC (C e D), CS-MBC (F ¢ G), DN (H) e
plasmablastos (J) dentro do compartimento de linfocitos B dos pacientes com COVID-19. As variaveis foram
comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis com teste post-hoc de Dunn-Bonferroni. Letras diferentes (a, b e ¢)
indicam valores significativamente diferentes entre si. Um valor de P < 0,05 foi considerado significativo.
Elementos dos graficos de caixas: whisker: valores minimos e maximos; linha base da caixa: primeiro quartil;
linha superior da caixa: terceiro quartil; linha central da caixa: mediana ou segundo quartil. NS-MBC: linfocitos
B de memoria que ndo trocaram de classe; CS-MBC: linfocitos B de memoria que trocaram de classe; DN:
linfocitos B de memoaria duplo-negativos.
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5.4 AVALIACAO DA PRESENCA DE ANTICORPOS CONTRA O SARS-COV-2

Além de analisar o compartimento de células B, este estudo também verificou a
presenca de anticorpos IgM, IgG e neutralizantes contra SARS-CoV-2 no soro dos pacientes
com COVID-19 (Tabela 4). Onde foi possivel observar uma diferen¢a significativa entre os
grupos de pacientes, com relagdo a presenga de anticorpos IgM (P = 0,017) e IgG (P = 0,019),

no soro dos pacientes.

Tabela 4. Avaliagao da presenca de anticorpos IgM, IgG e neutralizantes contra o SARS-
CoV-2 em pacientes com COVID-19

Todos Leve Moderado Grave Critico
Variavel
(n =133) (n =36) (n =30) (n=32) (n=35)
IgM
Nao-reativo (%) 23,3 41,7 16,7 6,3 25,7
Reativo (%) 66,2 44 .4 76,7 84,4 62,9
0,017
Indeterminado (%) 10,5 13,9 6,7 9.4 11,4
IeG
Nao-reativo (%) 23,3 333 10 21,9 25,7
Reativo (¢ 43
eativo (%) 69,9 50 83,3 75 74, 0,019
Indeterminado (%) 6,8 16,7 6,7 3,1 0
Ac. neutralizantes
Nao-reativo (%) 55,6 55,6 20,0 28,1 34,3
Reativo (%) 44 .4 44,4 80,0 71,9 65,7 0,016
Ac. Neutralizantes (%), 68,0 45,7 64,8 66,3 58,7
mediana (min-max) (9,0-87,8) (34,5-56,9) (56,1 -73,5) (58,5-74,2) (48,2-69) 0,032

As varidveis ndo paramétricas foram comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis com teste post- hoc de Dunn-
Bonferroni. As varidveis categoricas foram avaliadas pelo teste do qui-quadrado. Um valor de P < 0,05 foi
considerado significativo. Ac= anticorpos; Ig= imunoglobulina.

Aparentemente, os pacientes com quadros clinicos mais graves (moderados a criticos)
foram os que apresentaram anticorpos IgM e IgG com maior frequéncia. No entanto, mesmo
em pacientes leves, pelo menos 50% dos pacientes apresentavam anticorpos IgG reagente.

Além disso, 44,4% do total de pacientes apresentava anticorpos neutralizantes contra SARS-
p p p
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CoV-2. Novamente, os grupos que apresentaram resultados reagentes com maior frequéncia
foram os pacientes com COVID-19 moderado a critico. Porém, na andlise quantitativa, que
indica a taxa de inibicdo (%) da ligagdo entre 0 RBD do SARS-CoV-2 e o receptor de ECA2,

o resultado ndo foi significativamente diferente entre os grupos.

5.5 ASSOCIACAO ENTRE MORTALIDADE E ALTERACOES NO COMPARTIMENTO
DE CELULAS B

Depois de avaliar as alteragdes no compartimento de células B dos pacientes com
COVID-19, foi analisada a relacdo entre essas alteragdes e o desfecho clinico destes pacientes.
Primeiramente, todos os pardmetros foram comparados de acordo com o desfecho (6bito ou
sobrevida) por meio do teste de Mann-Whitney. Os pardmetros que apresentaram resultados
significativos, quando comparados ao desfecho clinico foram linfécitos B (% de leucécitos e
por mm?® ), naive (por mm?® ), transicionais (por mm? ), NS-MBC (por mm?), CS-MBC (por
mm?), DN (% de células B), plasmablastos (% de células B) e plasmablastos (por mm?) (Tabela
5).

Tabela 5. Alteragdes no compartimento de células B e mortalidade.

Desfecho Mann-Whitney
Variavel Sobreviveram obito p
(n=118) (n=15)

Linfocitos B (% de leucocitos) 2,65 (0,40 — 14,10) 1,20 (0,40 — 6,00) 0,002
Linfécitos B/mm3 213,80 (16,80 — 905,70) 131,00 (44,90 — 455,90) 0,012
Naive/mm3 140,06 (11.11 - 695.87) 82,12 (18,92 — 248,05) 0,004
Transicionais/mm3 12,01 (0,07 — 98,59) 6,33 (1,58 — 22,62) 0,008
NS-MBC/mm3 15,96 (0,63 — 107,60) 6,31 (0,67 — 36,98) 0,004
CS-MBC/mm3 29,74 (1,05 — 154,15) 13,63 (3,62 — 38,43) 0,003
DN (% de células B) 3,61 (1,10 — 14,48) 5,55 (2,21 - 10,40) 0,010
Plasmablastos (% de

élulas B) 3,93 (0 — 65,45) 19,91 (3,12 — 41,58) <0,001
Plasmablastos/mm3 9,05 (0 —202,03) 25,30 (2,10 — 88,38) 0,010

As diferencas foram analisadas utilizando o teste de Mann-Whitney. Um valor de P < 0,05 foi considerado
significativo. MBC: células B de memoria; NS: sem troca de classe; CS: troca de classe; DN: duplo negativas.
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Esses parametros foram entdo submetidos a regressdo logistica multivariada, que
mostrou que a frequéncia relativa de células B DN (% de células B) estava relacionada ao
desfecho (P = 0,001; odds ratio = 2,15, 1C95% = 1,36 — 3,41), bem como os valores absolutos
de CS-MBC (P= 0,02; odds ratio = 0,91, IC95% = 0,83 — 0,99) (Tabela 6).

Tabela 6. Alteragdes no compartimento de células B e o desfecho da COVID-19

Sobreviventes Obito
Variavel OR 95% CI P
(n=118) (n=15)
— -
Linfbcitos B (% de 2,65 (0,40 — 14,10) 1,20 (0,40 — 6,00) 070  034—144 0338
leucocitos)
Linfocitos B/mm3 213,80 (16,80 — 905,70) 131,00 (44,90 — 455,90) 1,00 0,99 1,01 0,565
Naive /mm3 140,06 (11,11 - 695,87) 82,12 (18,92 —248,05) 1,00 0,99 - 1,02 0,704
Transicionais/mm3 12,01 (0,07-98,59) 6,33 (1,58 — 22,62) 1,02 0,89 1,17 0,768
NS-MBC/mm3 15,96 (0,63 — 107,60) 6,31 (0,67 — 36,98) 0,98 0,88-1,09 0,778
CS-MBC/mm3 29,74 (1,05 - 154,15) 13,63 (3,62 — 38,43) 0,91 0,83-0,99 0,022
DN (% de células B) 3,61 (1,10 — 14,48) 5,55 (2,21 — 10,40) 2,15 1,36 -3,41 0,001
o,
Plasmablastos (% de 3,93 (0 — 65,45) 19,91 (3,12 — 41,58) 1,07 0,99-1,16 0,102
células B)
Plasmablastos/mm3 9,05 (0 — 202,03) 25,30 (2,10 — 88,38) 0,99 0,96 1,02 0,499

As varidveis foram analisadas utilizando uma regressdo logistica multivariada. Um valor de P < 0,05 foi
considerado significativo. MBC: células B de memoria; NS: sem troca de classe; CS: troca de classe; DN: duplo
negativas. OR: odds ratio; 95% CI: 95% intervalo de confianga.

