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RESUMO

O estudo descreve as caracteristicas clinicas, laboratoriais e imunol6gicas da
infeccdo por SARS-CoV-2 em profissionais de satude de um hospital no Nordeste do
Brasil antes da fase de vacinacao. Para isso, foram investigados 50 profissionais que
trabalharam durante a pandemia de COVID-19 com pacientes infectados. Dados
sociodemogréficos, clinicos e epidemiologicos foram obtidos para caracterizagéo da
populacdo. Amostras de sangue foram coletadas e utilizadas para investigacéo de
parametros laboratoriais e imunologicos. Os resultados mostraram que a maioria dos
trabalhadores sdo mulheres, com idade superior a 50 anos, e atuavam como técnicos
de enfermagem. Aproximadamente 56% dos trabalhadores, predominantemente
assintomaticos, foram considerados positivos pelos testes RT-PCR e/ou anti-SARS-
CoV-2-imunoglobulina, apresentaram aumento dos niveis de hematocrito, neutrofilos,
linfécitos NK e fibrinogénio, sugerindo um quadro inflamatério pulmonar leve status.
Os achados imunoldgicos também mostraram um aumento na producédo de IL-17 e
um perfil Th2/Th17/Th22 seguido de alta titulagéo para IgM e IgG anti-SARS-CoV-2.
Esses dados revelam a importancia de estudos com profissionais de saude para
investigar se a exposicdo continua ao virus pode resultar em ativacao cronica do

sistema imunologico e/ou dano pulmonar nesse grupo-alvo.

Palavras-chave: COVID-19; inflamacéo; Profissionais de saude; Th2/Th17/Th22.



ABSTRACT

The study describes the clinical, laboratory and immunological characteristics
of SARS-CoV-2 infection in healthcare workers at a hospital in Northeast Brazil before
the vaccination phase. For this, 50 professionals who worked during the COVID-19
pandemic with infected patients were investigated. Sociodemographic, clinical and
epidemiological data were obtained to characterize the population. Blood samples
were collected and used to investigate laboratory and immunological parameters. The
results showed that most workers are women, aged over 50 years, and worked as
nursing technicians. Approximately 56% of the workers, predominantly asymptomatic,
were considered positive by the RT-PCR and/or anti-SARS-CoV-2-immunoglobulin
tests, showed increased levels of hematocrit, neutrophils, NK lymphocytes and
fibrinogen, suggesting a mild pulmonary inflammatory condition. status. Immunological
findings also showed an increase in IL-17 production and a Th2/Th17/Th22 profile
followed by high serology for anti-SARS-CoV-2 IgM and IgG. These data reveal the
importance of studies with health professionals to investigate whether continuous
exposure to the virus can result in chronic activation of the immune system and/or lung

damage in this target group.

Keywords: COVID-19; Healthcare workers; inflammation; Th2/Th17/Th22.
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1 INTRODUCAO

A familia Coronavidae possui um histérico de epidemias registradas em
anos passados, como a Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SARS), com uma taxa
de mortalidade de cerca de 10% (8098 casos e 774 mortes), e a Sindrome
Respiratéria do Oriente Médio (MERS), cerca de 34% (2494 casos e 858 mortes),
sendo os unicos representantes da familia Coronavirus identificadas em humanos até
entdo (Gorbalenya et al., 2020; Murdoch, 2020).

Atualmente, um novo representante dessa familia, chamado SARS-CoV-2,
virus causador da doenca do coronavirus 2019 (COVID-19), que surgiu na China e
atualmente € considerada como surto mais grave de pneumonia dos ultimos 100 anos,
atingindo mais de 200 paises ao redor do mundo (Gorbalenya et al., 2020; Li et al.,
2020a; Lu et al., 2020; Melo et al., 2020).Até setembro de 2022, a doenca atingiu cerca
de 612 milhdes de casos e 6,5 milhdes de mortes em todo o mundo, de acordo com o
Painel COVID-19 do Centro de Ciéncia e Engenharia de Sistemas (CSSE) da
Universidade Johns Hopkins. Dados do Brasil para 0 mesmo més, apontaram mais de
34 milhdes de casos acumulados e mais de 685 mil 6bitos pelo virus (Fiocruz, 2022;
JHU, 2022).

A transmissibilidade da COVID-19 deve-se a alta carga viral no trato respiratorio
superior, mesmo entre pacientes assintomaticos, o que a distingue de outras doencas
respiratorias (Aronset al., 2020; Li et al., 2020b). A disseminac¢ao do virus pode ocorrer
através do contato direto com superficies contaminadas, aerossoOis e goticulas
respiratérias (Chan et al., 2020). No curso da infec¢do a pessoa infectada pode nao
apresentar sintomas (assintomaticos) ou desenvolver diferentes manifestacées
clinicas, como pneumonia leve, dispneia, hipoxia, envolvimento pulmonar em exames
de imagem, insuficiéncia respiratéria, choque sistémico ou faléncia multi-6rgaos
(Buitrago-Garcia et al., 2020; De Souza Silva et al., 2020; Furukawa et al., 2020; Merad
e Jerome, 2020).

No inicio da pandemia, devido ao desconhecimento da fisiopatologia da
doenca, a insuficiéncia de vacinas para todas as pessoas e tratamentos direcionados,
as estratégias de distanciamento social e uso de mascaras foram consideradas as
intervencdes mais eficientes para o controle da disseminacgéao do virus (Fu et al., 2020;
Nguyen et al., 2020). Com o inicio da vacina¢éo para o COVID-19 em todo o mundo,

0S governos priorizaram grupos de alto risco, para contaminacgdo, agravamento e/ou
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morte, para receber o imunizante na etapa inicial de disponibilizacdo. A principio,
esses grupos de alto risco incluiram os profissionais de saude, idosos (especialmente
agueles com comorbidades cronicas), e aqueles que atuavam em servigos essenciais,
avancando aos poucos para os demais grupos da sociedade (Brasil, 2021).

O Brasil se manteve durante toda a pandemia com um elevado numero de
casos e mortes em comparagcdo com o restante do mundo, apresentando cerca de
70% da populagéo economicamente ativa com baixo apoio financeiro e que nao podia
ficar em casa. Da mesma forma, a recomendacéo "figue em casa" ndo se aplicou as
equipes de saude, especialmente aos trabalhadores que tratam dos pacientes com
COVID-19 em servicos de atencao basica, atendimento de emergéncia e unidades
hospitalares (Melo et al., 2020; Bampoe et al., 2020; Porta-Etessam et al., 2020).
Assim, os profissionais de salde sao particularmente suscetiveis a infeccao devido a
sua exposicao aos fluidos biolégicos dos pacientes (Behrens et al., 2020; Santos et
al., 2021).

Em todo o mundo, milhares de profissionais de saude se afastaram das suas
atividades profissionais, seja por uma provavel suspeita de contaminacao pelo virus,
ou devido ao desenvolvimento da doenga, onde muitos destes morreram. Na China,
cerca de 29% dos profissionais de saude foram infectados pelo COVID-19 durante os
primeiros meses da pandemia (Wang et al., 2020a). Ao mesmo tempo, Espanha e
Italia tiveram 22% e 20% dos profissionais de salde infectados, respectivamente
(Arons et al.,, 2020; Suarez-Garcia et al., 2020). Segundo a Organizacdo Pan-
Americana de Saude, dos profissionais de saude infectados em todas as américas, o
Brasil teve 54% dos contaminados, o que corresponde a 307 mil profissionais. Sendo
os mais afetados os profissionais de enfermagem, sobretudo, técnicos e auxiliares
(OPAS, 2020).

A pandemia desencadeada pelo novo Coronavirus impactou, e continua
afetando, o trabalho de diversos profissionais da saude, desempenhando cuidados
aos infectados e na contencdo da disseminacdo do virus. Em todo o mundo, 0s
trabalhadores que permanecem atuando na linha de frente, tém sofrido um precgo alto
na luta contra este novo virus, pois muitos sao infectados, podendo contaminar seus
familiares ou pessoas de seu convivio, evoluindo inclusive para 6bito. Assim, essa
pesquisa busca descrever os aspectos clinicos e imunoldgicos de profissionais de
saude expostos, durante a pandemia, a pacientes com COVID-19, no decorrer da

manifestacéo da doenca.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Descrever 0s aspectos clinicos e imunolégicos de profissionais de saude
expostos a pacientes com COVID-19, no decorrer da manifestacdo da doenca,

durante o surto pandémico em uma unidade hospitalar do Nordeste do Brasil.

2.2 ESPECIFICOS

e Tracar um perfil clinico-epidemiol6gico dos profissionais de sadde envolvidos
no estudo;

e Investigar o perfil imunolégico pela produgéo de citocinas e imunoglobulinas no
soro dos profissionais de saude;

¢ Investigar as respostas inflamatdrias através de marcadores bioquimicos;

e Analisar o perfil de expressdo génica das vias imunolbgicas prevalentes nos

profissionais de saude.

e Realizar andlise de polimorfismo dos profissionais de saude
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 A PANDEMIA PELO SARS-COV-2/COVID-19
3.1.1 Aspectos epidemiol6gicos

Em dezembro de 2019 na cidade de Wuhan na China, identificou-se uma nova
cepa do coronavirus, o SARS-CoV-2 (Sindrome Respiratéria Aguda Grave
Coronavirus 2). A doenca causada por esse novo coronavirus € chamada de COVID-
19, ou Doenga do Coronavirus 2019 (Gorbalenya et al., 2020; Li et al., 2020a; Lu et
al., 2020; Melo et al., 2020). A deteccao de casos de COVID-19 nao ocorreu da mesma
forma em todos os paises, em alguns paises desenvolvidos, o numero de casos
permaneceu estavel ou flutuou. No entanto, em outros o numero de casos de
infectados aumentou rapidamente, e cuidados especificos foram necessérios
(Grasseli, Pesenti e Cecconi, 2020; Phua et al., 2020).

A pandemia de coronavirus infectou mais de 612 milhdes de pessoas e matou
mais de 6,5 milh6es em todo o mundo até setembro de 2022 (Figura 1). O epicentro
da pandemia mudou constantemente, iniciando na China, passando depois para
Europa e nos EUA e em seguida para paises em desenvolvimento como a india e o
Brasil, estando, atualmente, estes trés ultimos paises ocupando o ranking de casos,
respectivamente. (Bloomberg, 2022; WHO, 2021; JHU, 2022).

1-99
100-999
#1,000-9,999

M 10,000-99,999
H100,000-999,999
H1,000,000-9,999,999
M 10 million or more

Figura 1 - Distribuicdo mundial dos casos confirmados de COVID-19 até agosto de 2022.
Fonte: bloomberg.com/graphics/2022-coronavirus-cases-world-map/.
Acerca do numero de pessoas que se recuperaram apos infeccéo pela COVID-
19 (Figura 2), considerando o numero absoluto de casos, subtraido pelos Obitos

absolutos e em acompanhamento, Até junho de 2022, estima-se que 97,1% das
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pessoas infectadas pelo virus no mundo se recuperaram. Os Estados Unidos foram o
pais com o maior nimero de recuperados (83.155.928 ou 15,9%), seguido por india
(42.646.584 ou 8,2%), Brasil (30.339.765 ou 5,8%), Franca (29.416.993 ou 5,6%) e
Alemanha (26.191.437 ou 5,0%) (Brasil, 2022).

@

Turquia
Pais de origem

Figura 2- Distribuic@o dos casos recuperados de covid-19 entre os paises com o maior
numero de recuperados, até junho de 2022.

Fonte: Our World in Data — https://ourworldindata.org/coronavirus

O primeiro caso no territério brasileiro ocorreu no estado de Sao Paulo, em 26
de fevereiro de 2020, onde um homem de 61 anos que chegou de viagem da lItalia,
apresentou os sintomas caracteristicos da doenca. Dois dias depois, j4 havia mais de
180 casos suspeitos em 16 estados brasileiros. O maior registro de casos novos
notificados no Brasil em um Unico dia (298.408 casos) ocorreu no dia 3 de fevereiro
de 2022 e de novos Obitos (4.249 6bitos), em 8 de abril de 2021. Ressalva-se que a
data informada de notificagdo pode ndo representar o dia real de ocorréncia dos
eventos, mas exprime o periodo no qual os dados foram divulgados nos sistemas de
informacéo do Ministério da Saude. (Brasil, 2022).

Considerando os dados acumulados de casos e 6bitos, desde 26 de fevereiro
de 2020 até 18 de junho de 2022, Espirito Santo apresentou a maior incidéncia do
Pais, 26.493 casos/100 mil habitantes, enquanto a maior taxa de mortalidade foi
registrada no Rio de Janeiro, que apresentou 425,9 6bitos/100 mil habitantes (Brasil,
2022).

Inicialmente, as recomendacfes do Ministério da Saude do Brasil foram
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alinhadas com as instru¢des da Organizacao Mundial de Saude — OMS, para prevenir
a disseminacdo do virus na populacdo. Apos a adocdo das recomendacbes de
diagnostico e testagem dos suspeitos da doencga pelos profissionais de saude, os
critérios de avaliacdo do Ministério da Saude foram alterados, e novos dados
epidemioldgicos passaram a ser publicados diariamente. Porém por falta de verbas
publicas, deseinteresse governamental e escassez de insumos apenas 0S casos
graves que avancaram para a hospitalizagdo ou reclusdo para cumprimento de
quarentena foram testados com kits especificos (De Melo et al., 2020; De Castro et
al., 2021).

O teste diagndstico para COVID-19 passou a ser realizado por meio de uma
abordagem em duas frentes que sdo a deteccao direta do RNA viral ou os testes
baseados no rastreio pelo sistema imunolégico para detectar antigenos virais ou
anticorpos. O teste mais comum para detectar o RNA viral é por meio da transcri¢cao
reversa e amplificacdo de DNA por PCR quantitativa em tempo real (RT-qPCR), onde
sdo usadas amostras de esfregacos naso-orofaringeos para a deteccdo do SARS-
CoV-2 (Vanderberg et al., 2020; Falzone et al., 2021; Habibzadeh et al., 2021). Os
genes S (spike), N (nucleocapsideo) e E (envelope) sdo usados como alvos nos
ensaios de RT-gPCR em combinacédo com a fase de leitura aberta 1 (ORF1) e a RNA
polimerase dependente de RNA (Watson, Whiting e Brush, 2020).

Existem ainda testes de deteccao rapida de antigenos disponiveis para analise
do SARS-CoV-2. O teste de anticorpos permite a caracterizacéo de respostas imunes
humorais individuais a infeccfes atuais e anteriores, visando respostas de IgG, IgA e
IgM, os quais estédo sendo atualmente usados em ambientes clinicos. Para a deteccao
do SARS-CoV-2 para 0s ensaios baseados em antigenos/anticorpo utiliza-se
amostras de esfregacos nasofaringeos, sangue total ou soro (Falzone et al., 2021;
Habibzadeh et al., 2021).

3.1.2 Aspectos fisiopatologicos da COVID-19

A familia Coronaviridae é subdividida com base em caracteres genotipicos e
sorologicos em quatro géneros: Alfacoronavirus (a), Betacoronavirus (f3),
Gammacoronavirus (y) e Deltacoronavirus (6), sendo que os coronavirus identificados
gue podem infectar humanos pertencem aos dois primeiros géneros (Bermingham et
al., 2012; ZAKI et al., 2012; Agca, Saglik e Ener, 2021).Fazem parte do grupo dos
coronavirus 0 SARS-CoV-2 juntamente com os virus SARS-CoV e MERS-CoV,
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classificados na familia Coronaviridae, na ordem Nidovirales, os quais séo conhecidos
por possuirem os maiores genomas de RNA entre os virus. Esses trés virus possuem
um genoma de RNA de fita simples de sentido positivo (+SSRNA) variando em
tamanho de 26 a 32 kb. (Adams e Carstens, 2012; King et al., 2011; Khailany, Safdar
e Ozaslan, 2020).

