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Resumo

CHIMENO, L. G. Expresséo de citocinas e perfil de imunoglobulinas na COVID-19:
avaliacdo em doadores de plasma convalescente versus vacinados. 2022. 62 f.
Dissertagéo (Mestrado). Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista,
Botucatu, 2022.

No final de 2019 a cidade de Wuhan, na provincia chinesa de Hubei, anunciou
oficialmente a primeira epidemia pelo coronavirus 2 (SARS-CoV-2), que culminou na
pandemia de COVID-19 (doenca do coronavirus 2019), acometendo até 0 momento
cerca de 508 milhdes de pessoas. Mdltiplos fatores influenciam a evoluc¢do da COVID-
19, havendo dinamicas alteracdes na imunidade celular, humoral e perfis de
citocinas/quimiocinas, podendo progredir para hiperinflamacgéao sistémica. A fim de
mitigar a acdo deste fenémeno inflamatério e a evolucéo a infeccéo viral, a terapia
com plasma convalescente € uma alternativa a ser considerada. O plasma oriundo de
pessoas que se recuperaram da doenca e desenvolveram imunidade pode fornecer
imunizagdo passiva a individuos infectados, visando neutralizar o patdogeno e
amenizar efeitos da resposta inflamatéria grave. Este estudo teve por objetivo avaliar
o perfil de expressdo de citocinas/quimiocinas e imunoglobulinas especificas ao
SARS-CoV-2 em candidatos elegiveis a doacdo de plasma convalescente para
COVID-19. Os participantes foram distribuidos em grupos: GO —n= 15 (controle - naive
para SARS-CoV-2 e nao vacinados), G1 — n= 14 (naive para SARS-CoV-2 e
vacinados), G2 — n = 6 (convalescentes; ndo vacinados) e G3 — n = 15
(convalescentes; vacinados), totalizando 50 individuos. Foram avaliadas IL-8,
RANTES, MIG, MPC-1 e IP-10, as concentracdes dos anticorpos de classe IgG
dirigidos contra SARS-CoV-2 (anti-nucleocapsideo, anti-spike-S1 e anti-RBD) e a
capacidade de inibicdo dos anticorpos neutralizantes (Nabs). Foi possivel observar
maiores niveis de anti-spike S1 e anti-RBD (mediana = 100.153 pg/mL e 41.253
pg/mL, respectivamente), bem como maior taxa de neutralizacdo (mediana = 98%) em
G3 quando comparado com os demais grupos. Quanto as quimiocinas, os grupos G1
e G3 apresentaram menores niveis, e estes sao inversamente correlacionados aos
niveis de NAbs em G3. Ao passo que G2 apresentou hiveis plasmaticos mais elevados
de IP-10, IL-8 e anti-nucleocapsideos, caracteristicas que podem ser deletérias ao
receptor. Os resultados apontam para o potencial do plasma de individuos vacinados,
independente de terem tido COVID-19, dado o conjunto de caracteristicas que podem
favorecer imunidade passiva, mediante as concentracbes de imunoglobulinas
especificas ao SARS-CoV-2 (anti-S1 e RBD) e maior capacidade de inibi¢édo viral.
Desta forma, o plasma dos grupos G3 e G1, respectivamente, parecem agregar as
caracteristicas mais seguras e eficazes para TPC, de modo mais eficiente do que o
plasma oriundo de individuos ndo vacinados e recuperados da COVID-19.

Palavras-chave: Citocinas, Plasma Convalescente, COVID-19



Abstract

CHIMENO, L. G. Cytokine expression and immunoglobulin profile in COVID-19:
evaluation in convalescent versus vaccinated plasma donors. 2022. 62 p. Thesis
(Master's degree). Botucatu School of Medicine, Universidade Estadual Paulista, Botucatu,
2022.

At the end of 2019, the city of Wuhan, in the Chinese province of Hubei, officially
announced the first epidemic of coronavirus 2 (SARS-CoV-2), which culminated in the
pandemic of COVID-19 (coronavirus disease 2019), affecting until the present.
currently around 508 million people. Multiple factors influence the evolution of COVID-
19, with dynamic changes in cellular and humoral immunity and cytokine/chemokine
profiles, which can progress to systemic hyperinflammation. In order to mitigate the
action of this inflammatory phenomenon and the evolution to viral infection, therapy
with convalescent plasma has been considered an alternative. Plasma from people
who have recovered from the disease and developed immunity can provide passive
immunization to infected individuals, aiming to neutralize the pathogen and mitigate
the effects of the severe inflammatory response. This study aimed to evaluate the
expression  profile of SARS-CoV-2-specific  cytokines/chemokines  and
immunoglobulins in eligible candidates for COVID-19 convalescent plasma donation.
Participants were divided into groups: GO — n= 15 (control - naive to SARS-CoV-2 and
unvaccinated), G1 — n= 14 (naive to SARS-CoV-2 and vaccinated), G2 — n = 6
(convalescents; not vaccinated) and G3 — n = 15 (convalescents; vaccinated), totaling
50 individuals. IL-8, RANTES, MIG, MPC-1 and IP-10, the concentrations of IgG class
antibodies directed against SARS-CoV-2 (anti-nucleocapsid, anti-spike-S1 and anti-
RBD) and the inhibition of neutralizing antibodies (Nabs). It was possible to observe
higher levels of anti-Spike S1 and anti-RBD (median = 100,153 pg/mL and 41,253
pg/mL, respectively), as well as a higher neutralization rate (median = 98%) in G3 when
compared to the other groups. As for chemokines, groups G1 and G3 had lower levels,
and these are inversely correlated with NAbs levels in G3. While G2 showed higher
plasma levels of IP-10, IL-8 and anti-nucleocapsids, characteristics that can be
deleterious to the receptor. The results point to the potential of the plasma of
vaccinated individuals, regardless of having had COVID-19, given the set of
characteristics that can favor passive immunity, through the concentrations of
immunoglobulins specific to SARS-CoV-2 (anti-S1 and RBD) and greater capacity for
viral inhibition. In this way, plasma from groups G3 and G1, respectively, seem to
aggregate the safest and most effective characteristics for PCT, more efficiently than
plasma from unvaccinated individuals and recovered from COVID-19.

Keywords: Cytokines, Convalescent Plasma, COVID-19
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1. INTRODUCAO

No final de 2019, no més de dezembro, a cidade de Wuhan na provincia
chinesa de Hubei, anunciou oficialmente a primeira epidemia causada pelo novo
coronavirus 2 (SARS-CoV-2), que culminou nhuma pandemia mundial, sendo a doenca
denominada como COVID-19 (doenca do coronavirus 2019). O virus infecta o trato
respiratério que pode variar desde sintomas de resfriado comum até o quadro de
sindrome respiratéria aguda grave. (JAN, 2020; WHO, 2021).

Até o primeiro semestre de 2022, segundo a Organizacdo Mundial da Saude
(Who), a COVID-19 acometeu cerca de 508 milhdes de pessoas em todo o mundo,
levando a 6bitos cerca de 6,2 milhdes de individuos. Destes, 30,3 milhfes de casos e
662 mil oObitos foram registrados somente no Brasil, que teve o primeiro caso
registrado em 26 de fevereiro de 2020 (MINISTERIO DA SAUDE, 2020), sendo o
terceiro pais com maior niumero de casos, estando atras dos Estados Unidos da
América (EUA) e india (WHO, 2021; BRASIL, 2021c).

O alto nimero de casos deve-se a elevada taxa de transmissibilidade do virus, que
ocorre pelo contado com secrecdes (goticulas respiratérias) expelidas por tosse,
expiro e afins, de individuos contaminados, sendo eles sintomaticos ou
assintomaticos. O nivel de transmissibilidade sofre influéncia direta de fatores como
tempo de exposicao e distanciamento da fonte de infectada, tendo como maior risco
de contagio a exposicao a individuos sintomaticos. Ressalta-se também como fonte
de transmissdo a capacidade do virus permanecer ativo em superficies e em
suspensao no ar (aerossois) (WIERSINGA, 2020; BOUROUIBA, 2020).

1.1 Caracteristica e estrutura viral

Os coronavirus (CoV) séo categorizados em quatro géneros distintos, os alfa-
coronavirus (a-CoV), beta-coronavirus (B-CoV), gama-coronavirus (y-CoV) e delta-
coronavirus (6-CoV), numerados de um a quatro respectivamente. Esta familia viral
compartilha diversas semelhancas genotipicas e fenotipicas. Os coronavirus séo
conhecidos por sua capacidade de causar infec¢des respiratorias, sendo 0s géneros

a-CoV e B-CoV capazes de infectar células humanas (Tabela 1) (SU, 2016).
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Tabela 1 — Classificacdo dos CoVs capazes de infectar seres humanos.