6. DISCUSSAO

A disseminagdo do SARS-CoV-2 representou o problema de saude publica mais
desafiador dos ultimos tempos. Sua alta taxa de infectividade e a possibilidade de transmissao
por pacientes assintomaticos fizeram com que a COVID-19 rapidamente se tornasse uma
pandemia (Li et al., 2020). Nos primeiros meses da pandemia de COVID-19, os relatorios

clinicos indicaram um prognostico pior para pacientes de idade mais avangada com
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comorbidades (Abayomi et al., 2021; Alharbi et al., 2022; Ge et al., 2021). Nosso estudo
demonstra 0 mesmo, onde pacientes com idade mais avancada e com comorbidades, como
diabetes mellitus, hipertensdo e doenca pulmonar, apresentaram sintomas mais graves quando
procuraram um hospital. Os demais dados demograficos ndo apresentaram diferenga
estatisticamente significante quando comparados aos subgrupos de gravidade.

A apresentacao clinica da COVID-19 ¢ muito heterogénea e pode variar desde sintomas
semelhantes aos da gripe até faléncia de multiplos 6rgdos e morte do paciente. Dados
epidemiologicos demonstram que 14% dos pacientes com COVID-19 apresentam doenga grave
e 5% apresentam condi¢des consideradas criticas, necessitando de cuidados hospitalares (Li et
al., 2020). Nos primeiros meses apds o inicio da pandemia de COVID-19, os relatérios clinicos
j& indicavam pior prognéstico para pacientes mais idosos e pacientes com comorbidades
(Abayomi et al., 2021; Alharbi et al., 2021; Ge et al., 2021). Este estudo, que avaliou pacientes
ndo vacinados, demonstra 0 mesmo cendrio, onde pacientes mais idosos apresentaram com
maior frequéncia sintomas moderados a criticos. Além disso, a presenca de comorbidades
também esteve associada ao desenvolvimento de sintomas mais graves da doenga.

Este estudo também demonstrou que a presenga de RNA viral na circulagdo sanguinea
de pacientes infectados pelo SARS-CoV-2 estd associada a gravidade da doenca. Outros
estudos que avaliaram a presenca viral no plasma de pacientes com COVID-19 encontraram
resultados semelhantes, onde pacientes com sinais clinicos mais graves apresentaram maior
frequéncia de deteccdo de RNA viral (Hagman et al., 2022; Jacobs et al., 2022; Ram-Mohan et
al., 2022; Rovito et al., 2022). No estudo realizado por Rovito et al. (2022), os pacientes
hospitalizados com COVID-19 foram avaliados quanto a resposta imunologica, a gravidade da
doenga e a presenga de RNA viral na circulagdo sanguinea. Os autores observaram que
pacientes com viremia detectavel apresentavam quadros clinicos mais graves e resposta imune
desregulada, o que ndo ocorria em pacientes com viremia indetectavel. Ainda ndo se sabe como
a presenga do SARS-CoV-2 na corrente sanguinea pode influenciar a patogénese da COVID-
19. Porém, os autores do referido estudo relatam que pacientes com viremia detectavel
geralmente apresentam perfil pro-inflamatdrio, com aumento da expressao de IFN-a e IL-6, que
sdo citocinas produzidas apos o reconhecimento de PAMPs. A presenga do RNA do SARS-
CoV-2 na corrente sanguinea pode ser responsavel por maior exposi¢do imunoldgica aos

PAMPs, amplificando a resposta pro-inflamatoria ja caracteristica de pacientes com COVID-
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19 mais grave. Com isso, os autores trazem duas possibilidades que podem ser apontadas como
possiveis causas dessa relacdo entre a viremia do SARS-CoV-2 e a gravidade da doenga: 1)
uma carga viral inicial elevada pode prejudicar o desenvolvimento de uma resposta imune
adaptativa eficiente, devido a exaustdo das células T. 2) uma resposta imune inicial defeituosa,
possivelmente devido a fatores genéticos, pode levar a replicagdo viral descontrolada que pode
eventualmente induzir viremia (Rovito et al., 2022).

Com o presente estudo ndo ¢ possivel afirmar que o RNA viral, presente na corrente
sanguinea dos pacientes, corresponde a particulas infecciosas do SARS-CoV-2. Porém, no
estudo conduzido por Jacobs et al. (2022), os autores realizaram uma abordagem baseada em
imagens e conseguiram visualizar, por meio de microscopia eletronica, particulas virais no
plasma de pacientes com COVID-19. Indicando que a viremia observada em pacientes com
sinais clinicos mais graves da doenca pode representar a presenca de particulas virais intactas e
viaveis. Além disso, o referido estudo também demonstrou associacao entre o desenvolvimento
de quadros clinicos mais graves da COVID-19 e a presenga de RNA viral na corrente sanguinea
(Jacobs et al., 2022).

A origem da viremia do SARS-CoV-2 ndo ¢ completamente compreendida, porém,
muito provavelmente ocorre apos lesdo dos tecidos pulmonares, e assim o virus atinge a
corrente sanguinea, ou através da infec¢do direta das células endoteliais. O genoma do SARS-
CoV-2 pode ser encontrado em tecidos como figado, baco, coracdo e intestino, confirmando
que a patogénese da COVID-19 envolve tecidos extrapulmonares. Portanto, a disseminacao do
SARS-CoV-2 na corrente sanguinea pode representar uma etapa importante na evolugdo da
COVID-19 nos casos mais graves da doenga, podendo até levar a faléncia de multiplos 6rgaos
e a morte (Hagman et al., 2022; Ram-Mohan et al.,2022; Rizzi et al., 2023; Rovito et al., 2022).

Apos a infeccdo por SARS-CoV?2, as células B naive ou as células B de memoria, pré-
existentes de exposicdes anteriores, sdo ativadas por meio do reconhecimento do antigeno viral.
Assim, as células B ativadas iniciam a troca de classe de seu receptor antigénico para formar
plasmablastos e plasmocitos, que sdo células especializadas secretoras de anticorpos, gerando
imunidade humoral (Quast & Tarlinton, 2020). A apresentagdo clinica da COVID-19 pode ser
um resultado da qualidade da resposta imune adaptativa, que tem grande importancia na

prevencao e no tratamento de infecgdes pelo SARS-CoV-2 (Woodruff et al., 2020). Portanto,
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neste estudo, procuramos avaliar a relagdo das contagens de células B e a gravidade da COVID-
19. Como observado em nossos resultados, os pacientes com COVID-19 nido mostraram
qualquer redu¢d@o na contagem absoluta de linfocitos B quando comparados ao grupo controle.
No entanto, os pacientes com doenga leve apresentaram maior contagem relativa de células B
quando comparados aos grupos grave e critico. Assim, o compartimento de linfécitos B foi
avaliado e essas células foram subclassificadas em naive, transicionais, NS-MBC, CS-MBC,
células B DN e plasmablastos.

Os resultados deste estudo mostraram que, para os pacientes avaliados, ndo houve
alteracdes nas subpopulacdes de células B menos diferenciadas (naive e transicionais). No
entanto, os NS-MBC e os CS-MBC, que representam células em estdgio intermedidrio de
diferenciagdo, estavam reduzidos nos pacientes com doenga moderada. Assim, pode-se
observar que, apesar da pequena alteracdo nos valores absolutos das células B totais, esse
compartimento apresenta diversas alteragdes em pacientes com COVID-19. O efeito da
COVID-19 no compartimento das células B varia muito entre os estudos na literatura, onde
essas cé¢lulas algumas vezes estavam aumentadas e outras reduzidas (Kudryavtsev et al., 2021;
Laing et al., 2020; Martin-Sanchez et al., 2021; Sosa-Hernandez et al., 2020; Wang et al., 2020;
Woodruff et al., 2020). Apesar desta grande variacdo nos estudos presentes na literatura em
relacdo ao compartimento de células B, de pacientes com COVID-19, hd um consenso sobre o
aumento de plasmablastos, observado principalmente em pacientes com manifestagdes mais
graves da doenca, mas também alterado em pacientes com sintomas menos grave (Hoehn et al.,
2021; Laing et al., 2020; Martin-Sanchez et al., 2021; Sosa-Hernandez et al., 2020; Wen et al.,
2020; Wilk et al., 2020). Em alguns estudos, os plasmablastos chegam a compreender cerca de
30% do compartimento dos linfocitos B de pacientes com COVID-19 (Kaneko et al., 2020,
Mathew et al., 2020). Como mostrado neste estudo, os plasmablastos também apresentaram
aumento nos pacientes moderados, com aumento gradual até atingir o estado critico, embora
ndo tenha havido diferenga significativa entre as condigdes clinicas moderada e critica. Isso
demonstra uma rapida diferenciacdo das células B, que apos mudar de classe, diferenciam-se
em plasmablastos. De acordo com Shuwa et al. (2021), essa diferencia¢do pode ocorrer em até
sete dias apoOs a internagdo. Além disso, este estudo também demonstrou um aumento no
numero de linfécitos B DN nos pacientes que apresentavam quadro clinico considerado grave.