Na sua morfologia viral apresenta uma proteina glicosilada N-ligada
transmembrana do tipo | (150-200 kDa) que consiste em 1273 amino&cidos e exibe
varios graus de conservagdo entre os Coronaviridae, denominada de proteina S
(Cagliani et al., 2020). Apos a sintese, trés cadeias polipeptidicas da proteina S se
associam, formando uma assembléia homotrimérica, que consiste em subunidades
S1 e S2, onde juntas apresentam varios dominios funcionais, de N a C-terminais como
segue: dominio N-terminal (NTD), motivo de ligacdo ao receptor (RBM) contendo
dominio de ligacdo ao receptor (RBD), furina sitio de clivagem (S1/S2, que
provavelmente sera clivado pela protease TMPRSS2), peptideo de fusdo (FP), hélice
central (CH), dominio de conexao (CD), dominio de repeticdo de heptade (HR1/2),
dominio transmembranar (TM ) e cauda citoplasmatica (CT). O RBD/S1 sofre uma
transicdo conformacional down-to-up durante a interagdo com o0 receptor enzima
conversora de angiotensina 2 (ECA2) ligado a membrana, facilitando o
reconhecimento e a ligacao celular (Moreira et al., 2020; Forouzesh e Mishra, 2021;
Kishimoto et al., 2021; Li e Buck, 2021; Nguyen et al., 2021).

O virus SARS-CoV-2 infecta o hospedeiro por meio de células ciliadas e
caliciformes na regido nasofaringea, através das vias aéreas superiores, utilizando
essas células para sua replicacao e posterior proliferacao para outras regiées do corpo
(WALLS et al., 2020). Além disso, a ECA2 € um dos receptores, presentes nessas
células, que permitem a entrada do virus e favorecem a fusdo do virus com as
membranas celulares (Hoffmann et al., 2020; Ou et al., 2020). Ap6s a fuséo virus-
célula alvo mudancas conformacionais na proteina S do virus permite que o virus entre
completamente nas ceélulas. Estando dentro da célula, o virus ira posteriormente
liberar seu material genético (+)SSRNA) no citoplasma e usara os compostos celulares
para traduzir as proteinas virais (Simmons et al., 2013; De Souza Silva et al., 2020;
Melo et al., 2020; Silva et al., 2021).

Apoés a liberacdo do material genético viral pelo nucleocapsideo o +)ssRNA
serve como MRNA funcional em relacdo a ORFla e ORF1b que codificam a
poliproteina ppla (440-500 kDa) e pplab (740-810 kDa), respectivamente (FINKEL et
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al.,, 2021; V'’KOVSKI et al, 2021). Esses dois polipeptideos passam por
processamento autoproteolitico produzindo 16 nsps, que juntos formam o complexo
de replicacdo-transcricdo (CRT) para a sintese de RNA viral. Este CRT funcional
resulta na formacdo de um conjunto aninhado de sgRNAs (RNA guia simples) via
transcricdo descontinua (BHATT et al., 2021; KISS et al., 2021). A formacdo do CRT
acarreta a sintese de multiplas copias do RNA viral de sentido negativo (ssRNA), no
qual serve como modelo intermediério (Sola et al., 2015; Romano et al., 2020).

As células epiteliais nasais presentes na regido nasofaringea, exibem elevada
expressdo de ECAZ2, seguidas por células alveolares produtoras de surfactante tipo 2
no trato respiratorio inferior. Isso implica que o trato respiratério, especialmente a
regido superior, € um importante repositério para a coloniza¢éo do virus no inicio da
infeccdo (Chand et al., 2020; Huang et al., 2021). Achados histopatol6gicos
demonstram que a patologia predominante nos tecidos pulmonares de pacientes com
COVID-19 grave € o dano alveolar difuso (Fox et al., 2020; Yazdanpanah et al., 2020;
Ranucci et al., 2020).

As alteragbes laboratoriais da COVID-19 incluem desde linfopenia com
deplecao de linfocitos T CD4* e T CD8*, até prolongamento do tempo de protrombina
e elevacdo dos marcadores lactato desidrogenase, D-dimero, alanina transaminase,
proteina C reativa, e creatinina quinase (Huang et al, 2020;
Wang;Grunewald;Periman, 2020). Os pacientes infectados podem manifestar ainda,
imunodeficiéncia celular, ativacdo de fatores de coagulacao, lesédo do miocardio, lesdo
hepatica, lesdo renal, lesdo no sistema nervoso central e periférico e leséo
gastrointestinal (NHCC, 2020). No curso da infec¢do, os pacientes podem evoluir
assintomaticos ou desencadear manifestacdes clinicas, como febre, anosmia (perda
do olfato), ageusia (perda do paladar), dispneia, tosse sem expectoracao, hipoxia,
insuficiéncia respiratéria, choque sistémico e faléncia de multiplos 6rgaos (Buitrago-
Garcia et al., 2020; De Souza Silva et al., 2020; Furukawa et al., 2020; Merad e
Jerome, 2020).

Radiografias e tomografias computadorizadas do térax mostram envolvimento
pulmonar, com sombras irregulares bilaterais ou opacidade, tipo “vidro fosco”, nos
pulmdes de pacientes moderados e graves. Observa-se que a maioria dos pacientes
com COVID-19 com sintomas leves/moderados podem transitar rapidamente para
estados graves ou criticos se nédo houver cuidado imediato em unidade hospitalar
(Chen et al., 2020; Zhang et al., 2020).
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3.1.3 Resposta imunoldgica a infeccéo

Quando em contato com o RNA viral, as células epiteliais e macréfagos ativam
os receptores Toll-like (TLR) (3 e/ou 7) em endossomos e sensores de RNA citosolico
(RIG-1 e MDA-5), causando eventos celulares antivirais mediados por fatores
associados ao receptor de TNF (TRAF), suprimindo as respostas pré-inflamatorias
precoces de interferon tipo | (IFN-I) e estimulando outras citocinas efetoras proé-
inflamatérias, como IL-1, IL-6 e TNF-a. Além disso, o SARS-CoV-2 também inibe a
ativacao de fatores de transcricdo STAT em resposta a ativacdo do receptor de
interferon tipo | (IFNR), o que limita ainda mais os mecanismos de resposta antiviral
comumente observados em outras infeccbes (Merad e Martin, 2020; Park e lwasaki,
2020; Ziegler et al., 2020).

A dinamica da COVID-19 ocorre em uma supressao do programa antiviral
imunoldgico classico, cujos virions inibem a sinalizacdo de IFN tipo | em macréfagos
infectados, com uma expressao pro-inflamatéria das citocinas IL-1, IL-6 e TNF-q,
desencadeando uma hiperinflamacéo e a sindrome da tempestade de citocinas. Os
macréfagos teciduais expressam menos ECA2 0 que 0s tornam menos propensos a
serem infectados por essa via (Blanco-Melo et al., 2020; Hadjadj et al., 2020; Negro,
2020).

Em uma pesquisa com andlise do plasma sanguineo de 41 pacientes
internados em unidade de terapia intensiva (UTI) com COVID-19, foram encontrados
elevados niveis das interleucinas IL-1B, IL-6, IL-7, IL-8, IL- 9, IL-10, FGF, G-CSF, GM-
CSF, IFN -y, IP-10, MCP-1, MIP-1A, MIP1-B, PDGF, TNF-a e VEGF caracterizando o
fendbmeno da tempestade de citocinas e promovendo a Sindrome Respiratoria Aguda
Grave (SRAG), todos os pesquisados também apresentaram pneumonia como co-
infecgdo, 1/3 destes foram internados na UTI e seis individuos evoluiram a oObito
(Huang et al., 2020). Outro estudo multicéntrico retrospectivo de 150 pacientes com
COVID-19 na China demonstrou que 68 individuos que evoluiram a Obito
apresentavam niveis mais elevados de IL-6 (Ruan et al., 2020). Além disso, Gao e
colaboradores (2020) avaliaram 43 pacientes na China e também relataram altos
niveis de IL-6 no soro de 33 pacientes graves, apontando a IL-6 como a principal
citocina envolvida na tempestade de citocinas.

Nesse contexto, em decorréncia da tempestade de citocinas (que também

atuam na regulacédo da atividade dos neutrofilos) nas vias aéreas de pacientes com
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COVID-19, observou-se DNA extracelular, em parte oriundo de armadilhas
extracelulares de neutrofilos (NETS) liberados em resposta a infeccfes pulmonares
persistentes (Mao et al., 2020). A formacéo excessiva dos NETs favorece a producao
de muco espesso e viscoso, que dificulta o fluxo ventilatorio, facilita a colonizacéo de
bactérias, diminuindo a funcéo respiratéria do paciente (Fox et al., 2020; Mozzini e
Girelli, 2020). A evidente neutrofilia também traz como consequéncia a formacéo de
trombos microvasculares pela liberacdo de NETs por neutrofilos misturados a
plaquetas, evidenciados no exame post-mortem dos pulmdes de pacientes com
COVID-19, e em aspirados traqueais de pacientes intubados em UTI (Levi e Hunt,
2020; Middletonet al., 2020; Skendros et al., 2020; Van Dam et al., 2020).

No entanto, os imunocomplexos constituidos por anticorpos circulantes
reconhecem as particulas virais e podem ser absorvidos pelos macrofagos por meio
dos receptores Fc gama (FcyR), resultando em sua infecgdo. Esse mecanismo é
conhecido como aprimoramento dependente de anticorpos (ADE), onde na COVID-
19 tem demonstrado uma resposta (Negro, 2020; Tetro, 2020).

Os linfocitos séo células da circulacdo sanguinea, porém podem ser atraidos
para os locais inflamatérios e apresentar uma resposta imunolégica aumentada. A
progressdo da COVID-19 demonstra um quadro de linfopenia periférica generalizada,
mas associada ao aumento de linfocitos nos tecidos infectados. As células T
desempenham um papel importante na imunidade antiviral, como as células T CD8*
e NK (natural killer), que sdo capazes de secretar uma série de moléculas como a
perforina, a granzima e IFN-y para eliminar as células infectadas. Além disso, as
células T CD4* regulam as células da imunidade inata e adaptativa, aumentando sua
capacidade de eliminar diferentes patégenos (Mescher et al., 2006; Ng, Snell e
Brooks, 2013).

Além disso, a linfopenia associada a COVID-19 também é promovida pela
reducdo das células NK em consequéncia do aumento da expressdo de NKG2
(receptor de lectina tipo C), que pode estimular ou inibir a atividade citotoxica das
células NK, sendo também um importante marcador de exaustdo dessas células.
Diversos estudos apontam a possivel exaustdo de células T (linfécitos T de fendtipo
exaustivo), devido a persisténcia da infec¢éo viral no hospedeiro, resultando em perda
da producéo de citocinas, apoptose de linfocitos (pelo aumento da expressao de PD-
1 e CTLA-4) e reducdo da funcdo imunologica (Walter e Petersen, 2017; Fenwick et
al., 2019; Zhang et al., 2019; Diao et al., 2020).
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Nos individuos que desenvolveram sindrome do desconforto respiratorio agudo
(SDRA) decorrente da sindrome hiperinflamatéria promovida pela COVID-19, ha um
dano alveolar caracterizado por lesdo segmentar difusa e severa da barreira alvéolo-
capilar, onde os pneumdcitos do tipo 2 tém demonstrado desempenhar um papel
critico na resposta imune inata. Nessas células ocorre entdo a inducdo da
superproducao de citocinas, ativacdo de macréfagos residentes e recrutamento de
células para o local da lesdo (Ackermann et al., 2020; Goshua et al., 2020; Gupta et
al., 2020).

Com a superproducao de citocinas, aumenta a permeabilidade da membrana
das paredes capilares em torno dos pneumdcitos tipo 2 infectados, resultando na
infiltracdo de fluido plasmético e reducdo da elasticidade nos alvéolos, devido a
producéo reduzida de surfactante, podendo causar edema abundante observado em
analises patoldgicas. O dano alveolar difuso promove varias lesdes, como (1) a
liberacdo de mediadores pro-inflamatorios via macréfagos alveolares e células
epiteliais pulmonares; (2) o comprometimento da funcdo do surfactante nos tecidos
pulmonares, diminuindo a complacéncia pulmonar e a estabilidade alveolar; (3) a
inducdo da formacdo de membranas hialinas; (4) a promocéo de descamacao focal
de pneumdcitos alternando com hiperplasia de pneumdécitos tipo Il e formacdo de
células sinciciais gigantes; (5) um aumento na permeabilidade do endotélio pulmonar
devido a superexpressdo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e
moléculas de adesao celular (CAMSs); (6) estimulacdo da infiltracdo de neutréfilos e
macrofagos inflamatérios e linfocitos T citotdéxicos (CD8*), resultando em dano
tecidual; (7) promocédo do aumento da producao de plaquetas, fibrinogénio e outros
fatores protrombdéticos e (8) impactos diretos no sistema calicreina-quinina (KKS) e no
sistema renina-angiotensina (RAS), resultando em coagulagcéo e/ou trombose. Além
disso, o desenvolvimento de aglomerados focais de fibrina misturados com células
inflamatdrias mononucleares e células gigantes multinucleadas nos espacos aéreos
resulta na formacéao de fibrose nos pulmdes (Blanco-Melo et al., 2020; Chua et al.,
2020; Islam et al., 2020; Liao et al., 2020; Polidoro et al., 2020; Xiong et al., 2020).

3.2 PROFISSIONAIS DE SAUDE NA LINHA DE FRENTE PARA O
ENFRENTAMENTO DA COVID-19

A Pandemia da COVID-19 afetou a vida das pessoas e, em muitos casos,

alterou as rotinas de vida, como a perda de empregos e seus efeitos na reducéo de
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renda das familias, mudancas no modo de educacéo presencial para o a distancia e
as proprias relacdes entre as pessoas. A vulnerabilidade de grupos menos favorecidos
pela falta de higienizagdo e acesso a emprego e educacgao, promoveu quadros de
ansiedade, depressao e sindrome do péanico (devido as medidas de restricdo), além
de atingir diretamente pela perda de vidas humanas. (Laato et al., 2020; Maital e
Barzani, 2020; Alzueta et al., 2021).

Apesar desses fatos, em muitos paises, a mitigacdo da doenca, a preparacao
e as respostas foram implementadas. No entanto, essas medidas para lidar com os
eventos da COVID-19 foram insuficientes e, em diversos paises, como o Brasil, a
doenca prejudicou e sobrecarregou gravemente os sistemas de saude (Grasseli,
Pesenti e Cecconi, 2020; Phua et al., 2020).

Para atender a crescente demanda de atendimentos e hospitalizagéo, para os
pacientes suspeitos da COVID-19, foram implementados no Brasil novos ambulatérios
e hospitais de campanha, localizados em diferentes bairros das cidades. Assim como
os servico de saude suplementar Brasileira, para aqueles que podiam arcar com 0s
custos, utilizando clinicas particulares, ambulatdrios e hospitais privados (Kaue et al.,
2020; De Melo et al., 2020; CRUZ et al., 2021).

Os profissionais de saude estdo na linha de frente no cuidado e séo
responsaveis por fornecer atendimento integral a todos os tipos de pacientes,
atendidos nos servigos publicos, filantrépicos ou privados, nos diversos niveis da
assisténcia. Suas atribuicbes no atendimento de pacientes com COVID-19 envolvem
desde o acolhimento de pacientes e a detec¢do de casos suspeitos de infec¢des, até
fornecendo tratamento essencial em uma unidade de emergéncia ou de terapia
intensiva, assim como desempenhando papéis fundamentais na expansao dos
servicos de atendimento, vacinacdo e ainda atuando com a familia e comunidade
(Borasio et al., 2020; Xie et al., 2020).

No Brasil, a forca de trabalho na saude durante a pandemia foi na sua maioria
composta por mulheres (77,6%), sendo as equipes formadas majoritariamente por
enfermeiros (58,8%), seguida pelos médicos (22,6%) e fisioterapeutas (5,7%), com as
demais profissdes correspondendo a 12,7%, com idades até 35 anos correspondendo
a 38,4% e entre 36 e 50 anos (44%), no qual cerca de 25% de todos esses
profissionais foram infectados pela COVID-19 (Fiocruz, 2021). Nos Estados Unidos,
assim como em outros paises, entre os profissionais de saude na linha de frente do

combate a COVID-19 a maioria também foi feminina (79%) e com idade média de 41
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anos, o cargo de saude em maior numero foram os profissionais da enfermagem
(56,48%) (Hughes et al., 2020).