Género Espécies

B-CoV SARS-CoV-2
SARS-CoV
MERS-CoV
HCoV-HKU1
HCoV-OC34

a-CoV HCoV-NL63
HCoV-229E

Fonte: Adaptado de SU, Shuo et al. Epidemiology, genetic recombination, and pathogenesis of
coronaviruses. Trends in microbiology, v. 24, n. 6, p. 490-502, 2016; PASQUEREAU, Sébastien et al.
Resveratrol inhibits HCoV-229E and SARS-CoV-2 coronavirus replication in vitro. Viruses, v. 13, n. 2,
p. 354, 2021.

Sete espécies de coronavirus conseguem causar infeccdo em humanos, sendo
HCoV-229E, HCoV-0C43, HCoV-NL63, HCoV-HKU1 as que sdo mais prevalentes,
porém gque possuem carater endémico de baixa patogenicidade, causando infec¢bes
comumente assintomaticas ou apresentando sindrome gripal leve autolimitada. Deve-
se destacar duas espécies, o coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave
(SARS-CoV), que surgiu por volta do ano de 2002, e o coronavirus da sindrome
respiratéria do oriente médio (MERS-CoV), identificado em 2012. Estes sendo os
primeiros coronavirus relatados a induzirem complicacdes de quadro clinico e elevada
taxa de mortalidade, 9% e 36% respectivamente. O novo coronavirus diferencia-se
dos demais devido a capacidade de causar complicagdo em multiplos 6rgaos e um
estado de hiperinflamacédo que pode levar ao 6Obito (SU, 2016; PASQUEREAUS,
2021).

O SARS-CoV-2 agente etiolégico causador da atual pandemia mundial é
pertencente ao género Betacoronavirus, familia Coronaviridae e subfamilia
Orthocoronavirinae, sendo seu genoma semelhante ao SARS-CoV, constituido por
RNA de fita simples de polaridade positiva, tamanho variado de 26kb a 32kb, envelope
proteico constituido por quatro proteinas principais, sendo elas: glicoproteina de pico
(S “Spike”), formada pelas subunidades S1 e S2, cita-se especialmente o dominio
ligante ao receptor [do inglés receptor binding domain (RBD)] presente em S1

(PEREIRA, 2021; WALLS, 2020); proteina da membrana viral (M); proteina do
16



envelope viral (E) e proteina do nucleocapsideo (N), seis proteinas acessorias e

demais proteinas ndo estruturais (Figura 1) (LIMA, 2020)

Figura 1 — Estrutura viral do SARS-CoV-2
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A) O SARS-CoV-2 tem sua estrutura formada principalmente pelas proteinas de superficie Spike (S),
membrana (M), envelope (E) e nucleocapsideo (N), sendo esta disposta no RNA viral. B) O virus utiliza-
se da proteina S para ligar-se a proteina ACE2 humana.

Fonte: MIN, Long; SUN, Qiu. Antibodies and vaccines target RBD of SARS-CoV-2. Frontiers in
Molecular Biosciences, v. 8, p. 247, 2021.

1.2 Processo de infecc¢éo celular

A infeccéo celular e de tecidos pode ocorrer por endocitose ou fusdo de membrana,
nos dois casos é mediada pela ligacdo da proteina S ao receptor corresponde na
membrana celular, neste caso sendo a enzima conversora de angiotensina 2 humana
(ACE2). Este receptor € expresso diversas células como células renais, pneumaocitos
tipo | e tipo Il, adipécitos, células cardiacas, do tronco cerebral, do trato
gastrointestinal, linfécitos, monécitos, mucosa nasal e oral (MARTINEZ-ROJAS,
2020). A presenca da glicoproteina S é um dos fatores principais que determinam a
viruléncia, havendo semelhanca de 76% dos aminoacidos formadores desta proteina
entre as espécies SARS-CoV e SARS-CoV-2 (OU, 2020)

Durante a infeccdo do SARS-CoV-2 a imunidade inata € a primeira linha de defesa,

a qual desempenha papel fundamental na inibicdo da disseminacdo patogénica. Ela
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€ baseada no reconhecimento de padr6es moleculares gerais. Esses padrbes
moleculares associados a patégenos (PAMPs) sdo detectados por receptores de
reconhecimento de padrdes (PRRs), que incluem receptores toll-like endossomais
(TLRs), receptor do tipo RIG (RIG -1) e receptores do tipo NOD (NLRs). As interacdes
PAMPs — PRRs desencadeiam a producdo de promotores inflamatérios como fator
nuclear kappa B (NF-kB) e o regulador de interferon do tipo 3 (IFN-3) que contribuem
para producao e liberacéo de interferon do tipo 1(IFN-1) e citocinas pré-inflamatdérias.
A infeccado pelo SARS-CoV-2 leva a uma baixa producéao de interferons (IFNs) do tipo
1 e tipo 3 (relacionados a inibicdo da replicacdo viral) e elevada producédo de
guimiocinas. Durante o curso da doenca o virus se replica sem provocar a producao
de IFNs, devido possuir diversas proteinas em sua estrutura que realizam papel
antagonico a producado e ativagdo de IFN, culminando em diversas alteragbes no

sistema imunolégico, conforme demonstrado na figura 2 (KHOSROSHAHI, 2021).
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Figura 2 — Imunopatologia da COVID-19
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A linfopenia é frequente na infecgdo por SARS-CoV-2 e acomete todos os tipos de linfocitos,
sendo mais acentuada de acordo com a severidade da doencga (A); a ativacéo de células T é dada
pelo aumento da expresséo de receptores de superficie virus especifico, induzindo liberacéo de
IL-2, TNF-a e INF-y (B); linfécitos T e células NK apresentam fenétipo de exaustdo celular
(aumento de proteina de morte celular programada — PD1, dominio de imunoglobulina de células
T e dominio de mucina 3 - TIM3 e receptor inibitério de NK - NKG2A) (C); também ha desbalanco
nos niveis neutrdéfilos, eosindéfilos, baséfilos e mondcitos (D); aumento de citocinas e quimiocinas,
em especial IL-1B, IL-6 e IL-10 que caracterizam a tempestade de citocinas (E); culminando na
producéo de anticorpos totais e da classe IgG (F).

Fonte: YANG, Li et al. COVID-19: immunopathogenesis and Immunotherapeutics. Signal
transduction and targeted therapy, v. 5, n. 1, p. 1-8, 2020.
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1.3. Estado de Hipercitocinemia (Tempestade de citocinas)

Nos casos graves de COVID-19 a resposta inflamatéria desencadeada pela infec-
cdo estimula a producao exacerbada de citocinas inflamatérias, induzindo uma hipe-
rinflamacéo sistémica intensa (a denominada “tempestade de citocinas”). Esta desre-
gulacdo imune é responsavel pelo intenso dano tecidual e celular, pela inflamagéo
pulmonar e sistémica, levando a quadros de pneumonia viral letal, sepse viral e sin-
drome respiratéria aguda severa. Além de contribuir paraincidéncia de provaveis com-
plicac6es hepdticas, cardiovasculares e neurais (KIM, 2021).

Observando a evolugéo clinica da COVID-19 a literatura reporta aumento nas
concentragdes de IL-13, CXCLS8 (IL-8), IL-10, CCL2 (MPC-1), IFN-y, CXCL10 (IP-10)
e TNF-a nos pacientes com quadro moderado, enquanto IL-2, IL-10, IP-10, MPC-1
(CCL2) e TNF-a apresentaram-se mais acentuadas nos individuos com quadros mais
graves, encaminhados a unidade de tratamento intensivo (UTI), podendo indicar
biomarcadores de valor preditivo para o agravo da doenga (HUANG, 2020).

Alguns estudos reportam aumento dos niveis de RANTES em pacientes com
infeccdo leve, permanecendo elevada apds a recuperacdo, indicando possivel
associacdo com a protecdo viral promovida por esta quimiocina, sendo ela
responsavel pela migracéo e direcionamento de células T no processo da infeccéo
viral aguda, podendo indicar um possivel preditor de melhor prognéstico (HERR,
2021).

Zhao e colaboradores reportaram que durante as primeiras semanas de infeccao
grave ocorre elevacdo de IL-10 e IL-1RA (antagonista natural de receptor das
interleucinas IL-1a e IL-1B), as quais possuem padrao de indugdo anti-inflamatorio,
permanecendo elevadas até cerca da quarta semana de infeccdo, enquanto as
citocinas pro-inflamatérias IL-1p, IL-6, IL-17, IL-12, IFN-y e IL-27 aumentam no estagio
avancado da infeccdo, aproximadamente ap0s a quarta semana. Esta correlacéo
negativa entre citocinas anti e pré-inflamatorias, favorece a piora do quadro (ZHAO,
2020).
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1.4. Uso do Plasma Convalescente na COVID-19

A fim de mitigar a agao da tempestade de citocinas e os demais efeitos sob o
organismo, alternativas de tratamento tém sido buscadas. Dentre elas, a utilizacdo do
plasma convalescente (PC), o qual tém histérico de eficacia no tratamento e na
profilaxia pos-exposicdo em infec¢des respiratorias anteriores a COVID-19.