Essas observacdes estdo de acordo com os achados de outros estudos, que propdem que o
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declinio das células B de memoria pode ser resultado da ativacdo de células de memoria pré-
existentes, que se diferenciam em células de memoria "atipicas" (células CD27 ou DN) ou
plasmablastos/plasmocitos (De Biasi et al., 2020; Kaneko et al., 2020; Mathew et al., 2020;
Oliviero et al., 2020; Sosa-Hernandez et al., 2020).

Além de avaliar o compartimento de células B em pacientes com COVID-19, a
producgdo de anticorpos IgM, IgG e neutralizantes contra SARS-CoV-2 também foi avaliada.
Em geral, uma maior carga de antigenos impulsiona maior reatividade de anticorpos (Merad et
al., 2022). No caso da COVID-19, isso parece ser verdade, uma vez que outros estudos, como
o0 nosso, demonstram uma correlagao positiva entre a positividade de anticorpos contra o SARS-
CoV-2 e a gravidade da doenga, possivelmente, pela resposta extrafolicular de células B (Sette
& Crotty, 2021). Nossos resultados mostram que houve diferenca na reatividade destes
anticorpos de acordo com o quadro clinico dos pacientes. A maioria dos pacientes com
condi¢des clinicas moderadas a criticas apresentaram anticorpos reagentes. Estes achados
corroboram outros estudos na literatura, que sugerem que a COVID-19 induz respostas
especificas de células B e que o surgimento de anticorpos IgG, no soro dos pacientes, ocorre
aproximadamente ao mesmo tempo que o de IgM, geralmente nas primeiras duas semanas apds
o inicio dos sintomas (Braun et al., 2020; Grifoni et al., 2020; Roltgen & Boyd, 2021). No
mesmo periodo que a soroconversdo ocorre, os anticorpos neutralizantes se desenvolvem
rapidamente nos pacientes infectados pelo SARS-CoV-2. Alguns dados recentes sugerem que
a producdo de anticorpos neutralizantes contra o virus pode ser realizada mesmo por subtipos
de células B com pouca ou nenhuma maturagdo de afinidade (Sette & Crotty, 2021).

Além de estar relacionado ao desenvolvimento de um curso mais critico da doenga, o
aumento na contagem de linfécitos B DN também contribuiu para um pior desfecho da doenga,
na medida em que pacientes com maior porcentagem dessas células no compartimento B tinham
maior chance de morte. O niimero elevado de células B DN no sangue periférico de pacientes
com COVID-19 pode ser resultado de mecanismos extrafoliculares para o desenvolvimento de
uma resposta humoral especifica, o que pode representar um sinal de mau progndstico
(Kudryavtsev et al., 2021). Para abordar essa questdao, um estudo post-mortem obteve amostras
de linfonodos e bacos de pacientes que morreram de COVID-19 e encontrou um nimero

reduzido de centros germinativos nos foliculos desses tecidos linfoides secundarios. Essas
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observagdes sugerem fun¢ao prejudicada do centro germinativo e falta de formagao de células
B de memoéria de vida longa nos pacientes mais graves (Roltgen & Boyd, 2021). Outra
subpopulacdo de células B que tem se mostrado relacionada ao desfecho da doenga ¢ o CS-
MBC, que parece proteger os pacientes da morte. Essas células dependem da apresentagdo do
antigeno viral pelas células envolvidas na imunidade inata, no entanto, outros estudos
mostraram que essas células apresentadoras do antigeno estdo reduzidas em pacientes com
sintomas mais graves da COVID-19 e isso poderia explicar a diminui¢do dessas células em

pacientes que morreram (Walter et al., 2022).

7. CONCLUSAO

Este estudo demonstra que os pacientes infectados pelo SARS-CoV-2 apresentam
anticorpos especificos contra o virus ja nos primeiros 14 dias de infeccdo. Além disso, 0 RNA
viral do SARS-CoV-2 foi detectado com maior frequéncia em pacientes com quadro clinico
mais grave da doenca. Com relagdo ao compartimento de células B, este estudo demonstra que
alteracdes nas contagens de subpopulacdes de linfocitos B estd relacionada com o

desenvolvimento de quadros clinicos mais graves, bem como com um pior desfecho da doenca.

Com isso, sugerimos que 0s pacientes que se apresentam no hospital com sintomas
moderados a criticos sejam testados quanto ao perfil de células B, principalmente para avaliar
se o numero de linfécitos B DN estd aumentado dentro desse compartimento, visto a forte
correlacdo dessa populagdo celular com a mortalidade dos pacientes. Além disso, seria
importante avaliar a frequéncia de CS-MBC, pois parece que essas células tém um efeito

protetor para pacientes com COVID-19.

8. LIMITACOES

As principais limitagdes deste estudo foram: os pacientes estavam em diferentes
estagios da doenca, com diferentes periodos entre o inicio dos sintomas e a coleta das amostras.
Além disso, os pacientes, principalmente os internados, faziam uso de medicamentos diferentes,
o que pode ter afetado seu perfil imunologico e inflamatorio. Além disso, ndo avaliamos a

variante do virus que infectou os pacientes.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
Centro de Ciéncias da Saude
Departamento de Analises Clinicas
Campus Universitario - Florianopolis, SC, 88049-000, Brasil
Tel: (048) 3721 2071

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Gostariamos de convida-lo a participar do projeto de pesquisa intitulado: Resposta Imune Dos
Pacientes Infectados Pelo Sars-Cov-2, Um Estudo De Coorte conduzido pela Profa Dr* Maria
Cléaudia Santos da Silva da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Antes de decidir
se deseja participar, ¢ importante que o(a) Senhor(a) entenda por que esta pesquisa serd feita.
Por favor, leia com atencdo as informagdes a seguir para que a decisdo sobre a sua participagao
possa ser uma decisdo bem informada. Este termo de consentimento livre e esclarecido cumpre

as exigéncias contidas na Resolugdo CNS n°466/12.

QUAL A JUSTIFICATIVA E OBJETIVO DESTE ESTUDQO?

A doenca COVID-19 ¢ uma infec¢do que ocorre nos pulmdes e é causada pelo novo
coronavirus, chamado de SARS-CoV-2. Enquanto que a maioria das pessoas com COVID-19
apresenta apenas a forma leve da doenga, uma parcela desenvolve uma doencga respiratoria
grave. Acredita-se que o aumento da gravidade da COVID-19, bem como o bloqueio do seu
desenvolvimento esteja relacionada a prote¢do individual da pessoa infectada. Sabe-se que o
coronavirus descontrola a prote¢do contra o virus, o que pode atrasar a produgdo de anticorpos
(defesa) contra o virus e levar a piora da doenga, que pode atingir varios 0rgaos, principalmente
os pulmdes. Além disso, ndo se sabe até o momento se os anticorpos (defesa) produzidos contra

o coronavirus pelos infectados ¢ capaz de evitar novas infec¢des. Dessa forma, a realizacdo de
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estudos para acompanhar e avaliar as mudangas que naturalmente acontecerdo na resposta de
pacientes com COVID-19 com o passar do tempo podera auxiliar no entendimento de como a
doenga se desenvolve, o que pode auxiliar no tratamento dos pacientes. Diante disso, o objetivo
do presente estudo ¢ investigar o comportamento da resposta imune em pacientes com COVID-
19 quando aparece a doenca, e depois, apds 6 e 12 meses, para ver se as mudangas de

comportamento nessa resposta podem auxiliar na determinac¢ao da gravidade da doenca.