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) estimou que desde o inicio da
pandemia até 24 de maio de 2021, pelo menos 180.000 profissionais de saude
morreram de COVID-19 em todo o mundo (OMS, 2021). Na lItalia, de um total de
162.004 casos de COVID-19 registrados até 16 de abril de 2020, 17.306 profissionais
da saude (10,7%) foram infectados no pais. Na Espanha, mais de 5.400 profissionais
de saude (14%) foram infectados até o final de marco de 2020, do total da infec¢céo
em todo o pais. Nos Estados Unidos de acordo com relatorio dos Centros de Controle
e Prevencao de Doencas (CDC), dos 49.370 casos (de 12 de fevereiro a 9 de abril de
2020), 9.282 eram profissionais de saude (19%). No Brasil, ndo h& dados concretos
descrevendo o total de infec¢des por COVID-19 entre os profissionais de saude,
devido as subnotificacdes dos casos (SANT'ANA et al., 2020).

Em pesquisa do Conselho Federal de Medicina — CFM (2021), com médicos do
Brasil, a pandemia causou impactos na vida pessoal ou profissional de 96% dos
médicos pesquisados, seja nas horas que seriam dedicadas a familia, ao lazer e
descanso até a mudanca na rotina de trabalho. O estresse foi relatado como principal
impacto da pandemia por 22,9% dos médicos e percepcdes que incluem sensacao de
medo ou panico, conforme indicaram, 14,6% deles, impactando no bem-estar dessa
populacdo, assim como nos demais profissionais da salde, pois podem agravar
quadros de ansiedade e levar ao aparecimento da sindrome de Burnout.

Na linha de frente do cuidado ao paciente com COVID-19, o maior contingente
€ o de profissionais da enfermagem, pelo fato do seu trabalho envolver contato direto
com o0s pacientes, tornando-os mais vulneraveis a doenca. A depressao esta
relacionada a ansiedade dos enfermeiros sobre sua saude devido a infeccdo e
estresse relacionado a carga de trabalho associada a pacientes com COVID-19. A
outra razao que pode colocar os enfermeiros na linha de frente em risco de depresséao
€ a preocupacao com suas familias e filhos (Renast, 2020; Fiocruz, 2021).

Segundo o Conselho Federal de Enfermagem — COFEN (2021), desde
fevereiro de 2020 os profissionais de salde do Brasil estdo no enfrentamento da
pandemia e as condi¢des de trabalho, atrelado ao baixo investimento em formagéao e
remuneracao, tem levado a escassez internacional de profissionais, em sua maioria
os da enfermagem. O estresse e as mas condi¢des de trabalho durante a pandemia

resultou em um aumento do abandono da profissdo. O Comité Internacional da Cruz
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alerta para a pressao prolongada sobre os profissionais de saude, que estdo muito
préximos da exaustao.

Além disso, a escassez de recursos colocou os profissionais de saude em
situacao critica, como a falta de EPIs (Equipamentos de Protec&o Individual) e leitos
de cuidados intensivos. No Brasil 43,2% dos profissionais de saude afirmam néo se
sentir protegidos no trabalho de enfrentamento da COVID-19, e o principal motivo,
para 23% deles, esté relacionado a falta, a escassez e a inadequacao do uso de EPIs
(64% revelaram a necessidade de improvisar equipamentos), sobrecarga de
atividades e a limitacdo espacial da infraestrutura hospitalar (Sant'/Ana et al., 2020;
Fiocruz, 2021). Esses mesmos problemas, mas de forma menos cadtica, também
foram apresentados nas pandemias da gripe A (Tzeng e Yin, 2006; Martin, 2011; Suter
Peter, 2020).

3.2.1 O impacto da Pandemia COVID-19 na vida dos profissionais de saude

A pandemia pela COVID-19 causa grande preocupacao para a populagéo,
especialmente aos profissionais de saude da linha de frente, que por estarem em
contato proximo com pacientes infectados, estdo expostos a um alto risco de
contaminacdao e transmissado da doenca para seus familiares, colegas de trabalho e a
populacao em geral (Igba; Chaudhuri, 2020; Pessa et. al, 2020). Um aumento na carga
de trabalho dos profissionais de saude durante a pandemia foi relatado em varios
paises, porém a maioria dos profissionais de salde ndo recebeu treinamento para
prestar assisténcia aos pacientes com suspeita ou infec¢cdo pelo coronavirus, o que
leva a ansiedade pelo medo do desconhecido (Cotrin et. al, 2020; Liu et. al, 2020).

As complicacdes relacionadas ao COVID-19 véo além dos sintomas que se
manifestam na fase aguda da doenca, onde apds mais de um ano de pandemia em
todo o mundo, os problemas associados a doenca também cresceram na forma de
sequelas psicologicas, neuroldgicas/motoras, cardiovasculares, inflamatorias, além
de disfunc¢des de orgéos periféricos como figado, rins e trato respiratério, cujo principal
tropismo viral € o pulmé&o, promovendo disfungdo pulmonar significativa (Guillon et al.,
2020; Wostyn et al., 2021; Zhang et al., 2021).

Os surtos de doencas infecciosas sao conhecidos por terem impacto
desastroso no psicolégico da populacdo em geral, bem como nos profissionais de
saude. Estudos sobre surtos de SARS revelaram que os profissionais de saude

experimentaram reagOes agudas de estresse, ansiedade e depressao (Chew et. al.,
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2020). Profissionais de saude afirmam ainda, estar com dificuldades para dormir e
relatam se sentir mais cansados do que o normal, desde o inicio da pandemia.
Estudos mostram que esse grupo de trabalhadores apresentou grande prevaléncia de
ansiedade e sintomas de depressao durante o periodo de atuagdo na pandemia de
COVID-19 (Cotrin et. al, 2020; Xiong; Yi; Lin,2020). Em um inquérito com 906
profissionais de satde convidados, dos principais hospitais de Cingapura e india, os
sintomas mais comuns relatados foram cefaleia, dor de garganta, ansiedade, letargia
e insoOnia, onde existe uma associagao significativa entre a prevaléncia de sintomas
fisicos e sofrimento psiquico, que provavelmente é bidirecional (Chew et. al., 2020).

Os profissionais de saude do combate a COVID-19 foram os mais afetados por
transtornos psiquiatricos e que a sintomatologia soméatica culmina na analise de viés
da psiconeuroimunologia (PNI) do COVID-19 (Lai et al. 2020; Zhang et al. 2020; Dai
et al. 2020, 19 Wang et al. 2020). O aumento da liberacdo de citocinas proé-
inflamatorias, incluindo as interleucinas (IL) -1B e IL-6 do trato respiratério, pode ser
estimulada pela SARS, tal qual foi observado na depressao e em sindromes somaticas
funcionais (Conti et al. 2020; Wang et al. 2020).

Os profissionais expostos a pacientes infectados com COVID-19 foram
colocados sob enorme tensao, pressao e estresse, estando sujeitos a complicacées
emocionais e fisicas que podem potencializar o desenvolvimento de doencas
ocupacionais, levando ao afastamento, tempordrio ou permanente, das suas
atividades profissionais. O afastamento do trabalho € uma forma de controle
necessario para a mitigacdo da doenca entre as pessoas e uma melhor recuperacao
do trabalhador. Assim, os trabalhadores da linha de frente apresentam maior risco de
infeccdo e adoecimento, resultando em absenteismo (Sim, 2020; Pereira et.al., 2021).

Por outro lado, os profissionais que ndo adoeceram pela COVID-19, observam
o afastamento de colegas de profissdo, o que leva a uma sobrecarga das atividades
e exaustdo, fisica e mental, pelos que permanecem ativos. Nesse sentido,
proporcionar adequadas condi¢cfes de trabalho é fundamental para a manutencao da
salude desses profissionais durante a pandemia (Theorell, 2020; Lotta, 2020;
Vedovato et. al., 2021). A precarizagéo das condi¢des de trabalho, dimensionamento
reduzido de trabalhadores e o medo iminente de morte foi relatado por diversos
profissionais de saude, em decorréncia do disso, muitos estdo pedindo demisséo ou
até mesmo, desistindo de suas carreiras profissionais (Vedovato et. al., 2021).

O Boletim Epidemiol6gico do Ministério da Saude do Brasil, até junho de 2022
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confirmou 137.546 casos de profissionais contaminados pelo virus com maior
prevaléncia entre os profissionais de enfermagem, somando 63.924 casos entre
auxiliares, técnicos de enfermagem e enfermeiros. Em 2022, até o més de junho,
foram notificados 268 casos de SRAG hospitalizados em profissionais de saude no
SIVEP-Gripe. Entre as profissdes com mais registros de casos SRAG hospitalizados
pela COVID-19, 63 (35,6%) foram profissionais de enfermagem e 26 (14,7%),
médicos. Os dados de casos e 6bitos de em profissionais de saude apresentados
refletem um recorte dos casos graves nessas categorias e ndo apresentam o total dos
acometidos pela doenca no Pais (Brasil, 2022).

De acordo com pesquisa da Escola Nacional de Saude Publica Sergio Arouca,
até fevereiro de 2021, 1292 profissionais foram mortos pela COVID-19, sendo 622
(48,1%) médicos, 200 enfermeiros (16,5%) e 470 (36,4%) de auxiliares e técnicos de
enfermagem. Nos trés primeiros meses de 2021, ocorreu um crescimento exponencial
nu numero de Obitos, onde estima-se que a cada dia morreram cinco desses
profissionais (Fiocruz, 2021). Entretanto, divergindo desses valores, o Governo
Federal do Brasil declara que até junho de 2022, faleceram pela Sindrome
Respiratéria Aguda Grave (SRAG), tendo como causa a COVID-19,

aproximadamente 650 profissionais de saude em todo o pais (Figura 3) (Brasil, 2022).

Casos em Profissionais de Satde

[J2-14 (=
[114-25 2-9

I 25-51 Mo-14
W 51-95 500 1.000 km W 14 - 30,8
I 95 - 409 - N 30,8-131

Fonte: SIVEP-Gripe. Dados atualizados em 16/8/2021 s 12h, sujeitos a revisoes.

Figura 3- Casos (A) e 6bitos (B) de Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SRAG) por
covid-19 em profissionais de saldde, segundo unidade federada de residéncia, até junho de

2022.

Fonte: Boletim Epidemiolégico ESPECIAL: COVID-19 | Secretaria de Vigilancia em Saude | Ministério
da Saude (Brasil, 2022).
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4 METODOLOGIA
4.1 TIPO DE ESTUDO

Este estudo foi desenvolvido a partir de dois desenhos. O primeiro trata-se de
um estudo epidemiolégico, de caréater transversal, do tipo seccional. O segundo trata-

se de um estudo experimental, analitico do tipo descritivo.
4.2 CARACTERIZACAO DOS VOLUNTARIOS E LOCAL DE ESTUDO

O estudo é composto por 50 profissionais de saude do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE) que trabalharam durante todo o
periodo de pandemia COVID-19 e que realizaram assisténcia direta a pacientes

contaminados e internados para tratamento dos sintomas virais.

O local de estudo foi o Hospital das Clinicas (HC), unidade de saude vinculada
a Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) que tem como objetivo oferecer
atendimento médico e hospitalar a populacdo nas mais diversas areas. Relne
profissionais renomados e serve de campo de atuacdo para centenas de estudantes
de nivel técnico, graduacao, residéncia profissional, mestrado e doutorado (Brasil,
2021). O hospital é ligado diretamente a Reitoria da UFPE, para efeito de supervisao
e controle administrativo, e tem como fun¢éo basica apoiar o ensino de graduacéo e
pos-graduacdo, estando atualmente administrado pela Empresa Brasileira de
Servicos Hospitalares (EBSERH) (Brasil, 2021).

4.3 COLETA DE DADOS E AMOSTRA DE SANGUE

Para a caraterizacdo da amostra, os dados sociodemogréficos, clinicos e
epidemioldgicos dos profissionais de saude foram coletados por meio de questionario
(APENDICE A), que foram consolidados de forma agregada para controlar as

flutuacOes aleatorias.

Da mesma forma, amostras de sangue para realizacao de analises laboratoriais
e imunoldgicas foram coletadas em diferentes tubos (BD Vacutainer®) para testes

hematolégicos, coagulogramas, sorolégicos, bioquimicos e imunolégicos.
4.4 CONSIDERACOES ETICAS

Para obtencdo das informacOes epidemioldgicas, todos os profissionais
voluntarios de saude que participaram deste estudo assinaram um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE (APENDICE B). Além disso, todos os
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protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica da Universidade
Federal de Pernambuco (n° 4.206.047/2020; CAAE 30332120.8.3001.5191) (ANEXO
A).

4.5 ANALISE DOS DADOS
4.5.1 Analise dos dados epidemiolégicos

Os dados coletados através dos questionarios foram categorizados em planilha
do software Excel do pacote Microsoft Office 2016® , as variaveis foram descritas por
meio de razdes e proporcdes e descritos em tabelas.

4.5.2 Analise laboratorial de amostras de sangue

Apos a coleta do sangue dos profissionais de salde, as amostras de sangue e
soro foram encaminhadas ao Laboratério de Analises do HC-UFPE para realizacéo
das analises laboratoriais. O hemograma foi realizado em analisador hematoldgico
Yumizen H2500®, seguido da revisdo das laminas do esfregaco de sangue em
microscopio oOptico. O coagulograma foi analisado em analisador automético STA
Compact Max®. O soro da amostra foi utilizado para avaliar os parametros sorolégicos
e bioquimicos por meio dos imunopainéis totalmente automatizados Architect
i2000SR® e do analisador bioquimico automatico CMD 800i (Wiener Lab®),

respectivamente.
4.6 TESTES IMUNOLOGICOS
4.6.1 Anélise imunoldgica com amostras de soro

Os soros coletados foram utilizados para dosagens de citocinas e para
deteccdo quantitativas de imunoglobulinas anti-SARS-CoV-2 produzidas pela vacina.
As citocinas humanas Th1/Th2/Th17 foram medidas com um kit Cytometric Bead
Array (CBA) (BD Bioscience®) com todos os dados adquiridos pela plataforma de

citometria Accuri e processados com o software BD Accuri®.

A deteccdo quantitativa de 19gG e IgM foi realizada por meio do kit Ichroma™
COVID-19 Ab (Boditech Med Incorporated®) pela técnica de imunoensaio
fluorescente. A deteccéo qualitativa de 1gG e IgM foi realizada usando o kit de teste
de anticorpos SARS-CoV-2 pelo ouro coloidal técnica de imunocromatografia (Lepu

Technology®).
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4.6.2 Analise imunolégica com amostras de células - Ensaio de

Imunofonotipagem

O isolamento das células mononucleares do sangue periférico (PBMC),
previamente coletado, foi realizado por centrifugacdo de PBMC (2,000 RPM, 30 min)
sob gradiente de separacéo Ficoll (1,077 g/mL; GE Healthcare Life Sciences®), as
células foram lavadas duas vezes com PBS 1X (1.600 RPM, 10 min) e coradas com
0os anticorpos especificos. A marcacao foi feita usando anti-CD3-FITC, anti-CD4-
PercPCy5, anti-CD8-PE, anti-CD14-FITC, anti-CD19-FITC, anti-CD27-PECY7, anti-
CD80-PE e HLA-DR-PercPCy5 (todos da BD Biosciences®). A aquisicdo das células
foi realizada em 10.000 eventos em citometro de fluxo FACSVerse (BD Biosciences®)

e a analise dos dados de fluorescéncia foi realizada no software BD FACSuite®.
4.7 ENSAIO DE EXPRESSAO GENETICA
4.7.1 Extracdo de RNA e sintese de CDNA

Extracdo de RNA total foi realizada, usando-se o PBMC isolado segundo o item
3.3.1, em uma concentracdo de células de 5x10° e homogeneizado usando-se 1 mL
de Trizol liquido (Invitrogen®). A purificacdo do RNA total isolado foi realizada por meio
do RNeasy® Mini Kit (QIAGEN®) seguindo as instru¢des do fabricante. A qualidade do
RNA foi assegurada por um espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific®
Wilmington, EUA) e eletroforese em gel de agarose a 1%. Em seguida, 1 ug de RNA
purificado de qualidade adequada (um D0O260/280 de 1,8 a 2,1 e subunidades de
rRNA intactas - 28S e 18S) foi usado para sintetizar cONA por meio do Maxima First
Strand cDNA Synthesis Kit para RT-gPCR com dsDNase (Thermo Scientific®
Wilmington, EUA). Para cada amostra, foi preparada uma reacdo RT de controle

negativo (sem enzima Transcriptase Reversa).
4.7.2 Desing dos primers e estimativa de eficiéncia para qPCR

Os primers usados para detectar os genes STAT4, JAK2, STAT6, STAT3 e
FOXO4 foram projetados com base em estudos anteriores (Park et al., 2019a; Park et
al., 2019b; Su et al., 2014; Usui et al., 2003; Zhao et al., 2018). Os genes de referéncia,
ACTB e GAPDH, foram usados para a quantificacdo relativa. Esses genes foram
previamente validados em amostras de PBMC (Eyerich et al., 2009; Lewkowicz et al.,
2011; Mousset et al., 2019). Mais detalhes dos primers podem ser vistos na Tabela 1.