Os primeiros relatos da utilizacdo da imunizagdo passiva na prevencao e
tratamento de doencas infecciosas humanas datam de 1890. O plasma imune obtido
de pessoas curadas ou recuperadas, o chamado plasma convalescente (PC), foi
usado durante surtos de varias doencgas infecciosas, considerando que nas
respectivas épocas ndo haviam outras alternativas terapéuticas e/ou especificas para
as patologias. Dentre elas podemos citar: gripe espanhola, sarampo, caxumba, SARS,
MERS, febre hemorragica Argentina, ebola e HIN1 (SANTOS E LIMA, 2020; ENRIA,
2008; WHO, 2014; CHENG 2004; OPAS, 2020).

A transfuséo de PC recebeu atencéo especial devido ao surgimento da COVID-19
(SARS-CoV-2) (CASADEVALL 2020; CABRERA, 2020). O PC trata-se do plasma de
pessoas acometidas previamente pelo patdégeno ou derivados, sendo por infeccao
prévia ou vacinacdo, 0 qual possui componentes como anticorpos neutralizantes
(NAbs), fatores de coagulacdo, anticorpos naturais, defensinas (peptideos
antimicrobianos — AMPS), pentraxinas (proteinas de fase aguda envolvidas na
regulacéo da inflamacéo), exossomos e micro RNA (miRNA) relacionados na ativacao
e producdao de citocinas anti-inflamatorias (MUNOZ, 2005; ROJAS, 2020; ASKENASE,
2020).

A utilizacéo do PC é realizada através da transfusédo, denominada como terapia de
plasma convalescente (TPC), coletado de forma segura por aférese. A finalidade é
fornecer uma imunizacdo passiva aos individuos infectados, tendo como principal
objetivo neutralizar o patdogeno e prover beneficios com a imunomodulacao,
amenizando efeitos da resposta inflamatoria grave (ROJAS, 2020; DUAN, 2020).

No estudo realizado por Bandopadhyay e colaboradores observou-se a acao anti-
inflamatoria do PC néo esta somente relacionada com a presenca de niveis elevados
de NAbs, mas sim, com a sinergia destes anticorpos funcionais com demais fatores
presentes no PC. Individuos com COVID-19 grave e sindrome do desconforto

respiratorio agudo (SDRA) tratados com TPC tiveram reducéo significativa dos niveis
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plasméticos de IP-10, M-CSF e IL-6, em relacdo aos tratados com o procedimento
padrdo. Considerando a forte associagao estas citocinas com a presenca de SDRA,
estes dados corroboram na demonstracdo da eficiencia da TPC na COVID
(BANDOPADHYAY, 2020).

Tem sido demonstrado que os niveis de citocinas/quimiocinas no plasma de
doadores convalescentes (IFN-y, IL-10, IL-15, IL-21 e MCP-1) encontram-se mais
elevados do que em doadores ndo expostos ao virus (grupo controle). Desta forma, a
avaliacdo do impacto destes componentes na evolucao da doenca se faz necessaria,
visto que os efeitos da imunomodulac¢éo induzida por PC podem favorecer a acéo pré
ou anti-inflamatoéria (BONNY, 2020).

A utilizacao do PC é regulamentada pelos 6rgdos governamentais como Ministério
da Saude (MS), Food and Drugs Administration (FDA), Organizagdo Pan-Americana
de Saude (OPAS), WHO e outras, que forneceram orientacdes sobre o emprego do
PC no decorrer da pandemia, baseando-se em resultados obtidos em estudos clinicos
de TPC em outras doencas infecciosas.

Inicialmente no Brasil, baseando-se nas normativas gerais das demais organiza-
¢cOes regulatodrias, tinha-se como prerrogativa a permissao de coleta e aplicacao de
PC dos individuos convalescentes ndo imunizados, contraindicando a doacgéo de in-
dividuos vacinados, devido a falta de dados, naquele momento, referentes a eficacia
e seguranca da imunidade fornecida pelas vacinas (BRASIL, 2021b). Posteriormente,
com o surgimento de resultados promissores e comprobatorios do perfil imunologico
dos individuos vacinados e eficacia das vacinas disponiveis, foi regulamentado o uso
de PC de individuos vacinados (BRASIL, 2021a). No entanto, a nota técnica N°
33/2021 destaca que, no presente momento, doadores vacinados contra a COVID-19
gue nunca foram infectados pelo virus SARS-CoV-2 ndo atendem a definicdo de do-
adores de plasma convalescente, sendo imprescindivel que o doador tenha tido a do-
enca, comprovada por exames laboratoriais.

O emprego de TPC é autorizado apenas como protocolos de ensaio clinico ou uso
experimental, devendo ser consideradas as orientagcdes da agéncia nacional de
vigilancia sanitaria (ANVISA): que o0s ensaios clinicos sejam controlados, seja
realizado monitoramento de eventos adversos, que o0 projeto tenha aprovacao ética e
no desenvolvimento haja ado¢ao de boas praticas de nos servi¢cos de saude, ficando

a critério do médico o momento ideal da indicagcdo do PC (BRASIL, 2020).
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Quanto ao momento estimado para a aplicacdo da TPC, ndo ha um consenso na
literatura, demonstrando variabilidade dos resultados quanto ao momento e nimero
de administragbes do PC, variando segundo o estado clinico do paciente, porém &
mais indicado o uso precoce (YE, 2020; MAIR-JENKINS, 2015; VAN DEN BERG,
2022). Os estudos realizados até o momento evidenciam a necessidade de melhor
compreender os componentes do PC e suas correlagdes, de maneira a elucidar sua

acao na TPC.

1.5. Imunizacéao

Com o decorrer da pandemia houve a necessidade de desenvolver formas de
combate ao virus ja disseminado, devido sua alta transmissibilidade e taxa de
mortalidade, considerando a baixa disponibilidade de tratamentos especificos,
eficazes que influenciassem diretamente o processo infeccioso. Deste modo,
impulsionou-se o desenvolvimento de vacinas contra a COVID-19 por diversos
laboratérios produtores de imunizantes no mundo, 0S quais possuem status de
aprovacao para uso emergencial em decorréncia da pandemia mundial (FILHO,
2022).

Os imunizantes tém por objetivo estimular a resposta imune humoral e
adaptativa, levando a inducdo de concentracdes suficientes de anticorpos
neutralizantes para prevenir a infeccdo e de numero suficiente de linfécitos T de
memoria para evitar a replicacdo viral nos pulmdes, prevenindo assim formas graves
e Obitos. Atualmente no Brasil estdo disponiveis alguns imunizantes, dentre eles a
ChAdOx nCoV-19, produzida pela universidade de Oxford juntamente a farmacéutica
AstraZeneca, que no territdrio nacional faz parceria de producdo com o instituto
FioCruz. E uma vacina de vetor de adenovirus de chimpanzé deficiente para
replicacdo que expressa a sequéncia completa do gene da glicoproteina da espicula
(Spike) do SARS CoV-2, conforme exemplificado na Figura 3 (TEIJARO, 2021; BULA
ASTRAZENECA).
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Figura 3 — Mecanismos de ativacdo imunoldgica de vacinas baseadas em adenovirus para COVID-
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Fonte: Adaptado de: Teijaro JR, Farber DL. COVID-19 vaccines: modes of immune activation and future

challenges. Nature Reviews Immunology. 2021 Mar 5; 21(4).

Em 17 de setembro de 2021 foi aprovado no Brasil a utilizacdo do medicamento
baricitinibe para o tratamento de pacientes internados com COVID-19, inserindo-o as
medicacOes disponiveis no Sistema Unico de Saude (SUS) através da portaria
SCTIE/MS N°34/2022, de 31 de marco de 2022. Este primeiro tratamento especifico
estd indicado exclusivamente para adultos que necessitem de oxigenacdo por
mascara facial, cateter nasal, com alto fluxo de oxigénio ou ventilacdo néo invasiva.
Este medicamento é um inibidor seletivo das enzimas Janus quinase (JAK) 1 e 2, as
guais possuem vias de acdo associadas a inflamacé&o e resposta imunolégica, deste
modo, o baricitinibe modula a sinalizacdo destas vias que levam a hiperinflamacéo
sistémica, bem como € capaz de inibir a internalizacéo viral por acado indireta na ACE2
(BRASIL, 2022; BRASIL, 2021; ASSADIAS, 2021).