QUALIS OS PROCEDIMENTOS DESTE ESTUDO?

Apo6s o(a) Senhor(a) concordar em participar do estudo e assinar o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE), serdo coletados tubos de seu sangue. Além disso, o(a) Senhor(a)
sera contatado depois de 1, 6 e 12 meses pelos pesquisadores para realizar novas coletas de
sangue e realiza¢cdo de exames. Sempre que possivel, essas coletas sangue serdo realizadas com
outras que o(a) Senhor(a) tenha que realizar devido a infec¢do por coronavirus. Apos a coleta
dos tubos de sangue, eles serdo encaminhados ao laboratdrio de pesquisa, onde o sangue sera
utilizado para realizar os testes que avaliam algumas células ou proteinas envolvidas na resposta
do seu sistema imune. Adicionalmente, serd consultado o seu prontudrio médico para
coletarmos outras informagdes de interesse para o estudo, como resultados de exames de

laboratorio e tomografia computadorizada de torax.

EU TENHO QUE PARTICIPAR? QUAIS SAO OS BENEFICIOS ESPERADOS COM A
PESQUISA?

Cabe ao Senhor(a) decidir se ird ou ndo participar. Mesmo que o(a) Senhor(a) ndo queira
participar do estudo, isso ndo afetard de maneira nenhuma o padrao de cuidados que o(a)
Senhor(a) receberd. Se decidir participar, o(a) Senhor(a) precisa assinar este Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Mesmo apds ter assinado, ¢ garantida a liberdade
da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo, sem
qualquer prejuizo para o(a) Senhor(a). Duas vias deste documento serdo rubricadas e assinadas
pelo(a) Senhor(a) e pelo pesquisador. Guarde cuidadosamente a sua via, pois ¢ um documento

que traz importantes informagdes de contato e garante os seus direitos como participante da
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pesquisa. Pode ser que o(a) Senhor(a) ndo tenha nenhum beneficio direto com o estudo. No
entanto, com a conclusdo deste trabalho, esperase identificar exames de laboratorio que
auxiliem a determinar o prognostico de pessoas com COVIDI19, e compreender melhor a
dindmica da resposta imune ao coronavirus. Acredita-se que tal conhecimento auxiliara na
forma como os médicos tratardo futuros pacientes, bem como facilitard ao governo brasileiro

na tomada de decisdes em politicas publicas relacionadas a COVID-19.

EXISTEM RISCOS OU DESCONFORTOS ASSOCIADOS COM A PARTICIPACAO?

Nao existem riscos importantes relacionados, pode ocorrer apenas com os procedimentos de
coleta de sangue. No entanto, estes riscos serdo potencialmente reduzidos pelos pesquisadores:
a coleta de sangue sera realizada em ambiente adequado e por equipe treinada. A equipe estara
presente durante os procedimentos de coleta e tomara todos os cuidados necessarios para que o
(a) Senhor(a) tenha o minimo de desconforto, apesar disto, poderd haver a possibilidade de
formag¢do de hematoma (manchas escuras) e sensacdo dolorosa no local da coleta. Se isso
acontecer, a equipe tomard as medidas necessarias para diminuir este desconforto. Sera
assegurado o direito do(a) Senhor(a) ndo responder a qualquer pergunta se achar que ela ¢ muito
pessoal ou se sentir desconfortavel em falar. Os dados/resultados obtidos serdo armazenados
codificados e manuseados com todo cuidado somente pelos pesquisadores para reduzir o risco

de quebra de sigilo.

O QUE ACONTECERA COM AS INFORMACOES DESTA PESQUISA E COMO OS
MEUS DADOS PESSOAIS SERAO UTILIZADOS?

As informagdes obtidas serdo mantidas em sigilo e utilizadas exclusivamente para os fins desta
pesquisa. Os resultados deste trabalho poderdo ser apresentados em encontros ou revistas
cientificas. Seu anonimato serd mantido quando da divulgagdo dos resultados nos meios
cientificos, pois os dados apresentados nao incluirdo nomes de pessoas, ou seja, apenas
divulgaremos resultados obtidos como um todo. O(a) Senhor(a) podera solicitar informagdes

durante todas as fases da pesquisa, inclusive apds a publicacdo da mesma.
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QUE CUSTOS TEREI SE PARTICIPAR?

Nao ha despesas previstas para o(a) Senhor(a) em qualquer fase do estudo. Conforme previsto
pelas normas brasileiras de pesquisa com a participac¢do de seres humanos, o(a) Senhor(a) nao
recebera nenhum tipo de compensacdo financeira pela sua participagdo neste estudo. Caso
alguma despesa extraordindria associada a pesquisa venha a ocorrer, o(a) Senhor(a) sera
ressarcido(a). Em qualquer momento, se sofrer algum dano comprovadamente decorrente desta

pesquisa, o(a) Senhor(a) terd direito a indenizagao.

COM QUEM DEVO ENTRAR EM CONTATO SE NECESSITAR DE MAIS
INFORMACOES?

Os pesquisadores sdao pessoas com quem vocé deve contar, no caso de dividas sobre oestudo
ou sobre os seus direitos como participante. Quaisquer informagdes adicionais sobre a pesquisa,
em qualquer momento, poderdo ser solicitadas a Prof* Dr* Maria Claudia Santos da Silva, do
Departamento de Anélises Clinicas do Centro de Ciéncias da Saude da UFSC
(ACL/CCS/UFSC). A sua sala fica localizada no 2° piso do Hospital Universitario Professor
Polydoro Ernani de Sdo Thiago (HU/UFSC/EBSERH), ao lado do Ntcleo Desenvolver — CEP
88040-970 - Florianopolis — SC. Seus dados de contato sdo: (48) 37212071; e-mail:

maria.claudia.silva@ufsc.br. Em caso de davidas relacionadas aos procedimentos éticos da

pesquisa, favor entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
(CEPSH). O CEPSH ¢ um 6rgao colegiado interdisciplinar, deliberativo, consultivo e
educativo, vinculado a Universidade Federal de Santa Catarina, mas independente na tomada
de decisdes, criado para defender os interesses dos participantes da pesquisa em sua integridade
e dignidade e para contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos. Dados
para contato com o CEPSH- UFSC: Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos -
Universidade Federal de Santa Catarina - Prédio Reitoria II - Rua: Desembargador Vitor Lima,
n® 222, sala 401, Trindade, Florian6polis/SC - CEP: 88.040-400 - Contato: (48) 3721-6094 ou

cep.propesq@contato.ufsc.br

Segue abaixo os termos da declaracio para poder participar do estudo:
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Acredito ter sido suficientemente informado a respeito do estudo “Resposta Imune Dos
Pacientes Infectados Pelo Sars-Cov-2, Um Estudo De Coorte”. Eu discuti com os pesquisadores
responsaveis sobre a minha decisdo em participar neste estudo. Ficaram claros para mim quais
sd0 os propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos,
as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que
minha participagdo ¢ isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar,
caso seja necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o
meu consentimento a qualquer momento: antes ou durante o mesmo, sem penalidades, prejuizo,

perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servico.

Nome do participante/CPF Assinatura Data
ou
Responsavel legal/CPF Assinatura Data

Responsavel pelo estudo/CPF Assinatura Data
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APENDICE B - PROTOCOLO DE SEPARACAO DAS CELULAS
MONONUCLEARES (PBMC)

Centrifugar a amostra por 10 minutos a 4.400 rpm para separar o plasma. Antes de retirar o
plasma, fazer uma marca no tubo onde est4 o volume total. Dividir o volume de plasma em dois
microtubos (criotubos) de 2mL devidamente identificados para armazenar em freezer -80°C.
Adicionar PBS na mesma quantidade removida de plasma e homogeneizar por inversao.