Foram usadas amostras de PBMC de pacientes SARS-CoV-2 positivos em estado de
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UTI e células THP-1 para exemplificar uma condicao de teste real.

Tabela 1 — Sequéncias de primers usados para avaliar as vias Thl, Th2, Th17 e Th22.

Primers Sequéncia Nucleotidica Tamanho ID GenBank
STAT4 102pb
Forward - Y
5'-CCTGGGTGGACCAATCTGAA- 3 NM 001243835.2
Reverse 5'- CTCGCAGGATGTCAGCGAA -3' -
JAK 2 130pb
Forward 5- TCTGGGGAGTATGTTGCAGAA -3'
Reverse 5'- AGACATGGTTGGGTGGATACC -3' NM_001322195.2
STAT6 145pb
Forward 5'- CAAAGCCCTAGTGCTGAAGAG -3'
Reverse 5'- CTCCTGCTGTAGCTGGGAATA -3' NM_001178081.2
STAT3 113pb
Forward 5'- GGAGGAGGCATTCGGAAAG -3'
Reverse 5'- TCGTTGGTGTCACACAGAT -3' NM_001384992.1
FOX0O4 180pb
Forward 5- CTTTCTGAAGACTGGCAGGAATGTG -3'
NM_001170931.2
Reverse 5'- GATCTAGGTCTATGATCGCGGCAG -3' 00117093
ACTB 218pb
Forward 5’- AAGAGAGGCATCCTCACCCT'-3 NM 0011015
Reverse 5- TACATGGCTGGGGTGTTGAA -3 -
GAPDH 473pb
Fo " Y
rward 5-GAAGGCTGGGGCTCATTTG-3 NM 001357943.2
Reverse 5-TTAAAAGCAGCCCTGGTG-3' -

4.7.3 Avaliacdo da expressédo por gPCR

A reacdo RT-gPCR foi realizada em um volume final de 10 pL utilizando o kit
Fast SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems®). Para a leitura, foi utilizado o
equipamento AriaMx Real-Time PCR System (Agilent Technologies®) de acordo com
0s seguintes parametros: 95 °C por 20s para ativacdo da polimerase, 40 ciclos de 95
°C por 3s para desnaturacdo e 60 °C por 30s para anelamento e extensdo. Em
seguida, a média geométrica dos genes de referéncia (ACTB e GAPDH) foi usada

para calcular a expresséao relativa de todos os alvos (Livak e Schmittgen, 2001).
4.8 ENSAIO DE POLIMORFISMO
4.8.1 Extracao de DNA gendmico

As amostras bioldgicas consistiam de sangue periférico com anticoagulante
EDTA. O DNA genbémico foi extraido de leucdcitos sanguineos periféricos pelo método

fenol-cloroférmio para analise molecular, adaptado de Sambrook e Russel (2001).

4.8.2 Determinacgéo de polimorfismos -174 G/C IL-6 (rs 1800795), -197 G/A IL-17A
(rs1974226), -511 C/T IL-1B (rs 16944), -308 G/A TNF-a (rs1800629)
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O genotipagem foi realizado por PCR-RFLP. Os pares de sequéncia de primer

usados para as amplificacdes e as respectivas referéncias sédo descritos na Tabela 2.

Tabela 2 - Sequéncia de oligonucleotideos usada para detectar polimorfismos-174 G/C IL-6, -197
G/A IL-17A, -511 C/T IL-1B, -308 G/A TNF-a por analise de PCR-RFLP.

Gene Primers Ciclo PCR E“Z'maf’e Ref.
Restricéo
Alelo G 5- AGGCAATAGGTTTTGAGGGC -3 o C o0
Forward gg°CC _3209’ 3 fried
IL-6 Alelo C ?2 °C - 30" > Nia i (Uzggf '
5- TCCTCCCTGCTCCGATTCCG -3’ - )
Reverse 72°C-2
Alelo C 95°C - 5'
5- GTTTAGGAATCTTCCCACTT -3' 959C — 1’ Aval
Forward (Arman et
IL-18 56°C — 1’ 35X (Ecos8l) | 2006
Alelo T . . 720C - 1" al., 2006)
5- TGGCATTGATCTGGTTCATC -3
Reverse 72°C -7
Alelo G . 94°C -2
Forward 5'- AACAAGTAAGAATGAAAAGAGGACATGGT -3 94 °C - 20" W |
IL-17A 58°C—_30" 30X EcoNI Wu etal,
Alelo A 72C — 30 2010a)
5'- CCCCCAATGAGGTCATAGAAGAATC -3’ -
Reverse 72°C -2
Alelo G 94°C -3
Forward 5- AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT -3 93°C — 1’ (Cabrera
TNF-a 55°C — 1’ 30X Ncol etal,
Alelo A . , 72°C -1 1995)
Reverse 5-TCCTCCCTGCTCCGATTCCG -3 720G _ 5

4.8.3 Determinacao do polimorfismo -1082 A/G do gene IL-10 (rs1800896)

A genotipagem foi realizada utilizando-se o método PCR-ASA - Alelo Especifico.
Os pares de sequéncia de primer usados para as amplificacbes e as respectivas

referéncias sdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3 - Sequéncia de Primer utilizada para analise do polimorfismo -1082 A/G IL-10
(rs1800896) por analise de PCR-ASA.

Gene Primers Ciclo PCR Ref.
Alelo A Forward 5 CCTATCCCTACTTCCCCT -3'
IL-10 94°C - 5 min (Cavet et al.,
Alelo G Forward 5- CCTATCCCTACTTCCCCC -3 93°C - 1 min 1999)
Generic 5- CTTCTTCCACCCCATCT -3' 60°C - 1 min 30X
CYP46 Reverse 5 TAGAAACGAGTTTCCCTGCC -3' ;ggg - ; min (Borroni et al.,
- min
Forward 5 GTGTGACCAGGTAACAGTCA -3' 2004)

4.9 ANALISE ESTATISTICA

O teste D'Agostino foi aplicado para testar a normalidade das hipéteses e as
diferencas estatisticas entre os grupos foram analisadas por andlise de variancia
(ANOVA) one-way com a confirmacao do teste t de student. Para os resultados sobre
a expressao dos genes foi utilizado o teste de Mann-Whitney. Todos os resultados sao
expressos como a media dos valores dos grupos = desvio padrdo e analisados
considerando o valor de p <0,05 como estatisticamente significativo. Os graficos foram

processados pelo GraphPad Prism 9 Software®.
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5 RESULTADOS

Os resultados sobre o perfil dos trabalhadores de saude investigados
mostraram que 80% s&o mulheres, 40% tém mais de 51 anos, 56% tém nivel técnico
e 46% sé&o técnicos de enfermagem (ver Tabela 4). Além disso, 64% trabalham
durante o dia, 86% com turno de 12 horas e 62% possuem dois ou mais empregos
em outros servicos de saude. Felizmente, 80% dos trabalhadores relataram que nao
possuem comorbidades relevantes (que sao fatores de risco para o agravamento da
COVID-19).

Tabela 4 - Perfil sociodemografico, clinico e epidemiolégico dos profissionais de saude
investigados expostos a pacientes infectados por SARS-CoV-2 no Hospital das Clinicas.

N %
Género Mulheres 40 80
Homens 10 20
20-30 anos 2 4
Faixa etéaria (anos) 31-40 anos 15 30
41-50 anos 13 26
Acima de 51 anos 20 40
Escolaridade N[vel Téc_:nico_ , . 28 o6
Nivel Universitario 22 44
Técnico de Enfermagem 23 46
Enfermeiro 12 24
Técnico em Laboratério 5 10
Farmacéutico 3 6
Ocupacgéo Medico, incluindo 3 6
residents
Fisioterapeuta 2 4
Fonoaudi6logo 1 2
Nutricionista 1 2
Dia 32 64
Turno de Trabalho Noite 18 36
6h/dia 5 10
Horas de Trabalho 8h/dia 2 4
12h/dia 43 86
. Apenas 1 19 38
Locais de Trabalho 20U Mais 31 62
Sem co-morbidades 40 80
Doenca cardiovascular /
. - 6 12
Fatores de Risco hipertensdo .
Asma / Pneumopatia 2 4
Diabetes Mellitus 1 2
Obesidade 1 2

Os profissionais de saude deste estudo foram divididos em dois grupos, o
primeiro grupo (28/56%) foi composto por trabalhadores que testaram positivo para
infeccdo por SARS-CoV-2 (com base em qualquer teste positivo, rt-PCR e/ou
imunoglobulina teste). O segundo grupo (22/44%) foi composto por trabalhadores que

apresentaram resultado negativo em todos os exames. Além disso, no grupo de
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profissionais de saude positivos, algumas pessoas (53,6%) apresentaram sintomas
como diarreia (24%), dor de garganta (22%), tosse (18%), febre (14%), dispneia e
outros (12%). Poucos sintomas, semelhantes aos da gripe, também foram observados
em 23% dos profissionais de salude negativos. Com o objetivo de avaliar a resposta
sorologica contra o virus SARS-CoV-2, realizamos dois testes rapidos (para deteccéo
de imunoglobulinas anti-SARS-CoV-2). O intervalo de tempo entre dois testes foi de
dois meses. Os resultados mostraram o aumento de IgG anti-SARS-CoV-2 nas
amostras de sangue e podem ser vistos na Tabela 5.

Tabela 5: Imunoglobulinas anti-SARS-CoV-2 presentes na sorologia dos profissionais de
salde positivos.

12 analise 22 andlise
Imunoglobulina IgM IgG IgM + 1gG IgM IgG IgM + 1gG
Profissionais de salde 28.6% 50% 21.4% 7.2% 71.4% 21.4%

O intervalo entre as analises foi de dois meses.

Os parametros sanguineos dos profissionais de saude foram avaliados
comparando os resultados de individuos positivos e negativos. Embora os resultados
tenham se mantido entre os valores de referéncia, um aumento discreto foi observado
em parametros do grupo positivo. Dessa forma, observou-se que os profissionais de
saude positivos tiveram aumento estatistico nos parametros de hematdcrito,
leucécitos totais, neutréfilos e linfocitos (Tabela 6). Os resultados bioquimicos
mostraram que alguns parametros inflamatorios dos profissionais de saude positivos
também foram maiores em relacédo ao grupo negativo (Tabela 6).

Tabela 6: Analise dos parametros sanguineos e bioquimicos dos profissionais de salde.

Valores de L . , -valor
Profissionais de saude P

Referéncia
Parametros
Hematoldgicos (+) (-)
Hematdcrito (%) 36 — 54 415+ 34 39.3+15 0.03
Leucocitos Totais 4,000 - 11,000 8402+1494 7379+1013  0.03
(nimeros)
Neutréfilos (%) 50-70 55.58 £ 4.6 51.26 £ 5.7 0.03
Linfocitos (%) 25-45 383+75 31.87+7.6 0.002
Paréametros
Bioquimicos
Proteina C-reativa 0-05 4726 24+1.4 0.01
(mg/dL)
Fibrinogénio (mg/dL) 200 — 400 366 + 77 303+ 57 0.007

(+) Profissionais de saude positivos; (- ) Profissionais de salide negativos.
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Semelhante a maioria dos parametros bioquimicos, a pesquisa de ions nao
mostrou diferencas significativas entre os grupos, sendo sédio (140 £ 2,7 e 140 + 2,3);
potéssio (4,14 + 0,4 e 4,2 + 0,4) e cloreto (102 + 3,0 e 101 * 2,3) para trabalhadores
de salude positivos e negativos, respectivamente. Em relagdo aos resultados de
producado de citocinas, observamos aumento dos valores de IL-17 no grupo positivo
(p = 0,03). Apesar de IL-2 e IL-6 estarem aumentadas em relacédo as demais (IL4, IL-

10, TNF-a e IFN-y) ndo foram observadas diferencas estatisticas entre elas (Figura 4).

5200+122 B0 124 N Profissionals Posttivos
§ o ProTiesionals N vos
4147108/ |
5000 4181189 = .
= Te 25212867/
20004 268579/

1&114]-5'-35
3000
2000

1000

IL-2 IL-4 IL-G IL-10 THF-a IFM-g IL-17

Produgdo de Citocinas (pg/mL)

Figura 4- Os niveis de citocinas Thl, Th2 e Th17 medidos no soro do profissional de
salde. As barras verticais representam a média dos 50 voluntarios. Valores significativos foram
encontrados na citocina IL-17 para profissionais positivos. Os valores sdo representados como
médiatdesvio padrao.

Os resultados da imunofenotipagem mostraram que os linfécitos CD56+
estavam elevados no grupo positivo, reforcando as contagens observadas nos
parametros hematoldgicos (valores elevados de linfécitos). No entanto, o0s
subconjuntos de linfocitos T CD19+, CD4+ e CD8+ ndo apresentaram diferencas

estatisticas entre os grupos (Figura 5).
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Figura 5- Imunofenotipagem de linfécitos de profissionais de saude. A média de cada
gréfico de pontos foi representada em valores percentuais. A — Dot plot com defini¢do de portéo
de linfdcitos. B — Isolamento da populacéo de linfécitos T CD3+. C — Isolamento da populacgéo
de linfocitos T CD3+CD4+ e T CD3+CD8+. D e E — Isolamento de Natural Killers e populacéo de
linfécitos B, respectivamente. Os numeros representam uma meédia de 50 voluntarios. Os
simbolos nos gréaficos (+) e (-) estdo relacionados aos profissionais de saude positivos e
negativos, respectivamente.

Os resultados das citocinas intracelulares mostraram que os linfécitos T CD56+
produziram IL-10 (0,4 + 0,3/0,03 + 0,02 ; p =0,001) e IL-17 (0,1 £ 0,04/ 0,03 £ 0,02
; p = 0,02) em valores estatisticos para profissionais de salde positivos e negativos,
respectivamente. Nao foram encontradas diferencas nas citocinas liberadas pelos
linfécitos T CD4+. O Th2/Th17/Th22 foi a resposta imune observada predominante
nos profissionais de saude positivos (Figura 6). Através do STAT6, STAT3 e FOXO4
pdde-se observar que este perfil de resposta imune é alto em relagcdo ao STAT4

(resposta Thl) e JAK2 (um gene pleiotropico para as respostas Thl e Th17).
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Figura 6- Resultados sobre vias de respostaimune em profissionais de saltde. Os genes
associados a resposta Th2/Th17/Th22 (STAT3, STAT6 e FOX04) foram observados em valores
elevados para os profissionais de salde positivos. Os valores de p estdo nos graficos. Os
simbolos nos gréaficos (+) e (-) estdo relacionados aos profissionais de saldde positivos e
negativos, respectivamente.

Os possiveis polimorfismos imunologicos em trabalhadores da saude foram
avaliados para verificar a possibilidade de alteracdes genéticas na populacao
estudada. As frequéncias alélicas para cada polimorfismo foram feitas de acordo com

o equilibrio de Hardy-Weinberg e sdo mostradas na Tabela 7.

Tabela 7 - Balan¢o de Hardy-Weinberg para os polimorfismos de IL-6, IL-10, IL-18, IL-17
e TNF-a entre profissionais de saude.