Diante do exposto, considerando a gravidade da COVID-19, especialmente em
individuos ndo imunizados e/ou imunocomprometidos, além da restrita disponibilidade
de tratamento, torna-se evidente a necessidade de busca ativa de terapias alternativas
e eficazes para minimizar este problema e a TPC pode trazer beneficios a estes
pacientes. Deste modo, faz-se relevante a caracterizacdo do plasma de individuos
gue nao tiveram a doenca e foram vacinados, bem como dos individuos que tiveram

a infeccdo pelo SARS-CoV-2 apds a vacinacdo, de modo a avaliar o potencial
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terapéutico destes plasmas, podendo aumentar a gama de hemocomponentes

disponiveis para esta finalidade.
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2. OBJETIVOS GERAL

Definir os perfis imunes de doadores de plasma convalescente comparados aos

vacinados.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar diferentes grupos de individuos com potencial para doa¢édo de plasma
convalescente, considerando: aqueles que tiveram COVID-19 e se
recuperaram (ndo vacinados); individuos que nédo tiveram COVID-19 e foram
vacinados (Astrazeneca) e; individuos que tiveram COVID-19 posterior a
vacinacao;

e Quantificar as concentracdes plasmaticas de citocinas/quimiocinas;

e Avaliar se ha diferenca entre 0os grupos quanto a producdo de anticorpos
dirigidos contra os antigenos RBD, nucleocapsideo e Spike-S1 do SARS-CoV-
2.

e Avaliar se ha diferenca entre os grupos no padrao de anticorpos neutralizantes
para SARS-CoV-2;

e Avaliar se ha associacao entre as variaveis.
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3. CASUISTICA E METODOS

3.1 Definicao de amostragem

Este trabalho trata-se de um estudo de coorte prospectivo, no qual foram
convidados a participar individuos que entraram em contato ou ndo com SARS-CoV-
2, vacinados ou nao, dividindo-os em: GO, G1, G2 e G3 (Tabela - 2) respectivamente,

seguindo critérios de inclusdo geral e especificos para cada grupo.

Tabela 2 - Estratificagdo dos grupos.

Grupos Descri¢ao Individuos
(n®)
GO Individuos sem contato prévio com SARS-CoV-2 e néo vacinados. 15
G1 Individuos sem contato prévio com SARS-CoV-2 e vacinados com duas 15

doses do imunizante da Astrazeneca

G2 Individuo que tiveram COVID-19 e néo foram vacinados 15

G3 Individuos vacinados com duas doses do imunizante Astrazeneca e que 15
tiveram COVID-19 posterior a vacinagao

Foram coletados os seguintes dados demograficos: nome, nimero do registro
geral (RG), Cadastro de Pessoa Fisica (CPF), numero do prontuario MVSoul, sexo,
idade, data de nascimento, data provavel da infeccdo pelo SARS-CoV-2 (se aplicavel),
data do resultado positivo do teste de reacdo de transcriptase reversa seguida da
reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) para COVID-19, entre outros.

Para recrutamento dos participantes da pesquisa foram utilizados os seguintes
critérios:

Critérios de Incluséo Geral:

e Individuos de ambos os sexos;

e |dade superior a 18 anos (completos);

e Que ndo apresentem comorbidade, doenca autoimune e/ou doenca

infectocontagiosa.
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Todos os individuos de GO, G1, G2 e G3 atendiam aos critérios de doacao de
sangue convencional, regulamentadas pela Resolucdo da Diretoria Colegiada da
Anvisa — RDC 34, de 11 de junho de 2014, Portaria de Consolidacao n° 5, de 28 de
setembro de 2017 — Anexo 1V, juntamente a regulamentacéo estipulada e vigente no
decorrer da pandemia prevista na NOTA Técnica n°
19/2020/SEI/GSTCO/DIRE1/ANVISA e suas subsequentes atualizacdes, tendo
potencial para doacdo de plasma convalescente.

Para realizacdo deste projeto foram seguidas as normativas vigentes no
momento de elaboracdo e execucdo do trabalho, podendo haver posteriores
alteracdes nas normativas de doacéo de sangue e plasma convalescente, diante da
dindmica da COVID-19.

Para cada grupo foram adotados critérios de inclusdo especificos (Tabela 3)

além dos ja mencionados anteriormente.

Tabela 3 — Critérios de incluséo especificos dos grupos.

Grupos Critérios
GO Resultado negativo na pesquisa de anticorpos anti-lgM/IgG para COVID-19

N&o vacinados contra COVID-19. Amostras pré-pandémicas

G1 Resultado negativo na pesquisa de anticorpos anti-lgM/IgG para COVID-19

Vacinados com duas doses do imunizante Astrazeneca

G2 RT-PCR para SARS-CoV-2 positivo
Quadro clinico leve (sindrome gripal) ou assintomatico durante a infeccéo

N&o vacinados contra COVID-19

G3 RT-PCR para SARS-CoV-2 positivo ap6s duas doses do imunizante Astrazeneca
Quadro clinico leve (sindrome gripal) ou assintomatico durante a infec¢édo

Caso positivo para COVID-19, 30 dias ou mais apds imunizagdo completa (duas doses)

Critérios de Excluséo:
Serdo excluidos os participantes que apresentarem nas analises perfil

sorologico incompativel aos critérios de inclusdo do grupo ao qual foram inseridos.

3.2 Amostra de sangue periférico
Foram coletados 4mL de amostra do sangue total em tubo com anticoagulante

(EDTA) em um unico momento; sendo as amostras centrifugadas a 200G por 10
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minutos para obtencdo do plasma, separadas em aliquotas e congeladas em freezer

-80 °C dentro de 2 a 3 horas ap06s a coleta para as analises posteriores.

Momentos das coletas:
- GO: coleta realizada apés resultado negativo no teste rapido IgM/IgG COVID-19.
- G1: coleta realizada 30 dias apds segunda dose da vacina Astrazeneca.
- G2: coleta realizada no periodo de 45 a 60 dias apés resultado positivo RT-PCR para
SARS-CoV-2.
- G3: coleta realizada no periodo de 45 a 60 dias apés resultado positivo RT-PCR para
SARS-CoV-2.

Figura 4 — Delineamento metodolégico.
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3.3.1 Caracterizacdo de imunidade prévia contra o virus SARS-CoV-2:

Foi realizada triagem sorolégica para identificacao de individuos ndo imunes ao
novo coronavirus, de modo a selecionar os participantes da pesquisa, etapa realizada
com teste rapido para deteccdo de IgM/IgG anti-SARS-CoV-2, por
imunocromatografia (ECO® Diagnostica). Foi realizada puncéo digital para coleta de
uma gota de sangue, adicionada a um cassete de teste, seguida por solu¢ao tampéao.
A leitura é realizada em 15 minutos, avaliada pela presenca ou auséncia de bandas
nas regides especificas para IgG ou IgM.

3.3.2 Citocinas/Quimiocinas:

Foi utilizado o kit BD™ Cytometric Bead Array (CBA®) Human Chemokine Kit
para determinagdo das quimiocinas IL-8, RANTES, CXCL9 (MIG), MPC-1 e IP-10,
preparado conforme as instru¢cbes do fabricante, avaliado em citdmetro de fluxo
modelo FACSCalibur®, constituido de 4 detectores de fluorescéncia, fornecendo

resultados emitidos em pg/mL apds andlise no software FCAPArray®.

3.3.3 Detecgao de anticorpos neutralizantes:

Utilizou-se o kit SARS-CoV-2 NeutraLISA (EUROIMMUN®), para deteccdo dos
anticorpos neutralizantes contra a por¢cdo S1/RBD da proteina de pico do SARS-CoV-
2. Mede a atividade neutralizante de anticorpos anti-S1/RBD possibilitando a confir-
macéao da sua funcionalidade em inibir a ligacdo de S1/RBD a ACE2, prevenindo a
infeccdo de células do hospedeiro. Conforme o fabricante, ha 100% de concordancia
dos resultados em comparacdo com o teste de neutralizacdo por reducdo de placa
(PRNT50: padrao-ouro). Kit registrado na ANVISA para uso diagnéstico (IVD —registro
n° 10338930270).
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3.3.4 Painel sorologico de IgG anti-SARS-CoV-2:

Utilizou-se o kit LEGENDplex® Multi-Analyte Flow Assay (LEGENDplex® SARS-
CoV-2 Serological IgG Panel — Marca Biolegend™) que consiste em imunoensaio
baseado em beads capazes de distinguir imunoglobulinas dirigidas contra diferentes
antigenos virais (Anti-spike S1, Anti- Nucleocapsideo e Anti-proteina S/RBD)
presentes na amostra, que usam 0O mesmo principio basico dos imunoensaios
sanduiche, sendo a deteccéo realizada por citdmetro de fluxo modelo FACSCalibur®,
constituido de 4 detectores de fluorescéncia.