Separagao das PBMC:

1. Pipetar 2 mL de Ficoll-Hypaque a um tubo de poliestireno de SmL identificado e deixar
atingir a temperatura ambiente;

2. Em um outro tubo adicionar 1,5 mL de sangue total (sem plasma, com PBS) e 0,5 mL de
PBS;

3. Inclinar o tubo de poliestireno de 5 mL e pipetar a amostra (2 mL de sangue total, sem plasma
e com PBS) sobre o Ficoll com uma pipeta Pasteur (cuidar para ndo misturar);

4. Centrifugar por 30 minutos a 2.000 rpm,;

5. Remover e descartar o sobrenadante, coletar o “anel” que contém as PBMC com uma pipeta
Pasteur e transferir para outro tubo de SmL identificado;

6. Adicionar PBS até o volume final de cerca de 4 mL, homogeneizar por inversdo e centrifugar
5 minutos a 2.000 rpm;

7. Ressuspender o pellet com 100 uL de PBS;

8. Proceder a marcagdo do Tubo (marcacdo de superficie — protocolo Apéndice B);

Aquisicao dos dados do tubo com PBMC para anélise das células B:

Guardar 10.000 a 50.000 eventos CD19+ (stopping gate).

Fonte: Elaborada pelo autor (2024).



APENDICE C - PROTOCOLO DE MARCACAO DE SUPERFICIE
1. Homogeneizar completamente a amostra de sangue-periférico (SP) com EDTA;

2. Identificar um tubo de poliestireno de 5 mL com as iniciais do paciente (amostra), € um
tubo com as iniciais do paciente e a letra B (Branco).

3. Adicionar 30 uL de SP e 70uL de PBS ao tubo B;
4. Adicionar 100 uL de PBMC ressuspendidos com PBS;

5. Pipetar os anticorpos monoclonais, de acordo com o painel;

6. Homogeneizar em vortex;

7. Incubar por 30 minutos no escuro e temperatura ambiente;

8. Adicionar 2 mL de solugdo lisante de hemacias, homogeneizar em vortex;

9. Incubar por 15 minutos no escuro a temperatura ambiente;
10. Centrifugar 5 minutos a 2.000 rpm;

11. Remover o sobrenadante com pipeta Pasteur e ressuspender a amostra em 2 mL de
PBS;

12. Centrifugar 5 minutos a 2.000 rpm;

13. Remover o sobrenadante com pipeta Pasteur e ressuspender a amostra em 300 uL de
PBS;

14. Adquirir imediatamente no citdmetro ou manter em geladeira por no maximo 1 hora
até a aquisicao.
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APENDICE D - PROTOCOLO DE EXTRACAO DE RNA VIRAL DO PLASMA

Este protocolo consiste em trés etapas: (I) preparacao dos tampdes, (II) preparacao da
amostra; (III) purificacdo do RNA.

Preparagdo dos tampdes:

- Adicionar 250 uL de beta-mercaptoetanol (0,5%) em 100 mL de “Viral RNA Buffer”
(presente no kit);

- Adicionar 24 mL de etanol (100%) no frasco de 6 mL de “Viral Wash Buffer’(presente
no kit);

Preparagdo das amostras:

- Diluir as amostras em “DNA/RNA Shield (2x Concentrate)” em uma propor¢ao de 1:1 e
um volume final de 400 uL;

Purificagdo do RNA;

- Adicionar 800 uL de “Viral RNA Buffer” aos 400 uL da amostra diluida e misturar
bem;

- Adicionar 5 pL do controle interno (fornecido no kit para RT-PCR) e homogeneizar em
vortex por 10 segundos;

- Transferir a mistura para uma coluna “Zymo-Spin Column” (fornecido no kit) e
centrifugar por 2 minutos a 10.000 x/g;

- Adicionar 400 uL de “Viral Wash Buffer” a coluna, centrifugar 30 segundos a 10,000
x/g e descartar o volume residual;

- Adicionar 40 uL de “DNase I Reaction Mix”(fornecido no kit) a coluna e incubar a
temperatura ambiente por 15 minutos;

- Adicionar a coluna 500 uL de “RNa Prep Buffer”, centrifugar 30 segundos a 10,000 x/g
e descartar o volume residual;
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- Adicionar 500 uL de “Viral Wash Buffer” a coluna, centrifugar por 30 segundos a
10,000 x/g e descartar o volume residual;

- Adicionar 500 uL de etanol (100%) a coluna e centrifugar por um minuto , para garantir
que todo o tampao de lavagem sera removido.

- Cuidadosamente remover a coluna e colocala em outro tubo, livre de nuclease;

- Para eluir o RNA, adicionar 15 uLL de ‘DNase/RNase-Free Water” (fornecido no kit) ao
tubo com a coluna e centrifugar por 30 segundas a 10.000 x/g.
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APENDICE F - PROTOCOLO DE RT-PCR

Preparacdo dos reagentes:
MIX CV19:

- Antes de utilizar, centrifugar brevemente (pulso) para concentrar o componente no fundo
do tubo.

- Reconstituir a mix na area pré-PCR do laboratdrio. Abrir o tubo da mix liofilizada com
cuidado para evitar que o pellet se desfaca e adicionar 390 pL do tampdo de reidratacao
fornecido no kit. Homogeneizar gentilmente com a pipeta. Centrifugar brevemente (pulso) para
remover bolhas geradas durante a homogeneizagao.

Controle Interno — CI:

- Manipular o controle interno (CI) na area pré-PCR do laboratério, longe do controle
positivo liofilizado. Antes de utilizar, centrifugar brevemente (pulso) para concentrar o
componente no fundo do tubo.

- Reconstituir o controle interno liofilizado com 500 pL de Agua livre de RNase/DNase
fornecida com o kit e homogeneizar completamente através de vortex.

- Uma vez que o controle interno tenha sido reconstituido, armazenar a -20°C. E
recomendado armazenar em aliquotas para minimizar os ciclos de congelamento e
descongelamento.

IMPORTATNE: O frasco de Agua livre de RNase/DNase deve ser utilizado primeiramente
para reconstituir o controle interno liofilizado, e em seguida pode ser utilizado para reconstituir
o controle positivo.

Controle Positivo - CP

- Centrifugar brevemente (pulso) para concentrar o componente no fundo do tubo.

- Reconstituir o controle positivo liofilizado com 100 pL de Agua livre de RNase/DNase
fornecida com o kit.

- Uma vez que o controle positivo tenha sido reconstituido, armazenar a -20°C. E
recomendado armazenar em aliquotas para minimizar os ciclos de congelamento e
descongelamento.

Controle Negativo — CN:

- Solugdo pronta para uso.

- Antes de utilizar centrifugar brevemente (pulso) para concentrar o componente no fundo
do tubo.
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Procedimento de Amplificacao:

- Adicionar 15 pL. da MIX CV19 em cada pog¢o de acordo com o niimero de reagdes
necessarias, incluindo amostras e controles.

- Adicionar e homogeneizar na Mix 5 pL. de RNA extraido de cada amostra, controle
positivo reconstituido e controle negativo nos respectivos pocos e fechar a placa/microtubos.

- Centrifugar brevemente a placa/microtubos.
- Colocar a placa/microtubos no equipamento.

- Apo6s configurar a programagao como descrito no subitem “Programacdo da PCR”, iniciar
a corrida no termociclador.

Programacdo da PCR:
# Ciclos

Etapa Temperatura Tempo

1
Hold 45°C 15 min.

1
Hold 95°C 2 min.

Ciclo PCR 95°C 10 seg. 45

(*Coleta de Dados) 60°C (*) 50 seg.