Profissionais de Salde Profissionais de Saude
Interleucinas (negativos) (positivos)
X2 p-valor X2 p-valor
IL-6 0.3835 0.5357 0.6625 0.4157
IL-10 0.1592 0.6899 2.7778 0.0956
IL-1B 1.5774 0.2091 0.2681 0.6046
IL-17 0.8400 0.3594 2.4931 0.1143
TNF-a 0.0021 0.9631 0.2870 0.5922

Os gendtipos mais comuns encontrados entre o0s polimorfismos de
interleucinas foram GG de IL-6 (64,2%), AA de IL-10 (75%), TC de IL-1B (57,1%), AA
de IL-17 (46,4%), GG de TNF-a (64,2%) em profissionais de saude positivos. Ja os
Profissionais de salde negativos apresentaram alto polimorfismo (Ver se houve
realmente ou se substitui por alta frequencia) em GG IL-6 (72,7%), GA de IL-10
(81,8%), TT de IL-1B (50%), AA de IL-17 (63,6%) e GG de TNF -a (59%). No entanto,

nao foram observadas diferencas estatisticas (Tabela 8).

Tabela 8- Andlise das associac8es entre os polimorfismos de IL-6, IL-10, IL-1B, IL-17 e
TNF-a em profissionais de saude.
PS PS 2

Polimorfismo - . OR IC P
Positivos  Negativos

Genotipo IL-6

GG 18 16 1 ND ND

GC 7 5 1.0000 0.8036 0.2124-3.0403 0.9883

CcC 0 0 - - -

GC/CC - - - - -

Teste de Tendéncia

Alelo

G 43 37 1 ND ND

C 0 0 - - -

Genotipo IL-10

GG 4 3 1 ND ND

GA 7 11 0.2339 20.952 0.3563-12.3219 0.7063

AA 14 7 0.6667 0.1158-3.8382 10.000

GA/AA 21 18 11.429 0.2253-5.7980 0.8020

Teste de Tendéncia
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Alelo

G 15 17 1 ND ND
A 35 25 0.6303 0.2658-1.4945 0.4059
Genotipo IL-18

TT 9 10 1 ND ND
TC 13 7 0.4525 0.4038 0.0697-2.3391 0.5624
cC 3 4 0.8333 0.1452-4.7810 0.8113
TC/CC 16 11 0.5156 0.0959-2.7731 0.7250
Teste de Tendéncia

Alelo

T 31 27 1 ND ND
C 19 15 0.9064 0.3870-2.1232 0.9925
Genotipo IL-17

AA 13 14 1 ND ND
AG 12 7 1.0000 0.5417 0.1632-1.7975 0.4804
GG 0 0 - - -
AG/GG - - - -
Teste de Tendéncia

Alelo

A 38 35 1 ND ND
G 0 0 -
Genotipo TNF-a

GG 18 13 1 ND ND
GA 6 7 0.7909 16.154 0.4389-5.9456 0.6950
AA 1 1 13.846 - 0.6070
GA/AA 7 8 15.824 0.4579-5.4690 0.6805
Teste de Tendéncia

Alelo

G 42 33 1 ND ND
A 8 9 14.318 0.4981-4.1150 0.6902

Teste P, G (Williams); OR - Odds Ratio; IC - Intervalo de confianga; ND — Nao Determinado, PS —
Profissionais da saude.
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6 DISCUSSAO

Trata-se de um estudo com profissionais de saude, exposto a pandemia pela
COVID-19, realizado no Brasil. Durante 2020, esses trabalhadores com diferentes
competéncias e habilidades ajudaram as unidades publicas e privadas de salude a
tratar e controlar a doenca, salvando muitas vidas.

Aqui mostramos que os profissionais de saude brasileiros sdo compostos, em
sua maioria, por mulheres, com idade acima de 50 anos e com nivel de formacao
técnica, sendo esse perfil também identificado em diferentes paises. Tais achados séo
reforcados pela grande prevaléncia de profissionais da enfermagem, devido ao grau
de dependéncia de cuidados demandados pelo paciente, quando comparados a
outras categorias (Baumann et al., 2018; Lombardi et al., 2020; Pasila et al., 2017;
Teixeira et al., 2020).

Estudos relatam que uma longa jornada de trabalho pode comprometer a
vigilancia dos pacientes, refletindo negativamente sobre a assisténcia oferecida,
aumentando o risco de eventos adversos e contaminacédo dos trabalhadores (Magno
et al., 2020; Pasila et al.,, 2017). Aqui, pudemos observar que a maioria dos
profissionais de salde trabalha em turnos de 12 horas durante o periodo diurno. Além
disso, uma parcela consideravel desses trabalhadores possui duas ou mais vinculos
de trabalho, fator associado ao baixo salario em muitas categorias profissionais no
Brasil (Andrade et al., 2017; Dall'Ora et al., 2015).

Pesquisas recentes descrevem que as manifestacdes clinicas do COVID-19
podem variar desde condicfes assintomaticas, apresentando até sintomas como
febre, tosse seca, fadiga, dispneia grave, perda ou comprometimento do olfato e/ou
paladar e, em casos atipicos, reacdes dermatoldgicas (Niquini et al., 2020; OMS,
2020). Além dessas manifestacdes, foram relatados disturbios digestivos em casos
menos graves, com diarreia presente na fase inicial da doencga, que pode durar de 1
a 14 dias Guan et al., 2020). Aproximadamente metade dos profissionais de saude
investigados aqui nao relataram sintomas semelhantes a gripe como um possivel
sinal de contaminacgéo. Suarez-Garcia et al., (2020) também mostraram a prevaléncia
de pacientes assintomaticos entre os profissionais de saude em um hospital de Madri.
No entanto, dos que relataram ter sintomas, a diarreia nao foi relatada (Huan et al.,
2020).

Dois tercos dos profissionais de saude sintomaticos relataram n&o ter tomado

nenhum medicamento para prevenir ou controlar o COVID-19, enquanto outros
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trabalhadores utilizaram algumas medidas terapéuticas antimicrobianas e
antiparasitarias. Achados cientificos demonstraram que néo ha evidéncia de beneficio
no uso de medicamentos para a prevencao ou tratamento especifico do COVID-19 e
essas drogas podem promover efeitos colaterais. Alguns estudos também mostram
gue o uso de antimicrobianos e corticosteroides (como terapia, ndo prevencao) pode
ajudar a prevenir pneumonia oportunista e melhorara funcdo pulmonar, evitando o
agravamento da condicdo patolégica (Huan et al., 2020; Mao et al., 2020).

A presenca tanto do IgM quanto do IgG em trabalhadores positivos expostos
ao virus no hospital € corroborada pelos achados de Ko et al. (2020), onde mostraram
gue a maioria dos casos leves de COVID-19 produziu anticorpos detectaveis como o
IgG* apds o periodo sintomético. No entanto, outros estudos indicaram que a presenga
de sintomas é necesséria para induzir uma resposta humoral imune detectavel (tanto
para citocinas e imunoglobulinas) quanto sua prevaléncia soroldgica (Lan et al., 2020;
Long et al., 2020; Mardano et al., 2020; Wu et al., 2020b). Estudos mundiais com
profissionais de saude tém mostrado alta prevaléncia de individuos assintomaticos,
com diminuicdo dos titulos de IgG (Korth et al.,, 2020; Zhao et al.,, 2020b). Os
resultados encontrados na pesquisa para profissionais de satde positivos e negativos
foram semelhantes aos estudos. No entanto, os achados encontrados apoiam uma
preocupacdao relacionada a trabalhadores negativos que sdo expostos diariamente,
mas ndo mostram sinais de infeccdo. Al-Zoubi et al. (2020) também apresentou
resultado semelhante ao investigar 370 profissionais de saude, a maioria enfermeiros
seguidos por médicos e outros funcionarios e ndo encontrou contaminacao entre eles.

Os resultados laboratoriais mostraram um importante estado inflamatorio para
0 grupo positivo. O aumento de fibrinogénio, hematdcrito, neutréfilos e linfocitos
(especialmente células assassinas naturais) mostrou uma possivel persisténcia
inflamatoria associada a imunossupressao devido a exposi¢ao diaria ao virus. Como
indicado anteriormente, a maioria dos trabalhadores positivos nédo apresentava
nenhum ou sintomas leves, corroborando com alguns estudos que mostraram que
individuos assintomaticos apresentam alteracdes nos exames laboratoriais e de
imagem (Lu et al., 2020b). Provavelmente, o aumento de fibrinogénio e neutréfilos
em nossos achados esta associado a danos nos tecidos pulmonares dos
trabalhadores investigados. O aumento dos niveis de fibrinogénio pode ser um fator
predisponente para o0 aumento da hipercoagulacdo sanguinea e da formacédo de

fibrinas, funcionando como um marcador inflamatério para risco de trombose e como
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indicador de inflamacéo tecidual (Connors e Jerrold, 2020; lba et al., 2020). Além
disso, a presenca de neutroéfilos em altos valores no sangue e tecido pulmonar devido
ao COVID-19 é promovida por sinais inflamatorios reconhecidos da doenca (Tay et
al., 2020; Wang et al., 2020b).

A genética hospedeira, bem como mudancas no estado imunologico ou
ambiente podem promover diferentes doencas. As analises de polimorfismo dos
individuos deste estudo visavam entender, se condi¢cdes genéticas, como a regulacao
ou a desregulamentacdo das citocinas, poderiam promover uma resposta imune
especifica (McAleer e Kolls, 2014). Os resultados mostraram que nao ocorreu
alteracdo genética nos genes analisados (IL-183, IL-6, IL-10, IL-17A e TNF-a), e,
possivelmente, os achados inflamatérios dos profissionais de salude estiveram
associados a exposi¢ao ao virus.

Quando associados os achados laboratoriais a resposta imunologica (por
imunofenotipagem e vias de resposta imune), além de um estado inflamatorio (descrito
anteriormente), a resposta th2/th17/th22 foi predominante em profissionais de saude
positivos, destacando a producao de citocinas IL-17. Juntos, esses achados revelam
0 primeiro conjunto de evidéncias de danos pulmonares em profissionais de saude
devido a sua exposicdo diaria ao virus. Além disso, a resposta Th2/Th17/Th22 esta
associada a individuos que apresentam asma e doenca pulmonar obstrutiva cronica
(DPOC) levando a um aumento da producdo de fibrinogénio e mucinas em tecido
pulmonar (Alcorns,Crowe e Kolls, 2010; Jeremy e Jay; Zenewicz, 2018). A citocina
IL-17, encontrada em altos valores em profissionais positivos de saude, deve ser
destacada devido aos seus mecanismos imunolégicos em doencas respiratorias. Na
asma, o IL-17 media o recrutamento de neutrdéfilos para os pulmées, no COVID-19
promove a persisténcia viral protegendo células infectadas por virus da apoptose e
pode induzir hiperinflamacao (Megna,Napolitano e Fabbrocini, 2020; Paiser, 2013;
Sadeghi et al., 2021) .

Assim, nossos achados mostraram predisposicédo dos profissionais de saude,
expostos ao virus, para desenvolver reacao inflamatoria pulmonar devido ao aumento
dos néufofilos, linfécitos NK, citocinas intracelulares e plasmaticas IL-17, hematdcrito
e fibrinobrigénio. Esses marcadores estdo associados a defesa imunolégica de
doencas pulmonares devido a inducdo da via Th2/Thl17/Th22, resposta imune
mencionada anteriormente, que esta associada a asma, fibrose cistica e doencas
como a DPOC.
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7 CONCLUSOES

Embora este estudo tenha sido realizado antes do periodo vacinal, até
os dias atuais, a realidade brasileira ainda mostra baixa dosagem de antigenos e
anticorpos na populacdo. Além disso, diariamente, muitos trabalhadores usam
transportes publicos lotados para se deslocar para seus empregos e estdo expostos
a infeccdo por SARS-CoV-2. Da mesma forma, devido a evolucdo assintomatica da
doenca, a maioria dessas pessoas ndo suspeita que possa estar infectada pelo virus
e, consequentemente, transmitir para outras pessoas.

Atualmente, apesar da real possibilidade de reinfeccdo na doenca, possuimos
alternativas para minimizar a propagac¢ao do virus por meio das vacinas COVID-19.
No entanto, a resposta imune Th2/Th17/Th22 apresentada por esses profissionais,
dados inéditos, pode levar a uma nova percepcao sobre a terapia de prevencdo de
danos pulmonares nesses individuos e alguns estudos devem ser realizados para
investigar se a elevada exposicdo ao antigeno resulta em ativacao cronica do sistema
imunologico neste grupo-alvo.

Assim, nossos achados destacam a propensdo dos profissionais de saude,
expostos ao virus, para desenvolver reacao inflamatoria pulmonar devido ao aumento
dos néufofilos, linfécitos NK, citocinas intracelulares e plasmaticas IL-17, hematdcrito
e fibrinobrigénio. Esses marcadores estdo associados a defesa imunoldgica de
doencas pulmonares devido a indugdo da via Th2/Thl7/Th22, resposta imune
mencionada anteriormente, que esta associada a asma, fibrose cistica e doencas
como a DPOC. Desta forma, se faz necessario a realizacao de mais estudos com essa
teméatica, para que se possa vislumbrar os perfis imunolégicos das populacdes
estudadas, além de poder compreender o estado imunolégico ap6s a vacinacao, a
médio e longo prazo.
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APENDICE A- QUESTIONARIO PARA COLETA DE DADOS

INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS

DADOS SOCIODEMOGRAFICOS

Nome: ID pesquisa:

Data de Nascimento: / / Gestante: [ ]Sim [ ] N&o

DADOS PROFISSIONAIS

Escolaridade: [ ]Nivel Médio [ ]Nivel Técnico [ ]Nivel Superior

Profisséo:

Setor de Trabalho: Turno de Trabalho: [ ]Diurno [ ]Noturno

Jornada de Trabalho: [ ]Diarista até 6h [ ] Diarista 8h [ ]Plantonista 12h [ ]Plantonista 24h

Possui outros vinculos de trabalho: [ ][Ndo [ ]Sim  Se sim, quantos: [ J01 [ ]02 [ ]03 ou mais vinculos

DADOS CLINICO-EPIDEMIOLOGICOS

Realizou viagem internacional em 2020: [ ]Nado [ ]Sim

Se realizou viagem internacional, qual o local:

Data da Viagem: / / Data do Retorno: / /

Durante a atividade profissional, apresentou sintomas para a COVID-19: [ ]N&o [ ]Sim

Quais sintomas: [ JFebre [ JTosse [ ]Dor de Garganta [ ]Dispneia [ ]Sat 02<95% [ ]Diarreia
[ ]VOmito [ ]Sinais dermatolégicos [ ]Outros:

Fez uso de alguma terapia farmacolégica: [ ][Nao [ ]Sim

Se usou medicacgédo, qual(is): [ ]Cloroquina/hidroxicloroquina [ JAntimicrobiano

[ ]Dexametasona [ ]lvermectina [ ]Nitazoxanida [ Joutros:
Realizou Exame Diagnostico/ Triagem: [ [Nao [ ]Sim,

quais:
[ IRT-PCR - Detectavel ( ) Nao detectavel ()
[ JTeste Rapido - IgM/IgG negativo ( ) IgM/1gG positivo () IgM negativo e IgG positivo ( )

IgM positivo e IgG negativo ( )
[ JRaio-X - Normal ( ) Infiltrado ( ) Consolidacéo () Misto () QOutros:

[ JTTomografia - Normal ( ) Infiltrado () Consolidacdo () Misto () Outros:

[ ]Outros exames realizados: Resultado:

Precisou de internac&o hospitalar: [ ]N&do [ ]Sim, enfermaria [ ]Sim, UTI

Se precisou de internacdo, Quantos dias: Fez uso de Respirador: [ ] Nao [ ]Sim

Foi afastado das atividade para cumprir isolamento em casa: [ [N&o [ ]Sim, quantos dias:
Possui familiares residindo na mesma casa: [ ]N&o [ ] Sim, quantos:
Familiares que residem na mesma casa foram isolados pelo mesmo periodo de tempo: [ ]Sim [ [Nao

Se nao, motivos:
Fatores de
Risco/comorbidades:

[ ]Gestante [ ]Diabetes Mellitus [ ]Imunodeficiéncia/lmunosupressdo [ JAsma [ ]Obesidade
[ 1 Doenga Cardiovascular Crénica [ ]Doenga Hepatica Cronica [ ]Doenca Renal Crénica
[ ]Doenca Neurolégica Cronica [ 1Doenca Hepatoldgica Crénica [ ]JPneumopatia Crdnica
Fatores de Risco/comorbidades dos Familiares:

[ ]Gestante [ ]Diabetes Mellitus [ ]JImunodeficiéncia/lmunosupressdo [ JAsma [ ]Obesidade
[ 1 Doenga Cardiovascular Crénica [ ]Doenca Hepatica Cronica [ ]Doenga Renal Crénica

[ ]Doenca Neurolégica Cronica [ 1Doenca Hepatoldgica Crénica [ JPneumopatia Cronica



54

APENDICE B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS - Resolugéo 466/12)

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa Investigagdo e mapeamento
imunoldgico de pacientes infectados com o virus SARS-CoV-2 (COVID-19), que esta sob a responsabilidade do (a)
pesquisador (a) Profa. Dra. Cristiane Moutinho Lagos de Melo, Av. Prof. Moraes Rego, s/n.° - Cidade Universitaria —
Recife — PE — CEP 50.670.420, fone: 2126.8866, e-mail: cristianemout@gmail.com.