3.3.5 Anédlise estatistica.

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o pacote Rcmdr do software
R®, versdo 4.0.4, e o software GraphPad Prism®, versdo 5.01. Inicialmente as
variaveis foram submetidas ao teste de normalidade Shapiro-Wilk com a finalidade de
avaliar a simetria dos dados. Em seguida foi realizada analise de variancia utilizando-
se dos testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney (somente para IL-8). As variaveis que
apresentaram significancia no teste de Kruskal-Wallis foram submetidas ao teste post
hoc de Dunn no software GraphPad Prism®. Foram consideradas com significancia

estatistica as variaveis que apresentaram p<0,05.

3.3.6 Analise de Correlagcéao

Andlises foram realizadas usando matriz de correlacdo dos analitos no software
R sendo adotadas as seguintes interpretacdes: para os resultados de correlacéo
obtidos pelos métodos de Spearman e Pearson, para os valores numéricos de cor.
<0,3 apresentam correlagao desprezivel, entre 20,3 e <0,5 foram consideradas fracas,
de 20,5 e <0,7 apresentam correlagdo moderada e 20,7 é vista como correlacao forte.
Em relacéo a proporcionalidade dos testes, foi dado que valores de cor. positivos sédo
diretamente proporcionais e valores negativos Sdo inversamente proporcionais.
Foram somente considerados os valores de cor. das correlacdes que apresentaram
p-value considerados como significantes (p<0,05), com intervalo de significancia de
0,95 (MIOT, 2018; MUKAKA, 2012).
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4. RESULTADO E DISCUSSAO

Neste estudo foram incluidos 51 individuos no total (n=51), moradores da cidade

de Botucatu, Sdo Paulo, sendo excluido apenas um participante de G1 (1,96%), em

virtude do perfil soroldgico detectado nos testes (Tabela - 4).

Tabela 4 — Caracterizagdo dos individuos por grupo (frequéncia absoluta e relativa)

GO Gl G2 G3 Total
Ne Inicial 15 15 6 15 51
(29,41%) (29,41%) (11,77%) (29,41%) (100,00%)
Ne final 15 14 6 15 50
(30,00%) (28,00%) (12,00%) (30,00%) (100%)
Idade (média) 30,2 31,2 29,3 34,4 31,28
Sexo
Homens 6/26 8/26 4/26 8/26 26/50
(23,08%) (30,77%) (15,38%) (30,77%) (52,00%)
Mulheres 9/24 6/24 2/24 7124 24/50
(37,50%) (25,00%) (8,33%) (29,17%) (48,00%)

Fonte: Material elaborado pelo autor.

Para todos os grupos foi possivel recrutar o nUmero de participantes delineado
para o estudo (n=15), exceto o grupo 2, que ficou com menor amostragem (n=6).
Como a inclusdo dos participantes da pesquisa decorreu apoés o inicio da campanha
de vacinacdo em massa no municipio de Botucatu, este fato influenciou
negativamente a inclusdo de participantes em G2, pois a partir deste momento

reduziu-se o numero os individuos ndo imunizados.

32

GO -Naive para COVID-19 nado vacinados; G1 - Vacinados (Astrazeneca) naive para COVID-19;

G2 - Recuperados da COVID-19 (ndo vacinados); G3 - Recuperados da COVID-19 posterior & vacinacao.



4.1 Anticorpos anti-SARS-CoV-2 nos diferentes grupos

As concentracdes dos anticorpos (ACs) plasméticos dirigidos contra epitopos
virais especificos (Spike S1, RBD ou nucleocapsideo), assim como o percentual de
anticorpos neutralizantes estdo sumarizados na tabela 5 pelos valores de mediana,

minimo e maximo de cada variavel.

Tabela 5 — Concentrag8es dos anticorpos anti-SARS-CoV-2 e percentual de neutralizagéo viral.

GO G1 G2 G3
Mediana Mediana Mediana Mediana
Min. — Max Min. — Max Min. — Max Min. — Max
0 2.448 3.534 100.155
Anti-Spike S1 (pg/mL) 0-0 75524559 915-16.853  16.853 — 324.098
0 967 1.183 41.253
Anti-RBD (pg/mL) 0-0 204-9.824  422-5506  6.075— 131.830
0 0 10.137 2442
Anti-Nucleocapsideo (pg/mL) o _g 599 0 - 650 3.272 - 626 — 13.054
38.359
0 81 38 98
Neutralizacéo (IH%) 0-0 0—96 5_70 90 - 99

As concentracdes de anticorpos utilizam como unidade de medida pg/mL. IH% = percentual de
neutralizacdol/inibicao.
Fonte: Material elaborado pelo autor.

Os niveis de IgG anti-SARS-CoV-2 estao representados na figura 5 através de
box plots de mediana e amplitude interquartilica das variaveis (Anti-S1, RBD e

neucleocapsideo).
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Figura 5 — Niveis de anti-Spike S1, RBD e nucleocapsideo nos grupos.
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A) ConcentracGes de Anti-Spike S1 (ng/mL) estratificado por grupos; B) Anti-Spike S1 (ng/mL) em
diferente escala evidenciando GO, G1, G2; C) Concentra¢des de Anti-RBD (ng/mL) estratificado por
grupos e D) Anti-RBD (ng/mL) em diferente escala evidenciando GO, G1, G2. E) Concentra¢do de Anti-
N (ng/mL) estratificado por grupos. Boxplot demonstram as medianas e amplitude interquartilica dos

grupos estudados. Fonte: elaborado pelo autor.
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Avaliando o grupo controle (GO) observou-se que nao foram detectados
anticorpos contra S1, RBD ou neutralizantes. Este grupo constituiu-se por amostras
coletadas no periodo pré-pandémico. Porém, 4 individuos (26%) apresentaram 1gG
anti-nucleocapsideo. Possivelmente, estes anticorpos sdo oriundos de outras
coronaviroses, considerando que a proteina N apresenta semelhanca com outros
coronavirus humanos (hCoVs), incluindo aqueles que causam infeccles
assintomaticas ou autolimitadas (HCoV-229E, HCoV-0OC43, HCoV-NL63, HCoV-
HKU1), havendo possibilidade de rea¢éo cruzada entre os coronavirus (KHAN, 2020).
Dobano e colaboradores (2021) detectaram anticorpos anti-N em amostras preé-
pandémicas, atribuindo este fato ao contato prévio com outras coronaviroses,
corroborando a hip6tese de reacdo cruzada de anticorpos anti-N com 0 novo
coronavirus.

Entre os participantes de G1, sem COVID prévia e vacinados, houve deteccao
de anti-N em 2 amostras (14%), nos levando a inferir que seja 0 mesmo motivo do
observado em GO, visto que a vacina Astrazeneca é constituida de vetor de
adenovirus recombinante que expressa somente a proteina S em sua totalidade
(subunidade S1 e dominio RBD), assim né&o induzindo a producédo de anti-N (BULA
ASTRAZENECA).

A fim de comparar os perfis dos grupos do estudo, os resultados das dosagens
guantitativas de IgG anti-SARS-CoV-2 e do percentual de anticorpos neutralizantes

foram submetidos pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido de Dunn’s Post Roc.

Tabela 6 — Comparacao entre os grupos dos niveis de imunoglobulinas anti-SARS-CoV-2 (Spike S1,

RBD, Nucleocapsideo) e do indice de inibicdo dos anticorpos neutralizantes.

Spike S1 RBD Nucleocapsideo Neutralizagéo
Grupos Diferenca p-Value Diferenca p-Value Diferenca p-Value Diferenca p-Value

GOvs G1 Sim <0,01 Sim <0,01 Nao NS Sim <0,01
GOvs G2 Sim <0,01 Néo NS Sim <0,01 Néo NS
GOvs G3 Sim <0,01 Sim <0,01 Sim <0,01 Sim <0,01
Glvs G2 Nao NS Nao NS Sim <0,01 Nao NS
Glvs G3 Sim <0,01 Sim <0,01 Sim <0,01 Sim <0,01
G2vs G3 Nao NS Nao NS Nao NS Sim <0,01

NS = nao significativo. Diferenca estatistica avaliada pelo método de Kruskal-Wallis, seguido de Dunn’s

Post Roc. Fonte: Material elaborado pelo autor.
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Para melhor controle das variaveis foi optado por incluir no estudo somente
individuos que receberam o0 mesmo imunizante, nestes casos a vacina da
Astrazeneca, aplicada em massa no municipio de Botucatu, Sdo Paulo, onde foi
realizado o estudo de efetividade.