Selecao de detectores:

Selecionar os detectores informados na tabela abaixo:

Gene Alvo Reporter
Gene ORF1lab FAM
Controle interno VIC

Gene N ROX
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Gabarito de teste:

Exemplo de gabarito para posicionamento das amostras e controles para a analise com o

kit:
f/Al:\
(n2)
(%) LEGENDA:
() Al - A6 = Amostras;
= CP = Controle Positivo;
(#s) CN = Controle Negativo.
l:.VA.E\I
{;P]
C 'W
Validagao da Corrida:

Validar a corrida como descrito na tabela abaixo:

Critério Alvos Controle Interno Resultado do ensaio
o Detectado inferior ao L.
N3ao detectado Ct de 35 Valido

. Detect i
Controle Negativo etectado superior

Nao detectado ao Ctde 35/ Nao Invalido
detectado
Detectado Detectado Invalido
Detectado Nao detectado Valido
Controle Positivo Nao detectado Nao detectado Invalido
Nao detectado Detectado Invalido

Analise de amostras:

O usudrio deve realizar uma andlise cuidadosa no grafico de amplificacdo para cada
amostra e para todos os alvos apds os parametros serem configurados, para confirmar a presenga
ou auséncia do traco exponencial. Analisar os resultados das amostras como descrito na tabela
abaixo:
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Alvos
Critério . tContrc;lg C resultado
Gene ORFla/b (FAM) Gene N (ROX) interno (VIC)
) . ) . Amostra
Detectado inferior ao Detectado inferior ao Detectado / Positiva
Ct de 38 Ct de 38 N3ao Detectado 1
Valida
Detectado inferior ao Nao Detectgdo / Detectado / Amgs:tra
Ct de 38 Detectado acima ou Niio Detectado Positiva
© igual ao Ct de 38 Vilida
Nao Detectgdo / Detectado inferior ao Detectado / Amost.ra
Detectado acima ou ~ Sugestiva
: Ct de 38 N3ao Detectado .
igual ao Ct de 38 Positiva
Amostra
Nao Detectado / Nao Detectado / ngg?i?l Amostra
Detectado acima ou Detectado acima ou ioual ao Ct de Negativa
igual ao Ct de 38 igual ao Ct de 38 £ 35 Vilida
N3ao Detectado
Nao Detectado / Nao Detectado / / Detectado
) . . Erro no
Detectado acima ou Detectado acima ou superior ou .
expermmento

igual ao Ct de 38

igual ao Ct de 38

igual ao Ct de
35
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Lymphocyte B Subtypes in Peripheral Blood:
A Prognostic Biomarker for COVID-19 Patients
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Magali Chaves Luiz,® Ana Carolina Rabello de Moraes,*" Maria Claudia Santos-Silva,*<®
and Eduardo Monguilhott Dalmarco @ 2

Background: In view of the scientific gap in knowledge of the involvement of the B-cell compartment and clinical
prognostic in SARS-CoV-2 infection, this work aims to evaluate the B-cell subsets and the presence of specific IgM
and IgG, as well as neutralizing antibodies against SARS-CoV-2, in unvaccinated patients diagnosed with COVID-19.
Methods: This study included 133 patients with COVID-19. Cellular components were assessed by flow cytometry,
and immunoglobulin levels and reactivity were measured by indirect enzyme-linked immunosorbent assay.
Results: Our results showed no changes in less differentiated B cells. However, non-switched memory B cells
(NS-MBCs) and class-switched memory B cells (CS-MBCs) were reduced in the patients with moderate disease.
Also, plasmablasts and double-negative (DN) or “atypical” memory B cells were increased in groups of patients
with moderate to critical conditions. In addition, the production of IgM, IgG, and neutralizing antibodies against
SARS-CoV-2 demonstrated a positive correlation between the positivity of antibodies against SARS-CoV-2 and
disease severity. Besides being related to the development of a more severe course of the disease, the increase
in DN B-cell count also contributed to a poorer disease outcome in patients with a higher percentage of these
cells. On the other hand, we observed an increase in the absolute number of CS-MBCs in patients with greater
chances of survival.

Conclusions: This study demonstrates that the B-cell compartment may contribute to the development of
clinical symptoms of COVID-19, with changes in B-cell subset counts linked to disease course and patient
prognosis.
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Abstract

Coronavirus disease 2019 (COVID-19) is a respiratory infection caused by severe
acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) and marked by an intense
inflammatory response and immune dysregulation in the most severe cases. In order
to better clarify the relationship between peripheral immune system changes and
the severity of COVID-19, this study aimed to evaluate the frequencies and abso-
lute numbers of peripheral subsets of neutrophils, monocytes, and dendritic cells
(DCs), in addition to quantifying the levels of inflammatory mediators. One hun-
dred fifty-seven COVID-19 patients were stratified into mild, moderate, severe, and
critical disease categories. The cellular components and circulating cytokines were
assessed by flow cytometry. Nitric oxide (NOx) and myeloperoxidase (MPO) levels
were measured by colourimetric tests. COVID-19 patients presented neutrophilia,
with signs of emergency myelopoiesis. Alterations in the monocytic component were
observed in patients with moderate to critical illness, with an increase in classical
monocytes and a reduction in nonclassical monocytes, in addition to a reduction in
the expression of HLA-DR in all subtypes of monocytes, indicating immunosuppres-
sion. DCs, especially plasmacytoid DCs, also showed a large reduction in moderate
to critical patients. COVID-19 patients showed an increase in MPO, interleukin (IL)-
12, IL-6, IL-10, and IL-8, accompanied by a reduction in IL-17A and NOx. IL-10 lev-
els >14 pg/ml were strongly related to the worst outcome, with a sensitivity of 78-3%
and a specificity of 79-1%. The results of this study indicate the presence of systemic

Immunology. 2022;165:481-496.
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Abstract

Coronavirus disease 2019 (COVID-19) is a respiratory tract infection caused by
the new severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2). An ade-
quate T cell response is essential not only for fighting disease but also for the crea-
tion of immune memory. Thus, the present study aims to evaluate the T cells of
patients with moderate, severe and critical COVID-19 not only at the time of ill-
ness but also 2 months after diagnosis to observe whether changes in this com-
partment persist. In this study, 166 COVID-19 patients were stratified into
moderate/severe and critical disease categories. The maturation and activation of
T cells were evaluated through flow cytometry. In addition, Treg cells were ana-
lysed. Until 15 days after diagnosis, patients presented a reduction in absolute and
relative T lymphocyte counts. After 2 months, in moderate/severe patients, the
counts returned to a similar level as that of the control group. In convalescent
patients who had a critical illness, absolute T lymphocyte values increased consid-
erably. Patients with active disease did not show differentiation of T cells. None-
theless, after 2 months, patients with critical COVID-19 showed a significant
increase in CD4" EMRA (CD45RA™ effector memory) T lymphocytes. Further-
more, COVID-19 patients showed delayed T cell activation and reduced CD8"
suppressor T cells even 2 months after diagnosis. A reduction in CD4" Treg cells
was also observed, and their numbers returned to a similar level as that of healthy
controls in convalescent patients. The results demonstrate that COVID-19 patients
have a delayed activation and differentiation of T cells. In addition, these patients
have a great reduction of T cells with a suppressor phenotype.

KEYWORDS
COVID-19, immune system, SARS-CoV-2, T lymphocytes, Treg
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Abstract

Nowadays, macrophages are recognized as key cells involved in chronic inflammatory conditions, and play central roles
in all inflammatory diseases and cancer. Due to their extensive involvement in the pathogenesis of inflammatory diseases,
they are now considered a relevant therapeutic target in the development of new therapeutic strategies. 2-Iminothiazo-
lidines are associated with important anti-inflammatory activity and represent a rich source for the development of new
drugs and treatments. Our research focuses on evaluating the anti-inflammatory capacity of these compounds and their
relationship with M1/M2 macrophage polarization. The results demonstrate that 2-iminothiazolidines have the capacity
to decrease the levels of anti-inflammatory biomarkers, such as cytokines (IL-1p, TNF-a, and IL-6), nitric oxide synthase
(with impact on NOx production), and COX-2, following a significant decline in NF-kB activation. We also observed
an increase in levels of anti-inflammatory cytokines (IL-4 and IL-13) in the in vitro model of RAW 264.7 macrophages
induced by LPS. Moreover, this is the first report, suggesting that the anti-inflammatory activity of 2-iminothiazolidines is
associated with the ability to enhance phagocytosis, increase Arginase-1 and CD206 expression, and increase the secretion
of IL-10. Furthermore, an in vivo study using the acute lung injury model induced by LPS proved the anti-inflammatory
activity of a selected 2-iminothiazolidine, named methyl 2-(benzoylimino)-3-methyl-4-(4-nitrobenzyl)-1,3-thiazolidine-
4-carboxylate. All these results, taken together, lead us to hypothesize that the mechanism of anti-inflammatory effect
observed with this compound is closely related to the ability of this compound to produce macrophage repolarization,
from the M1 to the M2 phenotype.