Caso este Termo de Consentimento contenha informacdes que ndo lhe sejam compreensiveis, as ddvidas
podem ser tiradas com a pessoa que esta Ihe entrevistando e apenas ao final, quando todos os esclarecimentos forem
dados, caso concorde com a realizacdo do estudo pedimos que rubrique as folhas e assine ao final deste documento,
gue estd em duas vias, uma via lhe sera entregue e a outra ficara com o pesquisador responsavel.

Caso ndo concorde, ndo havera penalizagdo, bem como serd possivel retirar o consentimento a qualquer
momento, também sem nenhuma penalidade.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Convidamos o (a) Sr (a) para participar da Pesquisa Investigacao e mapeamento imunolégico de pacientes
infectados com o virus SARS-CoV-2 (COVID-19), a qual pretende analisar o perfil de resposta de defesa do
organismo que o virus SARS-CoV-2, causador da doenca COVID-19, promove. Sua participacao é necessaria, pois,
como portador da doenga, o seu sangue sera utilizado como controle positivo. Sua participacdo é voluntéria e se
dara através da permissdo decoleta de até 9 ml de sangue periférico através de um tubo adaptado a uma agulha,
estéril e descartavel. Esse procedimento é praticamente isento de risco, pois todo material utilizado é descartavel,
porém, podera causar dor ou mancha vermelha (hematoma). Caso ocorra qualquer desconforto ou promocgédo de
hematoma local vocé recebera ajuda da equipe de coleta através de cuidados paliativos. O sangue seré utilizado
para a realizacéo de identificacdo dos tipos de células sangquineas que estdo ativadas e das proteinas que ajudam
na defesa do organismo, como os objetivos de: (i) verificar producdo de citocinas, imunoglobulinas e quimiocinas
(substancias envolvidas no sistema de defesa contra doengas) e (ii) analisar a presenca de marcadores de
superficie celular (que identifica quais células sdo e se houve aumento ou diminuicdo da populacao de células).
Todos os resultados dos marcadores sanguineos serdo comparados, com sua permissédo, com o seu diagnostico
clinico constante em prontuario médico obtido junto ao hospital. Eventualmente, caso precisemos, iremos solicitar
amostras de Swab suas e/ou nos bancos repositérios para identificacdo e investigagdo do tipo viral e confrontar
com seus sinais clinicos para estudos de infectividade.

Todas as informacdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em eventos ou
publicac¢des cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntarios, a ndo ser entre os responséaveis pelo estudo, sendo
assegurado o sigilo sobre a sua participacdo. As amostras sanguineas coletadas nesta pesquisa serdo processadas e
ficardo armazenadas em freezer a -20°C, sob a responsabilidade do Profa. Dra. Cristiane Moutinho Lagos de Melo, no
endereco acima informado pelo periodo de minimo de 3 anos para investiga¢des futuras. Nesse caso, para a utilizacdo
das amostras um novo projeto de pesquisa devera ser aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do hospital (e, se for
0 caso, pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa, a CONEP) e vocé seré contatado novamente para autorizar o
novo uso, assinando um novo Termo de Consentimento Livre e EsclarecidoA retirada do consentimento de guarda das
suas amostras biolégicas armazenadas em banco devera ser realizada por escrito e assinada, podendo dar-se a qualquer
tempo, sem prejuizo ao participante da pesquisa, com validade a partir da data da comunicacdo da decisé&o.

Nada lhe sera pago e nem sera cobrado para participar desta pesquisa, pois a aceita¢ao € voluntaria, mas fica
também garantida a indenizagdo em casos de danos, comprovadamente decorrentes da participagdo na pesquisa,
conforme decisdo judicial ou extra-judicial. Se houver necessidade, as despesas para a sua participagdo serdo assumidas
pelos pesquisadores (ressarcimento de transporte e alimentacdo). Em caso de davidas relacionadas aos aspectos éticos
deste estudo, vocé poderé consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco:
(Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81)
2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).O referido comité estd apto para lhe esclarecer a fungdo da pesquisa cientifica
para 0 avanco da ciéncia e da confidencialidade de todos os seus dados. Além disso, 0 CEP/CONEP s&o corresponsaveis
por garantir a protecdo dos participantes de pesquisa cientifica, sequndo a resolucdo Resolucdo CNS n° 466 de 2012,
item VII.1.

(assinatura do pesquisador)

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)
Eu, , CPF , abaixo
assinado, apos a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e de ter tido a oportunidade de conversar e ter
esclarecido as minhas duvidas com o pesquisador responsavel, concordo em participar do estudo Investigagao e
mapeamento imunolégico de pacientes infectados com o virus SARS-CoV-2 (COVID-19), como participante da
pesquisa. Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo(a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, 0s procedimentos
nela envolvidos, assim como os possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participacdo. Foi-me garantido que
posso retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade.
Local e data
Assinatura do participante:
Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e o aceite do voluntario em
participar.
(02 testemunhas néo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome: Nome:
Assinatura: Assinatura:
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ABSTRACT

Healthcare workers present an increased risk of contagion for the SARS-CoV-2 virus due to
their labor exposure. Here, we describe the clinical, laboratory, and immunological
characteristics of healthcare workers, before vaccine application, exposed to SARS-CoV-2-
infected patients. We collected sociodemographic, clinical, and laboratory information from 50
professionals who worked during the COVID-19 pandemic at the Clinical Hospital of the
Northwest in Brazil. The results showed that most workers are women, over 50 years old, and
worked as nursing technicians. Approximately 56% of workers were positive for a previous
infection by RT-PCR and/or anti-SARS-CoV-2-immunoglobulin tests. Increased levels of
hematocrit, neutrophils, NK lymphocytes, and fibrinogen, were found in positive healthcare
workers, suggesting a light inflammatory status. The immunological findings showed an
increase in IL-17 production and a Th2/Th17/Th22 profile followed by high serology for anti-
SARS-CoV-2 IgM and IgG. Those data reveal the importance of studies with healthcare
workers to investigate if the continuous exposition to the virus may result in chronic activation
of the immune system and/or pulmonary inflammation in this target group.

Keywords: Healthcare workers, Th2/Th17/Th22, COVID-19, inflammation.
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1. INTRODUCTION

The coronavirus disease 2019 (COVID-19), which emerged in China, was considered
the most serious outbreak of pneumonia in the last 100 years, reaching more than 200
countries around the world (Gorbalenya et al., 2020; Lu et al., 2020; Li et al., 2020a; Melo et
al., 2020). The transmissibility of COVID-19 is due to the high viral load in the upper respiratory
tract, even among asymptomatic patients, which distinguishes it from other respiratory
diseases (Arons et al., 2020; Li et al., 2020b). Virus spread occurs through direct contact with
contaminated surfaces, aerosols, and respiratory droplets (Chan et al., 2020). The infected
person may not present symptoms (asymptomatic), develops few clinical manifestations such
as fever, cough, flu, weakness (mild disease), or progress to pneumonia, dyspnea, hypoxia,
lung involvement on imaging tests, respiratory failure, systemic shock, multi-organ failure
(severe disease), and to die (Merad and Martin, 2020; Buitrago-Garcia et al., 2020; De Souza
Silva et al., 2020; Furukawa et al., 2020).

Worldwide, thousands of healthcare workers have taken leave from professional
activities due to COVID-19 infection, which also caused a significant number of deaths. In
China, about 29% of healthcare workers were infected with COVID-19 during the first three
months of the pandemic (Wang et al., 2020a). Spain and Italy also had 22% and 20% of
healthcare workers taking work left, respectively (Suarez-Garcia et al., 2020; Arons et al.,
2020). The fundamental role of healthcare workers during the COVID-19 pandemic should be
recognized and serve as an example for future generations. However, no study, to date,
described the immunobiology of healthcare workers exposed to COVID-19-infected patients
and how these professionals physiologically reply to daily contact with SARS-CoV-2. Because
of constant SARS-COV-2 exposure, it is possible that health workers might develop unique
reactions to infection than non-healthcare workers. Here, we described the clinical,
biochemical, and immunological aspects of 50 healthcare workers exposed to the disease (due
to their clinical procedures with contaminated patients), during the pandemic outbreak, in a

public hospital unit, in a period before vaccination against SARS-CoV-2.
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2. Material and Methods
2.1 Characterization of volunteers and collection of blood samples

Volunteers of this study consist of 50 healthcare workers from the Clinical Hospital of
the Federal University of Pernambuco in Brazil, who worked throughout the COVID-19
pandemic period. The inclusion criteria were to work with infected patients and/or process
biological samples of infected patients during COVID-19 pandemic. The socio-demographic,
clinical and epidemiological data of healthcare workers were collected through a questionnaire.
Likewise, blood samples to perform laboratorial (hematological, coagulogram, serological, and
biochemical) and immunological analyses were collected in different tubes (BD Vacutainer®).
All volunteer who participated in this study signed a ‘Free and Informed Consent Form’. In
addition, all experimental protocols were approved by the Human Ethics Committee from
Federal University of Pernambuco (n°® 4.206.047/2020; CAAE 30332120.8.3001.5191).

2.2 Laboratorial analysis of blood samples

The blood of all voluntaries was collected on the same day. After the collection and
processing of blood from the healthcare workers, blood and serum samples were sent to the
laboratory analysis. The blood count was performed in a Yumizen H2500® hematological
analyzer, followed by a review of the blood smear slides under an optical microscope. The
coagulogram was analyzed in an automatic STA Compact Max® analyzer. The sample serum
was used to evaluate the serological and biochemical parameters using the Architect i2000SR®
fully automated immune panels and the CMD 800i automatic biochemical analyzer (Wiener
lab®), respectively.
2.3 Immunological tests
2.3.1 Immunological analysis from sera samples

The sera collected, according to the 2.1 item, were used for cytokine dosage assays and
for the qualitative detection of anti-SARS-CoV-2 immunoglobulins. The Th1/Th2/Th17 human

cytokines were measured through of Cytometric Bead Array (CBA) kit (BD Bioscience®) with
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all data acquired by FACSVerse platform and processed using the BD FACSuite® software.
Exclusively to this assay, we provided seven voluntary samples (which no are healthcare
professionals) to compare with our healthcare workers' values. The qualitative detection of IgG
and IgM was performed twice, with two months of interval, and using the SARS-CoV-2
Antibody Test Kit by the colloidal gold immunochromatography technique (Lepu
Technology®).
2.4 Immunological analysis with blood-isolated cell samples

The isolation of peripheral blood mononuclear cells (PBMC), previously collected in
the 2.1 item, was performed through blood centrifugation (400 x g, 30 min) under a Ficoll
separation gradient (1.077 g/mL; GE Healthcare Life Sciences®), cells were washed twice with
PBS (400 x g, 10 min) and stained with anti-CD3-FITC, anti-CD4-PercyPCy5, anti-CD8-PE,
anti-CD56-PECy7, anti-CD19-FITC (BD Biosciences®). The anti-IL-10-PE and anti-1L-17-PE
intracytoplasmic cytokines were also investigated. The acquisition of the cells was made in
10,000 events in a FACSVerse flow cytometer (BD Biosciences®) and data analysis was
performed in the BD FACSuite® software.
2.5 Gene expression assay

2.5.1 RNA extraction and cDNA synthesis

Total RNA extraction was performed. PBMC (5x10°) was homogenized in 1 mL of liquid
Trizol (Invitrogen). Purification of isolated total RNA was performed through RNeasy® Mini Kit
(QIAGEN) following the manufacturer's instructions. The RNA’s quality was assured by a
NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific Wilmington, USA) and electrophoresis
(1% agarose gel). Purified RNA (1 pg) of adequate quality (an OD260/280 from 1.8 to 2.1 and
intact rRNA subunits - 28S and 18S) was used to synthesize cDNA by means of Maxima First
Strand cDNA Synthesis Kit for RT-gPCR with dsDNase (Thermo Scientific®). For each sample,

a negative control RT reaction (without Reverse Transcriptase enzyme) was used.
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2.5.2 Primer design and efficiency estimation for qPCR

The primers used to detect STAT4, JAK2, STAT6, STAT3, and FOX0O4 genes were
designed based on previous studies (Park et al., 2019a; Park et al., 2019b; Su et al., 2014;
Usui et al., 2003; Zhao et al., 2018). The reference genes, ACTB and GAPDH, were used for
the relative quantification. Those genes were previously validated in PBMC samples (Eyerich
et al., 2009; Lewkowicz et al., 2011; Mousset et al., 2019). The ID GenBank for the primers
used are STAT4 (NM_001243835.2), JAK2 (NM_001322195.2), STAT6 (NM_001178081.2),
STAT3 (NM_001384992.1), FOXO4 (NM_001170931.2), ACTB (NM_001101.5) and GAPDH
(NM_001357943.2). The cDNA from positive PBMC samples was used to exemplify a real test
condition.
2.5.3 Real-time qPCR

The RT-qPCR reaction (10 puL) was performed using the Fast SYBR® Green Master
Mix kit (Applied Biosystems®). For reading, the AriaMx Real-Time PCR System (Agilent
Technologies) equipment was used according to the following parameters: 95°C in 20 sec for
polymerase activation, 40 cycles in 95°C for 3 sec for denaturation, and 60°C in 30 sec for
annealing and extension. Thus, geometrical media of the reference genes (ACTB and GAPDH)
was used to calculate the relative expression of all targets (Livak and Schmittgen, 2001).
2.6 Polymorphism Assay

The genomic DNA was extracted from peripheral blood leukocytes by the phenol-

chloroform method for molecular analysis, adapted from Sambrook and Russel (2001).
Investigation of polymorphisms -174 G/C IL-6 (rs 1800795), -197 G/A IL-17A (rs1974226), -
511 C/T IL-1B (rs 16944), and -308 G/A TNF-a (rs1800629) was performed by PCR-RFLP.
Primer sequence pairs for the amplifications were used as established by Cabrera et al. (1995),
Unfried (2001), Arman et al. (2006) and Wu et al. (2010a). For -1082 A/G polymorphism of the
IL-10 gene (rs1800896) was made using the PCR-ASA — Allele-Specific method. Primer
sequence pairs for the amplifications were used as established by Cavet et al. (1999) and

Borroni et al. (2004).
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2.7 Statistical analysis

The D'Agostino test was applied to test the normality of the hypothesis and the statistical
differences between groups were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA) with
Unpaired t test with Welch's correction confirmation. Results about genes expression it was
used Mann-Whitey test. All results were expressed as the mean of the values of the groups +
standard deviation and analyzed considering the value of p<0.05 as statistically significant. The
graphs were processed by GraphPad Prism 9 Software®.

3. RESULTS

The results on the profile of this cohort of healthcare workers showed that 80% were
women, 40% were over 51 years old, 56% had a technical level of education and 46% were
nursing technicians (see Table |). In addition, 64% worked during the day, 86% with a 12-hour
shift, and 62% have two or more jobs in other health services. About 80% of the workers did

not have relevant comorbidities (which are risk factors for the worsening of COVID-19).

Table | - Socio-demographic, clinical and epidemiological profile of investigated healthcare workers
exposed to SARS-CoV-2-infected patients in the Clinical Hospital.