As andlises comparativas entre GO (controle) e G1 (naive/vacinados)
evidenciam maior producdo de anticorpos (S1, RBD e neutralizantes) em G1,
conforme esperado, devido ao estimulo imunoldgico induzido pelo imunizante.
Quando comparado GO com G2 (COVID*/n&o vacinados) esta diferenca limitou-se a
producédo de anti-S1, ndo sendo vista nos anticorpos dirigidos contra RBD e
neutralizante. Isso demonstra haver um potencial relevante no plasma de doadores
vacinados que nao tiveram doencga, visto que pode fornecer capacidade de
imunizacao passiva maior do que no plasma daqueles ndo vacinados e recuperados
da doenca.

Comparando G1 com G2 néo houve diferenca na producédo de anti-S1, anti-
RBD e neutralizantes entre pessoas somente vacinadas (G1) ou que tiveram COVID
(convalescentes — G2).

Ademais, ndo ha diferenca nos niveis de anti-S1, RBD e nucleocapsideo entre
convalescentes vacinados (G3) ou nao (G2). No entanto, o indice de anticorpos com
capacidade de inibir a acdo viral € significativamente maior em G3 (vacinados
convalescentes). Importante ressaltar que este grupo foi avaliado a rigor no periodo
de 45 a 60 dias pdOs-infeccdo, ou seja, em momento recente de convalescéncia. A
avaliacdo da persisténcia destes niveis a longo prazo se faz necessaria. Vale ressaltar
gue G2 e G3 compdem o0 universo amostral que representa as caracteristicas dos
doadores de PC conforme preconiza a legislacéo atual.

Lo Sasso e colaboradores (2021) reportaram niveis semelhantes de anti-RBD
em individuos exclusivamente vacinados, porém, apresentando diferenca
significativamente maior quando comparado com o grupo recuperado de COVID-19,
diferentemente de nossos achados. Além disso, ao comparar individuos
convalescentes/vacinados com aqueles somente vacinados, ndo observaram
diferenca na producéo deste AC.

Na andlise intergrupos, os niveis de anti-N apresentaram-se maiores em G2
(mediana= 10.137 pg/mL) comparando-se aos demais (p<0,01) (Tabela 5).

Inicialmente, acreditava-se que a presenca destes ACs em altas concentracdes
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conferia protecdo aos individuos com COVID-19, porém anti-nucleocapsideo néo
fornece imunidade prolongada, visto que apresenta meia vida de 52 dias
aproximadamente, sendo significativamente reduzida em comparagdo aos demais
anticorpos contra SARS-CoV-2 (GRANDJEAN, 2020). Conforme demonstrado por
Batra e colaboradores (2021), concentracdes elevadas deste AC em pacientes graves
correlacionaram-se com o agravo do quadro clinico e encaminhamento a UTI,
indicando que anti-N, ao ndo apresentar ideal capacidade de neutralizacdo, possa
ligar-se ao virus sem neutraliza-lo podendo favorecer o fendmeno de amplificacao
dependente de anticorpo (do inglés, Antibody-Dependent Enhancement - ADE).
Anticorpos subneutralizantes induzidos por infeccbes primarias podem apresentar
reacao cruzada com outros sorotipos, exibir baixo ou nulo efeito protetor e servir como
facilitadores a infeccao celular, com consequente prejuizo a homeostase imune na
resposta a infeccao (CLARK, 2021).

Estudo recente conduzido por Junqueira avaliou o plasma de individuos com
COVID-19 demonstrando a capacidade de infectar mondcitos e macrofagos in vitro
através do fenébmeno de ADE, causando morte celular por piroptose (morte
inflamatoria), e assim liberando os mediadores inflamatorios presentes no citosol,
podendo favorecer negativamente o curso da doenca. Ao avaliar plasma de individuos
vacinados nao foram observados os mesmos achados, além disso os niveis de Acs
neutralizantes foram maiores, prevenindo a infeccdo e minimizando o avanco da
doenca (JUNQUEIRA, 2022).

Desta forma, podemos hipotetizar que niveis elevados de anti-N observados em
G2 podem nédo ser benéficos aos receptores de PC, por ndo conferirem atividade
neutralizante adequada, além de poder favorecer o fenbmeno ADE, tendo assim
potencial de agravar a evolucéao clinica apos TPC.

Ao analisarmos NAbs foram observados maiores percentuais de neutralizacdo nos
seguintes grupos, respectivamente: G3 (mediana= 98; minima = 90; maxima = 99),
G1 (mediana= 81; minima = 0; maxima = 96) e G2 (mediana= 38,41; minima = 5;
maxima =70). Os individuos do grupo controle (GO) ndo apresentaram NADb,

condizente com o esperado (Figura 6).
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Figura 6 — Capacidade de anticorpos neutralizantes em inibir a interacéo do virus a proteina ACE2.
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IH% = Percentual de neutralizacéo dos anticorpos. A) Mediana e amplitude interquartilica do percentual
de neutralizacdo dos anticorpos estratificados por grupo.

Fonte: Material elaborado pelo autor.

Houve diferenca significativa nos percentuais de anticorpos neutralizantes
entre 0s grupos (p<0,01 — GOxG1; GOXG3; G1xG3; G2xG3), exceto em GO versus G2,
G1 versus G2 (Tabela 6). Portanto, pacientes convalescentes ndo apresentaram
maiores niveis de NAbs do que individuos somente vacinados ou saudaveis.

Importante ressaltar a homogeneidade da capacidade de neutralizacéo obtida
na avaliacao do plasma dos participantes do grupo 3, aumentando a probabilidade de
fornecer destes anticorpos funcionais na TPC, visto que ndo sdo mensurados
rotineiramente na rotina hemoterapica. Ao passo que ha uma variabilidade maior na
producdo destes anticorpos entre doadores convalescentes ndo vacinados (G2),
sendo importante, neste caso, uma avaliacdo quantitativa destes anticorpos para
selecionar os plasmas com real potencial de imunizagéo passiva.

Segundo a literatura, a acdo do anti-Spike S1 neutralizante esta direcionada
ao bloqueio da ligacdo antigeno/receptor de membrana e fusdo de membrana,
enquanto o anti-RBD neutralizante atua diretamente no dominio RBD do virus,
bloqgueando a ligacdo da proteina ACE2 humana, ou seja, tem maior acdo de
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neutralizacdo, interferindo diretamente a entrada viral na célula hospedeira (DU,
2021). Chen e colaboradores (2020) observaram que pacientes assintomaticos para
COVID-19 obtiveram taxas baixas ou nulas na producdo de NAbs competentes,
correlacionando a funcdo destes a estimulacao prolongada e refor¢cada dos receptores
de linfocitos B (BCR). Este fato péde ser visto em nossos resultados, dada a curva
crescente na capacidade de neutralizagdo de anticorpos em decorréncia ao nimero
de exposicao a epitopos virais. Desta forma, G2, que teve um Unico momento de
estimulo (infeccao), apresentou os menores percentuais de neutralizacdo (IH%=
38%), seguido de G1 com dois momentos de estimulo devido as doses vacinais (IH%
= 81), atingindo maiores niveis em G3, o qual foi exposto a trés momentos de estimulo

(duas doses da vacina e infec¢do pelo SARS-CoV-2) (Figura 7).

Figura 7 — indice de neutralizacdo em decorréncia & exposicédo aos epitopos virais.
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Fonte: Material elaborado pelo autor.

Em estudo realizado por Lucas et al. (2021) observou-se que os individuos que
apresentaram maior capacidade neutralizadora de seus ACs tinham niveis menores
de carga viral, evidenciando atuacdo destes anticorpos na dinamica da infeccao.
Observou-se também que a presenca de NAbs correlacionou-se com a melhora dos

sinais clinicos da doenca e reducdo da mortalidade, demonstrando que titulos
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satisfatorios precoces de NAbs podem influenciar positivamente o curso da infeccao.
Logo, estas caracteristicas relacionadas a neutralizacdo nos levam a inferir que os
maiores indices de neutralizacdo apresentados por G3 seguido de G1 confiram maior
capacidade imunoprotetora ao receptor de hemocomponentes oriundos destes
doadores.

4.2 Dosagens de quimiocinas plasméaticas

Os resultados obtidos das dosagens de quimiocinas plasmaticas com uso de kit
multiplex por citometria de fluxo permitiram identificar variagbes destas proteinas
solaveis nos diferentes grupos. Ressalta-se que o grupo GO ndo foi incluido nesta
analise por restricdo da quantidade de insumos disponiveis, sendo priorizados o0s
grupos expostos ao virus por infec¢cdo ou vacinacdo. A mediana, valores minimo e

maximo estao sumarizados na Tabela 7, estratificados por grupo.