Keywords 2-Iminothiazolidines - Anti-inflammatory - Pro-inflammatory cytokines - Anti-inflammatory cytokines -
Macrophage repolarization

Introduction

The inflammatory process is a normal and adaptive response
initiated after challenge by harmful stimuli (Aghasafari
et al. 2019). This response is initiated locally; however,
if the initial challenge is not eliminated, it can spread
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systemically, leading to important changes in the normal
homeostasis (Varela et al. 2018). An orchestrated acute
inflammatory response is crucial to eliminate the challenge,
with the concomitant initiation of tissue repair through the
production of an effective immune memory (Fullerton and
Gilroy 2016).

The first actors responsible for this intricate system
are the resident immune cells. In this context, the mac-
rophages play a pivotal role in recognizing the invading
threat via pathogen recognition receptors (PRRs) (Gaber
et al. 2017). The cell response is closely related to the acti-
vation of Toll-like receptors (TLR) upon recognition of
specific ligands (e.g., lipopolysaccharides). Depending on
the characterization of the harmful stimuli, different solu-
ble mediators are produced, leading to the polarization of
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Abstract

Acute lung injury (ALI) is one of most critical inflammatory conditions. It is produced by different scenarios, which poses
a challenge for its clinical management and treatment. Coumarins, a class of natural and synthetic compounds, identified
as important candidates for new drugs due to their anti-inflammatory action, could be an alternative for the development of
new medicines to manage ALI. In this article, we compile the results of a literature review to conclude whether coumarins
are as effective as anti-inflammatory compounds when used in LPS-induced ALI in mice. The outcomes used as parameters
to answer this question were: the ability to reduce the influx of inflammatory cells, and edema in inflamed lungs. A total
of eight manuscripts were reviewed that unanimously addressed the anti-inflammatory efficacy of coumarin compounds in
inhibiting the formation of edema and the influx of leukocytes into the lungs in LPS-induced ALI in mice. Most of the stud-
ies also highlighted the role of compounds in decreasing the production of pro-inflammatory cytokines, and these effects
were associated with interference in the cell signaling pathways, which were investigated by some of the studies included in
this review. The assessment of methodological quality showed that the studies evaluated in this review had moderate to high
risk of bias, related to the lack of data on randomization of the animals, and the blinding of the investigators, compromising
the reliability of the experimental results of the published works. Leading the results of the manuscripts is possible affirm
that coumarins have important anti-inflammatory effects in LPS-induced ALI in mice, and the effect is comparable to the
reference anti-inflammatory drug dexamethasone.
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Lessons from the field

Recruiting health professionals to the COVID-19 response, Brazil
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Problem The coronavirus disease 2019 (COVID-19) pandemic posed a major workforce challenge to Brazil, which has a large land area and
a shortage of health workers in regions distant from the big cities.

Approach The Brazilian health ministry implemented a computerized solution to provide rapid support to states and municipalities to hire
health professionals from large urban centres to work in underserved areas during the COVID-19 pandemic. We designed an online system
for health professionals to register their willingness to work on the COVID-19 response; the system was launched to the public in April 2020.
Local setting Brazil is a large country with great heterogeneity in access to health care across its different regions. Before the initiative was
launched, 5156 020 health professionals were officially registered with professional councils. However,an estimated 3 200000, more than
60% of them, were working in the two regions with the highest standard of living.

Relevant changes Up to February 2022, 1007 138 health professionals had self-registered on the system, providing a sizeable database of
professionals from a range of disciplines. Of these, 371275 professionals were willing to work on the COVID-19 response in remote areas.
By 1 February 2022, 157 755 professionals have been trained and deployed to these underserved areas.

Lessons learnt Partnership of the government with professional councils and the use of official communication channels were important
strategies to improve registration and ensure the success of the scheme. We predict that the database will assist with future public health
campaigns in Brazil.

Abstracts in , H13Z, Francais, Pycckuii and Espaiiol at the end of each article.
[E34 G Y

Introduction

The coronavirus disease 2019 (COVID-19) outbreak was
declared a pandemic by the World Health Organization in
early 2020. Two years on, the pandemic still represents a major
challenge for health systems, which must implement strate-
gies to combat the spread of infection, restructure the health
service network to meet the increased demand for treatment
of respiratory symptoms, and continue to offer care for other
health conditions.' Brazil too faced challenges such as a high
demand for care, lack of hospital beds, illness of professionals,
long-standing shortages of human resources and materials, and
the need for professional training on the clinical management
of people infected with COVID-19.*

We describe how the Brazilian government implemented
a computerized strategy to link health councils, health profes-
sionals and the government in the selection and assignment
of health professionals to the most isolated and underserved
regions of the country.

Local setting

The total population in Brazil is around 213.48 million people.
Brazil’s unified health system was established by the Brazilian
Federal Constitution in 1988.* Since then, Brazil’s government
has decentralized tasks and resources and increased the supply
and access to health services, which has had a positive impact
on the population’s health and mortality.>® However, public
health managers face some challenges in the implementation
of the health policy, such as a lack of public infrastructure, lack
of planning, difficulties in equitable distribution of resources

across regions, lack of human resources in some areas, and re-
sistance to changes in health-care models and practices.” While
the two more developed regions of Brazil in terms of human
development index have an estimated 3200000 (62%) of the
5156020 total health workforce, the two least developed regions
have no more than about 700 000 (14%) of these professionals.

To meet the challenge of maintaining health assistance to
all regions of the country during the COVID-19 pandemic, the
health ministry coordinated workforce management policies
and provided health professionals and institutional support
to states and municipalities of the country. For this, the health
ministry designed the initiative O Brasil Conta Comigo’ to
provide institutional support for the recruitment of health
professionals during the COVID-19 pandemic.

Approach

The initiative was instituted through a government ordinance on
31 March 2020,” with the objective of training health profession-
als on COVID-19 clinical management protocols, after which
they could participate in the national COVID-19 programme.

We designed an online system that would allow health pro-
fessionals to self-register to work on the COVID-19 response.
The aim was to create a database to support decisions on hiring
health professionals by local health authority managers, thus
facilitating the recruitment process, and ensuring that profes-
sionals were trained on clinical management protocols for
COVID-19 infections. We developed the registration system
following the model-view-controller architecture pattern,
with Spring Framework (VMware, Palo Alto, United States of
America), Java 8 (Oracle Corporation, Santa Clara, USA) and
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Personal health data has always been a big challenge for governments and health institu-
Access tions around the world. Similarly, to Brazil, several countries have data protection laws, thus
Consent in this paper, we performed a systematic review to answer the question: what are the ac-
Electronic health record tions regarding organization and management of sensitive personal heath data in countries
Electronic data processing with implemented data protection laws that can serve as examples of effective implemen-

tations of the data protection law in health systems? A total of 18 studies were included
in this review, on outcomes consent and access. Regarding consent, we highlight processes
for consent permission for sharing data with physicians or databases, for entering data in
electronic medical records and for accessing data for conducting studies. About access: pa-
tient portal data, login/authorization for viewing medical data, database infrastructure and
unauthorised access. The results showed that there are countries that are quite developed
in terms of data protection in health, as we mentioned in the highlights about access and
consent, but still we noticed a lack of documents about the work process involved in the im-
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PEC e-SUS APS online appointment scheduling system:
a tool to facilitate access to Primary Care in Brazil

Lucas Postal (https://orcid.org/0000-0001-7801-0573) *

Tanka Cristina Celuppi (https://orcid.org/0000-0002-2518-6644) '

Geovana dos Santos Lima (https://orcid.org/0000-0002-2299-5569) '
Mariano Felisberto (https://orcid.org/0000-0001-9268-4195) **

Thaisa Cardoso Lacerda (https://orcid.org/0000-0002-8185-5566) '

Raul Sidnei Wazlawick (https://orcid.org/0000-0003-4293-1359) '

Eduardo Monguilhott Dalmarco (https://orcid.org/0000-0002-5220-5396)

! Laboratorio Bridge, Centro

Tecnoldgico. R. Lauro
Linhares 2055, Trindade.
88036-003 Florian6polis
SC Brasil.
postal@bridge.ufsc.br
?Departamento de
Enfermagem, Centro

de Ciéncias da Satde,
Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC).
Florianépolis SC Brasil.
*Programa de Pés-
Graduagdo em Farmdcia,
Centro de Ciéncias da
Satide, UFSC. Florianépolis
SC Brasil.