N %

Women 40 80

Gender Men 10 20

20-30 years 2 4

Age range (years) 31-40 years 15 30

41-50 years 13 26

Above 51 years 20 40

Schoolarity Tec.:hnic.al level 28 56

University level 22 44

Nursing Technician 23 46

Nurse 12 24

Laboratory technician 5 10

Pharmaceutical 3 6

Occupation Physicians, including 3 6
residents

Physiotherapist 2 4

Speech Therapist 1 2

Nutritionist 1 2

. Day 32 64

Work shift Night 18 36

6h/day 5 10

Hours of work 8h/day 2 4

12h/day 43 86
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Only 1 19 38
Workplaces 2 or more 31 62
No comorbidity 40 80

Cardiovascular disease /
sk hypertension 6 12
Risk factors Asthma / Pneumopathy 2 4
Diabetes Mellitus 1 2
Obesity 1 2

Bloods of the voluntaries (all of them) were collected on the same day, and they were
not symptomatic in this phase. Based on any anti-SARS-CoV-2 positive test, rt-PCR and/or
Immunoglobulin, (performed in a period from six months before blood collection) the healthcare
workers of this study were divided into two groups, the first group (28 / 56%) was composed
of workers who tested positive for infection by SARS-CoV-2. The second group (22 / 44%) was
composed of workers who were negative on all tests. Furthermore, about one month before
laboratory assays, in the positive healthcare workers group, some people (53.6%) presented
symptoms such as diarrhea (24%), sore throat (22%), cough (18%), fever (14%), dyspnea,
and others (12%). Few symptoms, similar to flu, were also observed in 23% of negative
healthcare workers. Aiming to evaluate the serological response against the SARS-CoV-2
virus, we performed two quick tests (for immunoglobulins anti-SARS-CoV-2 detection). The
time interval between two tests was two months. There was an increase in frequency of

positive IgG anti-SARS-CoV-2 blood testes overtime (Table II) and a decrease in IgM-positive

tests.
Table 1I: Immunoglobulins anti-SARS-CoV-2 present in serology of the positive healthcare
professionals.
1%t analysis 2" analysis
Immunoglobulin IgM 1gG IgM + IgG IgM IgG IgM + 1gG
Healthcare workers 28.6% 50% 21.4% 7.2% 71.4% 21.4%

The interval between analysis was two months.

The blood parameters of healthcare workers were evaluated by comparing the results
of positive and negative individuals. Individuals with serology positive to the previous infection

by SARS-CoV-2 presented a mild but significant increase in the levels of hematocrit, total
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leukocytes, neutrophils, and lymphocytes (Table Il1), although the results were within reference
values. Likewise, CRP and fibrinogen were also increased in positive healthcare workers when
compared to the negative group (Table I11).

Table Ill: Analysis of blood and biochemical parameters of health professionals.

Reference values Healthcare workers p value
Hematological parameters (+) (-)
Hematocrit (%) 36 - 54 415+3.4 39.3+15 0.03
Total Leucocytes (number) 4,000 — 11,000 8,402 + 1,494 7,379 +£1,013 0.03
Neutrophils (%) 50 - 70 55.58 + 4.6 51.26 £5.7 0.03
Lymphocytes (%) 25-45 383175 31.87+7.6 0.002
Biochemical parameters
C-reactive Protein (mg/dL) 0-05 4726 24+14 0.01
Fibrinogen (mg/dL) 200 - 400 366 + 77 303 + 57 0.007

( +) positive healthcare workers; ( - ) negative healthcare workers.

COVID-19 is an expressive immunological disease and inflammatory cytokines,
associated with T lymphocytes response can lead to severe disease. We investigated
immunological parameters in healthcare workers to evaluate if the immunological response
could be changed after the continuous exposition. Regarding the results of cytokine production,
we used a negative control (samples from volunteers which no are healthcare workers) to
compare values among samples. We observed that TNF-a, IL-6, and IL-17 cytokines produced
by negative controls were lower in relation to the healthcare professionals. In this sense,
statistical differences were observed to IL-6 (Figure 1). Furthermore, we also could observe
an increase in IL-17 values in the positive healthcare workers (p = 0.04) in relation to negative

healthcare workers (Figure 1).
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Fig. 1 The levels of Thl, Th2, and Th1l7 cytokines measured in the healthcare workers and
volunteers sera. Vertical bars represent a mean of the 57 voluntaries. Significant values were
found in IL-6 and IL-17 cytokine to positive professionals. Values are represented as
meanzstandard deviation.

The immunophenotyping results showed that CD56* T lymphocytes were elevated in
the positive group, reinforcing the counts observed in the hematological parameters (high
lymphocyte values). However, CD19", CD4*, and CD8" lymphocytes subsets did not show

statistical differences between groups (Figure 2).
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Fig. 2 Immunophenotyping of lymphocytes from healthcare workers. The average of each dot
plot was represented in perceptual values. A — Dot plot with lymphocytes gate definition. B —
Isolation of CD3* T lymphocytes population. C — Isolation of CD3*CD4* and CD3*CD8* T
lymphocytes population. D and E — Isolation of Natural killers and B lymphocytes population,
respectively. The figures represent an average of 50 volunteers. Symbols on graphics (+) and
(-) are related to positive and negative healthcare workers, respectively.

Results about intracellular cytokines showed that both CD4* and CD56" lymphocytes
produced IL-10 and IL-17 in statistical values in positive healthcare professionals, being more

enhanced in CD56* cells (Figure 3).
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Fig 3 Immunophenotyping of intracellular cytokines from CD4* and CD56" lymphocytes of the
healthcare workers. lack scatters means positive healthcare workers and gray scatters are
negative healthcare workers. The values represent about 50 volunteers. P values are

represented in the graph.

The pathways investigation was performed to understand the immune activation in T
lymphocytes of virus-exposed and not virus-exposed healthcare workers. The Th2/Th17/Th22
was the most predominant immune response observed by positive healthcare workers (Figure
4). Through STAT6, STAT3, and FOXO4 it could observe that this immune response profile is
high in relation to STAT4 (Th1 response) and JAK2 (a pleiotropic gene to both Thl and Th17

responses).
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Fig. 4 Results about immune response pathways in 50 healthcare workers. Genes associated
with Th2/Th17/Th22 response (STAT3, STAT6, and FOXO4) were observed in high values to
positive healthcare workers. Values of p were found through Mann-Whitey test and are on
graphics. Symbols on graphics (+) and (-) are related to positive and negative healthcare
professionals, respectively.

Since we observed a group of exposed healthcare workers that did not contract SARS-
COV-2 infection, we decided to investigate if genetic polymorphisms in immunological genes
associated with an inflammatory response to the virus were enhanced in one of the groups. In
fact, the possible immune polymorphisms in healthcare workers were evaluated to discard the
possibility of the genetic changes in the population of this study. Allelic frequencies for each
polymorphism were made in accordance with the Hardy-Weinberg balance and are shown in

Table IV.
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Table IV - Hardy-Weinberg balance to the IL-6, IL-10, IL-1B, IL-17 and TNF-a polymorphisms among
healthcare workers.

Healthcare workers Healthcare workers

Interleukins (negatives) (positives)

X2 p-value X2 p-value
IL-6 0.3835 0.5357 0.6625 0.4157
IL-10 0.1592 0.6899 2.7778 0.0956
IL-1B 1.5774 0.2091 0.2681 0.6046
IL-17 0.8400 0.3594 2.4931 0.1143
TNF-a 0.0021 0.9631 0.2870 0.5922

The most common genotypes found among interleukins polymorphisms were GG from
IL-6 (64.2%), AA from IL-10 (75%), TC from IL-1B (57.1%), AA from IL-17 (46.4%), GG from
TNF-a (64.2%) in positive healthcare professionals. Negative healthcare professionals
presented high polymorphism in GG IL-6 (72.7%), GA from IL-10 (81.8%), TT from IL-1
(50%), AA from IL-17 (63.6%), and GG from TNF-a (59%). However, no statistical differences

were observed (Table V).

Table V. Analysis of associations between IL-6, IL-10, IL-1B, IL-17 and TNF-a polymorphisms in
healthcare workers.

. HW HW 2
Polymorphism Positives  Negatives X OR Cl P
Genotype IL-6
GG 18 16 1 ND ND
GC 7 5 1.0000 0.8036 0.2124-3.0403 0.9883
CC 0 0 - - -
GC/CC - - - - -
Trend Test
Allele
G 43 37 1 ND ND
C 0 0 - - -
Genotype IL-10
GG 4 3 1 ND ND
GA 7 11 0.2339 20.952 0.3563-12.3219 0.7063
AA 14 7 0.6667 0.1158-3.8382 10.000
GA/AA 21 18 11.429 0.2253-5.7980 0.8020
Trend Test
Allele
G 15 17 1 ND ND
A 35 25 0.6303 0.2658-1.4945 0.4059
Genotype IL-1B
TT 9 10 1 ND ND
TC 13 7 0.4525 0.4038 0.0697-2.3391 0.5624
CC 3 4 0.8333 0.1452-4.7810 0.8113
TCICC 16 11 0.5156 0.0959-2.7731 0.7250
Trend Test
Allele
T 31 27 1 ND ND
C 19 15 0.9064 0.3870-2.1232 0.9925

Genotype IL-17
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AA 13 14 1 ND ND
AG 12 7 1.0000 0.5417 0.1632-1.7975 0.4804
GG 0 0 - - -
AG/GG - - -

Trend Test

Allele

A 38 35 1 ND ND
G 0 0 - - -
Genotype TNF-a

GG 18 13 1 ND ND
GA 6 7 0.7909 16.154 0.4389-5.9456 0.6950
AA 1 1 13.846 - 0.6070
GA/AA 7 8 15.824 0.4579-5.4690 0.6805
Trend Test

Allele

G 42 33 1 ND ND
A 8 9 14.318 0.4981-4.1150 0.6902

P, G test (Williams); OR - Odds Ratio; CI - Confidence interval; ND — Not Determined, HW — Healthcare
workers.

4. DISCUSSION

This is a study with healthcare workers, exposed to the COVID-19 pandemic,
performed in Brazil a period before the start of vaccination against SARS-CoV-2. In 2020,
those workers with different actions and abilities helped the public and private health units to
treat and control the disease, saving a lot of lives. Similar to our results, other studies with
healthcare workers have shown a high number of women in the front line of health services,
above 50 years old, and with technical training levels. Such findings are reinforced by the great
prevalence of nursing due to the degree of dependence on patient care when compared to
other professional categories (Lombardi et al., 2020; Teixeira et al., 2020; Baumann et al.,
2020; Pasila and Kaariainen, 2017).

Studies report that a long working day in the health services can compromise the
surveillance of patients, reflecting negatively on the assistance offered, increasing the risk of
adverse events and contamination of workers (Magno et al., 2020; Pasila et al., 2017). Here,
we could observe that most healthcare workers work 12-hour shifts during the day and have
two or more employment relationships. This routine can be is associated with low salary
payments in many health professional categories in Brazil (Andrade et al., 2017; Dall'Ora et
al., 2015). In addition, some surveys show that healthcare workers have reported being afraid

of hospital contamination, widespread shortages, and frequent reuse of personal protective
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equipment during the COVID-19 pandemic (Tabah et al., 2020; Hoernke et al., 2021).

The clinical manifestations of COVID-19 can vary from asymptomatic conditions to
symptoms such as fever, dry cough, fatigue, severe dyspnea, and in atypical cases,
dermatological reactions (Niquini, 2020; WHO, 2020). In addition to these manifestations,
digestive disorders have been reported in less severe cases, with diarrhea present in the initial
phase of the disease, which may last from 1 to 14 days (Guan, 2020; WHO, 2020).
Approximately half of the healthcare workers investigated here reported flu-like and other
symptoms as a possible sign of contamination. Similar to our findings, some studies have been
demonstrating that, when the healthcare workers report any symptoms, the diarrhea stood out
(Guan, 2020; Niquini, 2020; WHO, 2020).

Studies have been indicating that the presence of COVID-19 symptoms is needed to
induce a detectable immune humoral response (for both cytokines and immunoglobulins) and
its serological prevalence (Lan et al., 2020; Long et al., 2020; Mardani et al., 2020; Wu et al.,
2020b). Here, the presence of both IgM and IgG in positive healthcare workers exposed to the
virus, in the hospital, is corroborated by the findings of Ko et al. (2020). They showed that the
majority of mild cases of COVID-19 produced detectable antibodies such as IgG™ after the
symptomatic period. Rusakaniko et al. (2021) showed that the major exposure to SAR-CoV-2
occurred across the spectrum of COVID-19 patient-facing staff, such as nurses and nursing
assistants with the highest seroprevalence. Our findings support a preoccupation related to
negative workers who are exposed daily yet do not show signs of infection. Al-Zoubi et al.
(2020) also showed similar results when investigating 370 healthcare workers, a majority of
whom were nurses followed by physicians and other personnel and did not find contamination
among them. In fact, some studies with healthcare workers have shown a high prevalence of
asymptomatic individuals, with a progressive decrease of IgG titers and opening an
immunological window to reinfection (Al-Zoubi et al., 2020; Korth et al., 2020; Mandié-Rajcevi¢
et al., 2020; Zhao et al., 2020).

Laboratory results showed an important inflammatory status to the positive healthcare

workers. The increase of fibrinogen, C-reactive Protein, hematocrit, leukocytes, neutrophils,
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and lymphocytes (especially Natural Killer cells) showed a possible inflammatory persistence
associated with the daily virus exposition. In fact, an increase in fibrinogen levels can be a
predisposing factor for increased blood hypercoagulation and fibrin formation, functioning as
an inflammatory marker for risk of thrombosis and as an indicator of tissue inflammation
(Connors and Jerrold, 2020; Iba et al., 2020). In addition, the presence of neutrophils at high
values in blood and lung tissue due to SARS-CoV-2 presence can promote inflammatory
damage in target organs (Tay et al., 2020; Wang et al., 2020b).

Host genetics as well as changes in immune status or environment can promote
different illnesses. The polymorphism analyses of individuals in this study aimed to understand
if genetic conditions, such as upregulation or downregulation of cytokines, could promote a
specific immune response (McAleer and Kolls, 2014). Our results showed that occurred no
genetic change in the analyzed genes (IL-1B, IL-6, IL-10, IL-17A, and TNF-a), and, possibly,
the inflammatory findings of healthcare workers were specifically associated with the virus
exposition.

Interestingly, when we associated the laboratory findings with the immunological
response (by immunophenotyping and immune pathways), we can observe an inflammatory
status in the positive healthcare workers, triggered by high production of IL-2, IL-6, TNF-a, and
IL-17 associated to highlighted Th2/Th17/Th22 response.

Our results showed a high prevalence of NKT cells in the blood of positive healthcare
workers. Those cells are involved in antiviral responses, helping to control viral load, and
boosting the innate and adaptive immune response (Diana and Lehuen, 2009; Vogt and
Mattner, 2021). Beyond, activated NKT cells can rapidly secrete high amounts of Thl, Th2,
Th10, or Th17 polarizing cytokines and chemokines (Constantinides and Bendelac, 2013; Sag
et al., 2014; Cameron and Godfrey, 2018). However, NKT cells aberrant activation can also
perpetuate tissue damage (Mattner, 2013) such as observed in COVID-19 patients.

The IL-17 cytokine, found in high values in positive healthcare professionals, also must
be highlighted due to its immunological mechanisms in respiratory illness (promoted by allergic

reactions or exogenous antigens). In asthma, IL-17 mediates neutrophil recruitment to the
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lungs, in COVID-19 promotes viral persistence by protecting virus-infected cells from apoptosis
and can induce hyperinflammation (Megna et al., 2020; Peiser, 2013; Sadeghi et al., 2021). In
experimental and human models, Th17 cytokine is upregulated in laboratory-confirmed A
influenza (H3N2) and Parainfluenza virus, indicating severe disease with respiratory
involvement, and associated with modulation of inflammation and clearance of influenza
infection (Kudva et al., 2011; Bermejo-Martin et al., 2009; Antalis et al., 2019).

Together, these findings are the first evidence set of possible lung inflammation in
healthcare workers due to their daily virus exposition. Furthermore, the Th2/Th17/Th22
response is a known allergic response, associated with individuals who present asthma and
chronic obstructive pulmonary disease (COPD) leading to an increase in fibrinogen and mucins
production in pulmonary tissue (Alcorn et al., 2010; Zenewicz, 2018).