Tabela 7 — Concentra¢@es de citocinas/quimiocinas por grupos

G1 G2 G3
Mediana Mediana Mediana
Min. — Max Min. — Max Min. — Max
IP-10 84 162 87
50 — 158 97 — 245 49 - 238
MPC-1 20 29 24
4,9 -59 16 - 95 0-38
MIG 56 43 47
14 -178 37-134 13 -144
RANTES 4476 4716 3439
1335 — 24716 2251 — 24716 938 — 24716
IL-8 1,9 3,4 1,6
0,17 — 4,61 2,422 0-7,4

Unidade de medida (pg/mL).

Fonte: Material elaborado pelo autor.

Muito tem sido estudado a respeito do uso de plasma convalescente de doadores

ndo vacinado na contribuicdo da recuperacao de individuos infectados pela COVID-
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19 em estado grave. No entanto, nossos resultados demonstram que este grupo de
doadores (G2), além de apresentar menores concentracdes de ACs especificos contra
SARS-CoV-2 e da capacidade neutralizante, também apresentou maior nivel de
guimiocina IP-10 (mediana = 162 pg/mL) (Figura 8), diferenca significativa quando
comparada a G1 (mediana = 84 pg/mL), ou seja, individuos somente vacinados
(p=0,02). Em diversos estudos realizados visando a caracterizagcao do perfil de
citocinas na COVID-19 (YANG,2020; HAROUN, 2021; ZHANG, 2021) tem sido
reportada a associacdo de determinadas quimiocinas com a gravidade da doenca,
entre elas a IP-10. Lev et al. (2021) descrevem ter encontrado maiores niveis nas
patologias virais associadas a problemas pulmonares, bem como a presenca
aumentada em pacientes graves de COVID-19, correlacionando niveis >1000 pg/mL
com o aumento da gravidade e mortalidade da doenca.

Observamos aqui que os niveis de ACs anti-Spike S1 e anti-RBD (Figura 5) foram
menores em G2 quando comparados a G3 e G1, bem como G2 apresentou maiores
niveis de IP-10, como descrito anteriormente, sendo que este perfil elevado de IP-10
e menores concentracdes de ACs foi semelhante ao encontrado por Lu et al. (2021),
gue relataram haver correlacdo inversamente proporcional entre as concentragcdes de

IP-10 e ACs IgG contra o SARS-CoV-2 nos individuos convalescentes.
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Figura 8 — Dosagem plasmética de CXCL10/IP-10 estratificado por grupos.
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A) Concentrag&o (pg/mL) da quimiocina IP-10 estratificado por grupo. BoxPlot elaborado com
valores de mediana e amplitude interquartilica.

Fonte: Material elaborado pelo autor.

Na comparacao intergrupos, nao se observou diferenca significativa nos niveis de
MCP-1 e MIG.

Os niveis de RANTES apresentaram-se elevados em todos os grupos, estando
comumente acima do limite superior de deteccao do kit (24716 pg/mL). Nao houve
diferenca entre os grupos. Chi e colaboradores (2020) observaram concentracéao de
RANTES de 7.776pg/mL (mediana) em individuos convalescentes, 9.057 pg/mL
(mediana) para individuos saudaveis, 10.361 pg/mL e 7.409 pg/mL para individuos
assintomaticos e sintomaticos respectivamente. Estes dados corroboram com nossos
achados, evidenciando que para dosagem desta quimiocina seria recomendado
aplicar fatores de diluicdo do plasma, entretanto, em ensaios multiplex que envolvem
diferentes analitos concomitantes, esta alternativa seria inviavel para um unico analito.
Outra possibilidade para contornar esta questao técnica seria 0 uso de ensaios com
maior capacidade de deteccdo de RANTES.

No que se refere a avaliacdo de IL-8, maiores niveis foram observados em G2

(Figura 9) em relacdo aos demais grupos (mediana=3,45pg/mL; minima=2,4;

42

GO -Naive para COVID-19 nado vacinados; G1 - Vacinados (Astrazeneca) naive para COVID-19;

G2 - Recuperados da COVID-19 (ndo vacinados); G3 - Recuperados da COVID-19 posterior & vacinacao.



maxima=22), sendo esta diferenca significativa quando comparada a G1 (p=0,03)
(mediana=1,97 pg/mL; minima = 0,17; maxima = 4,61), e G3 (p=0,01) (mediana=1,60
pg/mL; minima = 0; maxima = 7,4).

IL-8 é uma citocina proé-inflamatéria presente em altas concentracdes nos
pacientes com COVID-19 grave (HUANG, 2021), e inclusive foi recentemente
associada ao tempo de duracdo da doenca, sendo que pacientes com titulos mais
elevados (210,65 pg/mL) apresentaram maior duracéo da doenca do que aqueles com
concentragbes mais baixas (MA, 2021).

Figura 9 - Dosagem plasmatica de CXCLS8/IL-8 estratificado por grupos
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A) Concentragédo (pg/mL) da quimiocina IL-8 estratificado por grupo. BoxPlot elaborado com valores
de mediana e amplitude interquatrtilica.

Fonte: Material elaborado pelo autor.

Neste estudo foram avaliados plasmas provenientes de sangue total, coletado
de forma convencional, mimetizando as condicfes (proporcdo de volume de plasma)
da doacdo de sangue. Dado ao fato da plasmaférese (padrédo ouro para coleta de
plasma convalescente) reduzir as concentracdes das substancias presentes no
sangue, como as imunoglobulinas, em virtude da hemoliluicdo (NAKANISHI, 2014),
deve-se considerar que neste contexto podem haver variagdes das concentracdes de

componentes plasméaticos extraidos. Esta variacdo ocorre pois 0 volume de plasma
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removido deve ser substituido por fluido de reposi¢édo (soro fisioldégico) na mesma
proporcdo. Conforme o plasma é reposto a quantidade da substancia extraida torna-
se menor, cerca de 60 a 70% da concentracdo inicial, pois € diluida em funcédo do
fluido de reposicdo, necessario para evitar hipovolemia significativa, o que poderia
resultar em colapso vasomotor (DAGA, 2017; WINTERS, 2021). Deste modo, para
fins de TPC é importante considerar o uso de plasma obtido por doa¢édo convencional
pelo maior potencial de fornecer imunidade passiva, haja visto a maior concentracéo
de fatores plasmaticos neste hemocomponente quando comparado ao obtido por
aférese.

Entretanto, especialmente na COVID-19 que pode causar importantes danos
pulmonares, € necessario ponderar os riscos advindos da transfusdo de plasma
oriundo de sangue total, pois a maior concentracdo dos componentes plasmaticos
pode favorecer a imunidade passiva, mas também a ocorréncia da lesdo pulmonar
aguda relacionada a transfuséo (TRALI), a qual possui alta taxa de mortalidade de 5%
a 10% e incidéncia 0,08% a 15% dentre as reacdes transfusionais. A transfuséo de
plasma pode conter anticorpos do doador contra antigenos leucocitarios humanos
(HLA) ou antigenos neutrofilicos (HNA) do receptor, e estes podem induzir TRALI de
origem imunoldgica, que caracteriza 80% dos casos desta complicacdo pos-
transfusional. Estes anticorpos do doador ativam leucdcitos do receptor, com
consequente liberacéo de citocinas, ocasionando lesdo endotelial e extravasamento
capilar (BRASIL, 2010).

Qualguer hemocomponente que contenha plasma pode desencadear TRALI,
no entanto ha maior incidéncia desta complicacdo quando a doacdo do
hemocomponente é feita através da coleta de sangue total ou quando o plasma é
oriundo de mulheres multiparas, em vista da producdo de anticorpos advindos de
multiplas gestacdes, desta forma ndo sendo recomendado a utilizacdo do plasma
destas mulheres como hemocomponente (FABRON JUNIOR, 2007; GRANADOS,
2018; TAFFAREL, 2015).
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4.3 Correlacéo entre as variaveis

Através das analises usando matriz de correlacdo dos analitos no software R
foi possivel observar algumas correlacdes de significancia bioldgica, dispostas na
tabela 8.

Tabela 8 — Niveis de correlacao

p-Value Correlagdo (Cor.) Classificacéo Método
G2
IP-10/MIG 0,04 0,82 PR. Forte Spearman
IL-8/ Anti-N <0,01 0,93 PR. Forte Pearson
G3
IP-10/MIG <0,01 0,64 PR. Moderada Spearman
IP-10/Neutraliza 0,04 -0,52 IP. Moderada Pearson
MIG/Neutraliza <0,01 -0,68 IP. Moderada Pearson
IL-8/CT Carga Viral 0,04 -0,52 IP Moderada Spearman

PR.=proporcional; IP=Inversamente Proporcional; CT= Cycle Threshold

Fonte: Material elaborado pelo autor.

Em G2 foram observadas fortes correlacdes positivas entre as variaveis IP-10
e MIG e entre IL-8 e anti-N. Considerando que estas caracteristicas ndo observadas
em G1 (individuos somente vacinados), pode-se inferir que a doenca esteja induzindo
este perfil no plasma convalescente.