“Departamento de
Informdtica e Estatistica,
Centro Tecnolégico, UFSC.
Florianépolis SC Brasil.

* Departamento de Andlises
Clinicas, Centro de
Ciéncias da Satde, UFSC.
Florianépolis SC Brasil.

Abstract Barriers faced by health services pro-
viding scheduled care result in high no-show rates.
This article describes the main characteristics of an
online appointment scheduling system incorporat-
ed into the citizens electronic health record sys-
tem (PEC e-SUS APS). Developed by the Bridge
Laboratory, Federal University of Santa Catarina,
which also developed the PEC e-SUS APS, the
system allows patients to schedule appointments
using the national patient communications hub,
Conecte SUS Cidaddo. The PEC e-SUS APS in-
cludes a professional’s agenda module that allows
patients to view available time slots and book and
cancel appointments. Unfortunately, despite the
benefits of online scheduling systems, their po-
tential has been poorly exploited in Brazil. The
main reasons for this include lack of information
and training of health professionals on how to use
the system and its potential benefits for Primary
Health Care (PHC) services. Wider dissemination
is needed to improve the adoption of the system
and promote the routine use of this tool in health
services in order to facilitate access to primary
health care.

Key words Electronic Health Records, Mobile Ap-
plications, Appointments and Schedules, Primary
Health Care, Unified Health System

Resumo A existéncia de barreiras nos servigos de
demanda agendada resulta no elevado indice de
absenteismo. O objetivo deste manuscrito é apre-
sentar as principais caracteristicas do Sistema de
Agendamento Online da estratégia e-SUS APS no
Brasil. O Sistema de Agendamento Online desen-
volvido pelo Laboratério Bridge da Universidade
Federal de Santa Catarina, o qual também desen-
volve o sistema de Prontudrio Eletronico do Cida-
dao (PEC e-SUS APS), e permite o agendamento
de consultas através do aplicativo Conecte SUS
Cidaddo. O PEC e-SUS APS possui, entre outros,
o médulo de agenda do profissional onde sdo rea-
lizadas as marcagdes e cancelamentos de consul-
tas, permitindo a visualiza¢ao de seus hordrios
e disponibilidades. Embora o uso de sistemas de
agendamento online seja capaz de fornecer bene-
ficios, infelizmente eles tém sido pouco explorados
na APS. Os principais motivos estdo relacionados
com a falta de informagdo e capacitagio dos pro-
fissionais sobre o sistema e os impactos nos servigos
prestados pelos estabelecimentos de satide da APS.
A fim de garantir a maior adogao e utilizagao do
Sistema de Agendamento Online, é necessdrio
ampliar a divulgacdo do sistema de modo a insti-
tui-lo na rotina dos servigos como um instrumen-
to facilitador do acesso a APS.

Palavras-chave Registros Eletronicos de Satide,
Aplicativos Moveis, Agendamento de Consultas,
Atengdo Primdria a Satide, Sistema Unico de
Satide
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Factors associated with circulating zonulin
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ABSTRACT - Background — Inflammatory bowel disease (IBD) comprises the spectrum between Crohn’s disease (CD) and ulcerative colitis (UC), a con-
dition whose prevalence in countries such as Brazil has increased significantly in recent years. Changes in the intestinal epithelial barrier function and,
consequently, an increase in intestinal permeability, have been suggested as important factors in the pathogenesis of different autoimmune conditions,
including IBD. Therefore, there is a need for a practical tool to assess gut barrier integrity in these patients. Objective — To study factors associated
with serum zonulin levels, a marker of intestinal permeability, in patients with IBD. Methods — This was a cross-sectional observational study that
included 117 patients with IBD and 32 healthy controls. Disease activity was assessed by the Simple Clinical Colitis Activity Index (SCCAI) in UC
and by the Harvey-Bradshaw Index (HBI) in CD subjects. Zonulin levels were measured by ELISA and inflammatory cytokines by Cytometric Bead
Array, using commercially available kits. Results — The mean age of IBD patients was 44.0115.9 years, 66.7% were female, 57 subjects were diagnosed
with CD and 60 with UC. At evaluation, clinical remission was observed in 56.7% of CD patients and in 59.2% of UC subjects. No differences were
observed in zonulin levels when comparing IBD patients with the control group (95.28 ng/mL vs 96.61 ng/mL, P=0.573) and when comparing pa-
tients with CD to those with UC (79.68 ng/mL vs 106.10 ng/mL, P=0.887). Among IBD group, zonulin concentrations were higher among females,
correlated positively with body mass index (BMI) and age; and negatively with hemoglobin and hematocrit. In patients with UC, zonulin correlated
negatively with hemoglobin, hematocrit, and albumin; and positively with BMI and SCCAIL. Among CD patients, zonulin was positively correlated
with age and BMI, but not with HBI. No correlations were observed between zonulin and circulating cytokines in IBD patients. Conclusion — In this
cohort mostly comprised of patients in clinical remission, serum zonulin levels were not higher in patients with IBD than healthy controls, and cor-
related with variables not linked to baseline disease, such as sex, age and BMI. However, zonulin correlated with clinical and laboratory parameters
of disease severity and activity among subjects with UC, but not among patients with CD. These findings indicate a potential role for zonulin as a
biomarker in IBD, particularly in UC.

Keywords — Inflammatory bowel disease; intestinal permeability; zonulin; inflammatory cytokines; disease activity.

INTRODUCTION

Inflammatory bowel disease (IBD) comprises the spectrum
between ulcerative colitis (UC) and Crohn’s disease (CD). Both are
immune-mediated conditions characterized by chronic intestinal
inflammation, being associated with greater morbidity and mor-
tality and high costs to the health system®. The pathophysiology
of IBD is not yet fully understood, but genetic, environmental
and intrinsic factors related to the individual with this condition
contribute to the development of intestinal inflammation. Changes
in the intestinal epithelial barrier function and, consequently, an
increase in intestinal permeability, have been suggested as important
factors in the pathogenesis of different autoimmune conditions,
including IBD®.

The intestinal epithelial barrier separates the external micro-
environment from the deeper layers of the host’s mucosa. Thus,
the intestinal lumen, which is located close to the apical region of

epithelial cells and contains a variety of macromolecules, bacterial
compounds and antibodies, remains isolated from more internal
regions of the organism, such as the lamina propria. For this to
occur, it is necessary the integrity of the epithelial barrier, a property
acquired through cell adhesion that is present through the junction-
al complex, composed of the structures tight junctions, adherens
junctions and desmosomes. These protein structures have dynamic
properties and influence the ability of the intestinal epithelium to
control the passage of substrates through the paracellular pathway,
being responsible, in part, for the intestinal permeability®?.
Zonulin is a 47-kDa molecular weight protein described by
Wang et al. which has the ability to increase intestinal permeability.
Its identification was described by studies that investigated the
pathophysiology of Vibrio cholerae, and identified a secondary en-
terotoxin, called zonula occludens toxin (Zot) and its endogenous
homologous, then called zonulin®. The mechanism by which zonulin
would modulate intestinal permeability, increasing it, was proposed
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