A mesma correlacdo positiva entre IP-10 e MIG foi observada em G3, porém
menos intensa (classificacdo moderada). Além disso, em G3 observou-se que o
aumento dos niveis de anticorpos neutralizantes € inversamente proporcional aos
niveis de IP-10 e MIG. Deste modo, individuos imunizados que se infectaram
posteriormente com SARS-CoV-2 parecem desenvolver caracteristicas plasmaticas
mais adequadas a TPC, atenuando riscos e proporcionando melhores condicdes
benéficas aos receptores do hemocomponente.

Processos inflamatoérios estdo associados a producao de IP-10 por leucdcitos,
células endoteliais, epiteliais, estromais e queratinécitos, em resposta a secrecao de

interferon-gama. A IP-10 € uma molécula pleiotropica de caracteristicas pro-

inflamatorias, que induz quimiotaxia, apoptose, inibicdo do crescimento celular, e é
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capaz de se ligar e ativar o receptor CXCR-3, expresso em linfécitos T e B ativados,
células NK, macrofagos e células dendriticas, apresentando um importante papel em
doencas infecciosas (LIU et al., 2011; CHEN et al., 2020; LUPIERI et al., 2020).

Liu et al. (2011) relatam que a ligacédo de IP-10 e CXCR-3 desempenha papel
importante na sinalizacdo e inducdo de quimiotaxia em células epiteliais de vias
aéreas e pneumdécitos humanos por diferentes vias (figura 10), podendo ser
importante no contexto da COVID-19.

Figura 10 - Sinalizacdo de IP-10 em células epiteliais das vias aéreas humanas
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Com o estimulo do receptor CXCR3 ocorre a ativagdo de vias que induzem a quimiotaxia, proliferacao
celular e producéo de fatores pré-inflamatérios os quais podem retroalimentar a ativagéo deste receptor.

Fonte: LIU, Mingli et al. CXCL10/IP-10 in infectious diseases pathogenesis and potential therapeutic

implications. Cytokine & growth factor reviews, v. 22, n. 3, p. 121-130, 2011.

Apesar de apresentar papel importante em diferentes infeccdes virais, este pode
ser benéfico ou deletério a depender da etiologia da infeccdo e da condicao
imunoldgica do hospedeiro (LIU et al., 2011).

Sabe-se que a IP-10 é um dos principais mediadores nas respostas antivirais,

especialmente nas infecgbes do trato respiratorio, estando envolvida na patogénese
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da lesdo pulmonar, visto que é produzida em altos niveis por células epiteliais
brénquicas e alveolares ativadas em resposta a infec¢do, ativando CXCRS3,
culminando em véarias condicdes patolégicas pulmonares, incluindo o
desenvolvimento de fibrose (KHALIL; ELEMAM; MAGHAZACHI, 2021). Além da sua
caracteristica quimiotéxica sobre monacitos, células NK e linfécitos T do perfil Thi,
esta quimiocina pode induzir apoptose das células T, contribuindo com o quadro de
linfopenia frequentemente observado em pacientes com SARS, MERS e COVID-19,
prejudicando assim a atuacédo de linfécitos T na eliminacao viral (KHALIL; ELEMAM,;
MAGHAZACHI, 2021).

Ao comparar o perfil de quimiocinas de SARS-CoV-2 com SARS-CoV e MERS-
CoV disponiveis na literatura, Khalil, Elemam e Maghazachi (2021) concluem que IP-
10 é uma citocina que contribui de forma crucial para a patogénese pulmonar nos trés
virus estudados. No entanto, analises ex vivo de tecido pulmonar demonstraram
diferengcas no comportamento viral, incluindo maior capacidade de infeccdo e
replicacdo do SARS-CoV-2, sugerindo em que este virus modula a producéo de
citocinas e quimiocinas de forma diferente, ao passo que a producdo de IP-10 é
significativamente mais induzida por SARS-CoV-2 do que o SARS-CoV (KHALIL;
ELEMAM; MAGHAZACHI, 2021; CHI, 2020; XU, 2020)

Além disso, Chen et al. (2020) relatam que IP-10 e MCP-1 sdo exemplos de
citocinas relacionadas a trombose, e que estas podem servir como biomarcadores
associados a gravidade da doenca na COVID-19, contribuindo para a disfuncéo
vascular dos pacientes acometidos. Lupieri et al. (2020) por sua vez, demonstraram
gue IP-10 prejudica a recuperacao endotelial apos lesdo, e que o bloqueio desta
guimiocina melhora o reestabelecimento endotelial, o0 que é de extrema importancia
em eventos cardiovasculares. Isto pode também se aplicar as complicacbes da
COVID-19, nas quais eventos cardiovasculares sdo comuns.

Assim como a IP-10, a quimiocina MIG (CXCL-9) € um ligante de CXCR-3 capaz
de induzir quimiotaxia (LIU et al., 2011). Infec¢des virais levam ao recrutamento de
células NK para o sitio da infeccdo com intuito de promover a lise de células
infectadas. No entanto, as células NK produzem IFN-y, que pode levar a ativagao de
macrofagos e producdo de MIG (CXCL-9), recrutando assim células CD4+CXCR3+
polarizadas para uma resposta de perfil Thl (KHALIL; ELEMAM; MAGHAZACHI,

2021), podendo retroalimentar a inducdo de resposta pro-inflamatoria pela IP-10
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através da atuacdo desta sobre as células CD4+CXCR3+ quimioatraidas por MIG
(PALOMINO 2015, KHOSROSHAHI, 2021).

Com relacéo a viremia, observou-se em G3 correlacdo inversa entre os niveis de
CT (cycle threshold) e IL-8, indicando que quanto menor a carga viral menores
também os niveis de IL-8. Os valores para o CT do teste RT-PCR de swab de
nasofaringe encontrados foram mediana = 21,75, maxima = 32,59 e minima = 16,62.
CT representa o numero de ciclos necessérios para deteccdo minima da carga viral
do SARS-CoV-2, ou seja, quanto maior o CT menor a carga viral (KRUTTGEN, 2021).

Em conjunto, nossos achados indicam a relevancia de se considerar o potencial
da doacao de plasma de individuos vacinados, independente de terem tido COVID-
19, dado o perfil de caracteristicas que podem favorecer a imunidade passiva,
mediante as concentracdes de imunoglobulinas especificas ao SARS-CoV-2 (anti-S1
e RBD) e maior capacidade de inibicdo viral. Além disso, os menores niveis de
guimiocinas de acdo pro-inflamatéria (IL-8 e IP-10) nestes grupos minimizam
possiveis agravos da TPC em pacientes ja em condicao severa. Outro ponto relevante
€ a menor concentracdo plasmatica de anti-nucleocapsideo quando comparado aos
individuos n&o vacinados e recuperados da doenca, visto que estas imunoglobulinas
podem estar associadas ao fenbmeno ADE, podendo influenciar na patogenicidade
da infeccao.

E importante ressaltar ainda que a capacidade imunoprotetora que o plasma
convalescente pode ter em carater preventivo/profilatico, especialmente para
individuos que tém contraindicacbes em receber vacinas ou medicamentos
recomendados para o tratamento da COVID e também aqueles que tém alergia a
constituintes dos imunizantes.

Desta forma, o plasma dos grupos G3 e G1, respectivamente, parecem agregar
as caracteristicas mais seguras e eficazes para TPC, de modo mais eficiente do que

o plasma oriundo de individuos ndo vacinados e recuperados da COVID-19.
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5. CONCLUSAO

- De modo a compreender as variacfes das caracteristicas do plasma convalescente
foram avaliados trés grupos: individuos vacinados (Astrazeneca) naive para COVID-
19; recuperados da COVID-19 (ndo vacinados) e recuperados da COVID-19 posterior

a vacinagao.

- Foram quantificadas as quimiocinas plasmaticas (IP-10, MIG, RANTES, MCP-1 e IL-
8) evidenciando elevacao nas concentracdes de IP-10 e IL-8 em G2 (convalescentes

nao vacinados) quando comparado aos demais grupos.

- Observou-se que G3 e G1 apresentaram concentracbes mais elevadas dos
anticorpos anti-Spike S1 e anti-RBD, enquanto G2 apresentou maiores concentracoes

de anti-nucleopsideo.

- Verificou-se que o grupo G3 seguido de G2 apresentaram maiores percentuais de

neutralizacdo na analise intergrupos.

- Das variaveis analisadas, constatou-se associacdo biologicamente relevante entre
IP-10/MIG e IL-8/anti-nucleocapsideo (correlacdes proporcionais fortes) em G2, bem
como IP-10/MIG (proporcional moderada), IP-10/neutralizacédo e MIG/neutralizacéo
(inversamente proporcional moderada), IL-8/CT carga viral (inversamente

proporcional moderada).
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