5. CONCLUSION

Although this study was performed before the vaccination period, nowadays the
Brazilian reality still shows low antigen testing in the population. Moreover, daily a lot of workers
use crowded subways and buses to move to their jobs and are exposed to SARS-CoV-2
infection. Likewise, due to the asymptomatic evolution of the disease, the majority of those
people do not suspect that may be infected by the virus and, consequently, cause transmission
to their patients. Furthermore, recurrent laboratory and immunological investigations, as
performed here, can be adopted in healthcare services to help workers (exposed to patients
infected with SARS-CoV-2), as prevention therapy in those individuals. Due to the results
observed in this study, some investigations should be performed to evaluate if the high
exposure to the antigen results in lung tissue inflammation or chronic activation of the immune

system in this target group.

Acknowledgments: We thank all healthcare professionals for agreeing to our study and
helping us with their experience in hospital care. In addition, to the Clinical Hospital by Federal

University of Pernambuco for the technical assistance and laboratory tests performed.



75

Author contributions

RCAA, BRSB, GASS, and GFS: methodology, writing (original draft), data curation, formal
analysis; EBS, DRCS, AVN, ELSL, BOS, LPOL, AMV, AGBN, BFSM, AJDS, THAO, BMC,
MTCM: methodology, data curation and formal analysis; IWAS, EBCJ, ACF, and CMLM,;
project administration, conceptualization, supervision, formal analysis, and writing (review and
editing).

REFERENCES
ALCORN JF, CROWE CR, KOLLS JK. 2010. TH17 cells in asthma and COPD. Annual
Review of Physiology, 72: 495-516. https://doi.org/10.1146/annurev-physiol-021909-135926

AL-ZOUBI NA, OBEIDAT BR, AL-GHAZO MA, HAYAIJNEH WA, ALOMARI AH, MAZAHREH
TS, AL-FAOURI IG, OBEIDAT K, ISSA AB, ALESHAWI A. 2020. Prevalence of positive
COVID-19 among asymptomatic health care workers who care patients infected with the
novel coronavirus: A retrospective study. Annals of Medicine and Surgery, 57, 14-16.
https://doi.org/10.1016/j.amsu.2020.06.038

ANDRADE JM, ASSUN(;AO AA, & ABREU MN. 2017. Long working hours in the healthcare
system of the Belo Horizonte municipality, Brazil: a population-based cross-sectional survey.
Human resources for health, 15:1-30. https://doi.org/10.1186/s12960-017-0203-6

ANTALIS E, SPATHIS A, KOTTARIDI C, KOSSYVAKIS A, PASTELLAS K, TSAKALOS K,
MENTIS A, KROUPIS C, TSIODRAS S. 2019. Th17 serum cytokines in relation to
laboratory-confirmed respiratory viral infection: A pilot study. Journal of Medical Virology
91:963-971 doi: 10.1002/jmv.25406.

ARMAN A, YILMAZ B, COKER A, INANC N, DIRESKENELI H. 2006. Interleukin-1 receptor
antagonist (IL-1RN) and interleukin-1B gene polymorphisms in Turkish patients with

rheumatoid arthritis. Clinical and Experimental Rheumatology 24: 643-648.

ARONS MM, HATFIELD KM, REDDY SC, KIMBALL A, JAMES A, JACOBS JR, TAYLOR J,
SPICER K, BARDOSSY AC, OAKLEY LP, et al., Public Health—Seattle and King County and
CDC COVID-19 Investigation Team. 2020. Presymptomatic SARS-CoV-2 Infections and
Transmission in a Skilled Nursing Facility. The New England journal of medicine, 2020;
382,22: 2081. https://doi.org/10.1056/NEJM0a2008457



76

BAUMANN A, HUNSBERGER M, CREA-ARSENIO M, AKHTAR-DANESH N. 2018. Policy to
practice: Investment in transitioning new graduate nurses to the workplace. Journal of
nursing management, 26(4), 373-381. https://doi.org/10.1111/jonm.12540

BERMEJO-MARTIN JF, ORTIZ DE LEJARAZU R, PUMAROLAT, et al. 2019. Thl and Th17
hypercytokinemia as early host response signature in severe pandemic influenza. Critical
Care, 13(6):R201.

BORRONI B, ARCHETTI S, AGOSTI C, AKKAWI N, BRAMBILLA C, CAIMI L,
CALTAGIRONE C, DI LUCA M, PADOVANI A. 2004. Intronic CYP46 polymorphism along
with ApoE genotype in sporadic Alzheimer disease: from risk factors to disease modulators.
Neurobiology of aging, 25(6), 747-751. https://doi.org/10.1016/j.neurobiolaging.2003.08.004

BUITRAGO-GARCIA D, EGLI-GANY D, COUNOTTE MJ, HOSSMANN S, IMERI H, IPEKCI
AM, SALANTI G, LOW N. 2020. Occurrence and transmission potential of asymptomatic and
presymptomatic SARS-CoV-2 infections: A living systematic review and meta-analysis. PLoS
medicine, 17(9), e1003346. https://doi.org/10.1371/journal.pmed.1003346

CABRERA M, SHAW MA, SHARPLES C, WILLIAMS H, CASTES M, CONVIT J,
BLACKWELL JM. 1995. Polymorphism in tumor necrosis factor genes associated with
mucocutaneous leishmaniasis. The Journal of experimental medicine, 182(5), 1259-1264.
https://doi.org/10.1084/jem.182.5.1259

CAMERON, G., AND GODFREY, D. I. 2018. Differential Surface Phenotype and Context-
Dependent Reactivity of Functionally Diverse NKT Cells. Immunology Cell Biology. 96:759—
771. doi: 10.1111/imcb.12034

CAVET J, MIDDLETON PG, SEGALL M, NOREEN H, DAVIES SM, DICKINSON AM. 1999.
Recipient Tumor Necrosis Factor-a and Interleukin-10 Gene Polymorphisms Associate With
Early Mortality and Acute Graft-Versus-Host Disease Severity in HLA-Matched Sibling Bone
Marrow Transplants. Blood, The Journal of the American Society of Hematology, 94(11),
3941-3946.

CHAN JF, YUAN S, KOK KH, TO KK, CHU H, YANG J, XING F, LIU J, YIP CC, POON RW,
et al., 2020. A familial cluster of pneumonia associated with the 2019 novel coronavirus
indicating person-to-person transmission: a study of a family cluster. The lancet, 395(10223),
514-523. https://doi.org/10.1016/S0140-6736(20)30154-9



77

CONNORS JM, LEVY JH. 2020. COVID-19 and its implications for thrombosis and
anticoagulation. Blood, The Journal of the American Society of Hematology, 135(23), 2033-
2040. https://doi.org/10.1182/blood.2020006000

CONSTANTINIDES, M. G., AND BENDELAC, A. 2013. Transcriptional Regulation of the
NKT Cell Lineage. Current Opinion Immunology, 25:161-167. doi: 10.1016/ j.c0i.2013.01.003

DALL'ORA C, GRIFFITHS P, BALL J, SIMON M, AIKEN LH. 2015. Association of 12 h shifts
and nurses’ job satisfaction, burnout and intention to leave: findings from a cross-sectional
study of 12 European countries. BMJ open, 5(9), e008331. https://doi.org/10.1136/bmjopen-
2015-008331

DE SOUZA SILVA GA, DA SILVA SP, DA COSTA MAS, DA SILVA AR, DE
VASCONCELOS ALVES RR, ANGELO MENDES TENORIO FDC, DA SILVA MELO AR, DE
FREITAS AC, LAGOS DE MELO CM. 2020. SARS-CoV, MERS-CoV and SARS-CoV-2
infections in pregnancy and fetal development. Journal of Gynecology Obstetrics and Human
Reproduction, 101846. https://doi.org/10.1016/j.jogoh.2020.101846

DIANA J, LEHUEN A. 2009. NKT cells: friend or foe during viral infections? European
Journal of Immunology. 39:3283-91. doi: 10.1002/€ji.200939800.

EYERICH S, EYERICH K, PENNINO D, CARBONE T, NASORRI F, PALLOTTA S,
CIANFARANI F, ODORISIO T, TRAIDL-HOFFMANN C, BEHRENDT H, et al., 2009. Th22
cells represent a distinct human T cell subset involved in epidermal immunity and
remodeling. The Journal of clinical investigation, 119(12), 3573-3585.
https://doi.org/10.1172/JCI140202

FURUKAWA NW, BROOKS JT, SOBEL, J. 2020. Evidence supporting transmission of
severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 while presymptomatic or asymptomatic.
Emerging infectious diseases, 26(7). https://doi.org/10.3201/eid2607.201595

GORBALENYA AE, et al. 2020. Severe acute respiratory syndrome-related coronavirus: The
species and its viruses—a statement of the Coronavirus Study Group. BioRxiv.

https://doi.org/10.1101/2020.02.07.937862

GUAN WJ, LIANG WH, ZHAO Y, LIANG HR, CHEN ZS, LI YM, LIU XQ, CHEN RC, TANG



78

CL, WANG T, et al., 2020. Comorbidity and its impact on 1590 patients with COVID-19 in
China: a nationwide analysis. European Respiratory Journal, 55(5).
https://doi.org/10.1183/13993003.00547-2020

HOERNKE K, DJELLOULI N, ANDREWS L, LEWIS-JACKSON S, MANBY L, MARTIN S,
VANDERSLOTT S, VINDROLA-PADROS C. 2021. Frontline healthcare workers’
experiences with personal protective equipment during the COVID-19 pandemic in the UK: a

rapid qualitative appraisal. BMJ open, 11(1), e046199.

IBA T, LEVY JH, CONNORS JM, WARKENTIN TE, THACHIL J, LEVI M. 2020. The unique
characteristics of COVID-19 coagulopathy. Critical Care, 24(1), 1-8.
https://doi.org/10.1186/s13054-020-03077-0

KO JH, JOO EJ, PARK SJ, BAEK JY, KIM WD, JEE J, KIM CJ, JEONG C, KIM YJ, SHON
HJ, et al., 2020. Neutralizing antibody production in asymptomatic and mild COVID-19
patients, in comparison with pneumonic COVID-19 patients. Journal of clinical medicine,
9(7), 2268. https://doi.org/10.3390/jcm9072268

KORTH J, WILDE B, DOLFF S, ANASTASIOU OE, KRAWCZYK A, JAHN M, CORDES S,
ROSS B, ESSER S, LINDEMANN M, et al., 2020. SARS-CoV-2-specific antibody detection
in healthcare workers in Germany with direct contact to COVID-19 patients. Journal of
Clinical Virology, 128, 104437. https://doi.org/10.1016/j.jcv.2020.104437

Kudva A, Scheller EV, Robinson KM, et al. Influenza A inhibits Th17-mediated host defense
against bacterial pneumonia in mice. J Immunol. 2011;186(3):1666-1674.

LAN L, XU D, YE G, XIA C, WANG S, LI'Y, XU H. 2020. Positive RT-PCR test results in
patients recovered from COVID-19. Jama, 323(15), 1502-1503.
https://doi.org/10.1001/jama.2020.2783

LEWKOWICZ N, KUR B, KURNATOWSKA A, TCHORZEWSKI H, LEWKOWICZ P. 2011.
Expression of Th1/Th2/Th3/Thl7-related genes in recurrent aphthous ulcers. Archivum
immunologiae et therapiae experimentalis, 59(5), 399-406. https://doi.org/10.1007/s00005-
011-0134-1

LI Q, GUAN X, WU P, WANG X, ZHOU L, TONG Y, REN R, LEUNG KSM, LAU EHY,

WONG JY, et al., 2020a. Early transmission dynamics in Wuhan, China, of novel



79

coronavirus—infected pneumonia. New England journal of medicine.
https://doi.org/10.1056/NEJM0a2001316

LI Q, GUAN X, WU P, WANG X, ZHOU L, TONG Y, REN R, LEUNG KSM, LAU EHY,
WONG JY, et al. 2020b. Asymptomatic and human-to-human transmission of SARS-CoV-2
in a 2-family cluster, Xuzhou, China. Emerging infectious diseases, 26(7), 1626.
https://doi.org/10.3201/eid2607.200718

LIVAK KJ, SCHMITTGEN TD. 2001. Analysis of relative gene expression data using real-
time quantitative PCR and the 2— AACT method. Methods, 25(4), 402-408.
https://doi.org/10.1006/meth.2001.1262

LOMBARDI A, CONSONNI D, CARUGNO M, BOZZI G, MANGIONI D, MUSCATELLO A,
CASTELLI V, PALOMBA E, CANTU AP, CERIOTTI F, et al. 2020. Characteristics of 1573
healthcare workers who underwent nasopharyngeal swab testing for SARS-CoV-2 in Milan,
Lombardy, Italy. Clinical microbiology and infection, 26(10), 1413-€9.
https://doi.org/10.1016/j.cmi.2020.06.013

LONG QX, TANG XJ, SHI QL, LI Q, DENG HJ, YUAN J, HU JL, XU W, ZHANG Y, LV FJ, et
al. 2020. Clinical and immunological assessment of asymptomatic SARS-CoV-2 infections.
Nature medicine, 26(8), 1200-1204. https://doi.org/10.1038/s41591-020-0965-6

LU H, STRATTON CW, TANG YW. 2020a. Outbreak of pneumonia of unknown etiology in
Wuhan, China: the mystery and the miracle. Journal of medical virology, 92(4), 401-402.
https://doi.org/10.1002/jmv.25678

MAGNO L, ROSSI TA, MENDONCA-LIMA FW, SANTOS CCD, CAMPOS GB, MARQUES
LM, PEREIRA M, PRADO NMBL, DOURADO I. 2020. Challenges and proposals for scaling
up COVID-19 testing and diagnosis in Brazil. Ciencia & saude coletiva, 25, 3355-3364.
https://doi.org/10.1590/1413-81232020259.17812020

MANDIE-RAJCEVIC S, MASCI F, CRESPI E, FRANCHETTI S, LONGO A, BOLLINA I,
BOSELLI L. 2020. Contact tracing and isolation of asymptomatic spreaders to successfully
control the COVID-19 epidemic among healthcare workers in Milan (Italy). medRxiv.
https://doi.org/10.1101/2020.05.03.20082818

MARDANI R, AHMADI VASMEHJANI A, ZALI F, GHOLAMI A, MOUSAVI NASAB SD,



80

KAGHAZIAN H, KAVIANI M, AHMADI N. 2020. Laboratory parameters in detection of
COVID-19 patients with positive RT-PCR; a diagnostic accuracy study. Archives of academic

emergency medicine, 8(1).

MATTNER, J. 2013. Natural killer T (NKT) Cells in Autoimmune Hepatitis. Current Opinion in
Immunology, 25:697-703. doi: 10.1016/].c0i.2013.09.008

MCALEER JP, KOLLS JK. 2014. Directing traffic: IL-17 and IL-22 coordinate pulmonary
immune defense. Immunological reviews, 260(1), 129-144. https://doi.org/10.1111/imr.12183

MEGNA M, NAPOLITANO M, FABBROCINI G. 2020. May IL-17 have a role in COVID-19
infection? Medical hypotheses, 140, 109749.
https://dx.doi.org/10.1016%2Fj.mehy.2020.109749

MELO CML, SILVA GAS, MELO ARS, FREITAS AC. 2020. COVID-19 pandemic outbreak:
the Brazilian reality from the first case to the collapse of health services. Anais da Academia
Brasileira de Ciéncias, 92(4). https://doi.org/10.1590/0001-3765202020200709

MERAD, M, MARTIN, JC. 2020. Pathological inflammation in patients with COVID-19: a key
role for monocytes and macrophages. Nature Reviews Immunology, 20(6), 355-362.
https://doi.org/10.1038/s41577-020-0331-4

MOUSSET CM, HOBO W, WOESTENENK R, PREIJERS F, DOLSTRA H, & VAN DER
WAART AB. 2019. Comprehensive phenotyping of T cells using flow cytometry. Cytometry
Part A, 95(6), 647-654. https://doi.org/10.1002/cyto.a.23724

NIQUINI RP, LANA RM, PACHECO AG, CRUZ OG, COELHO FC, CARVALHO LM,
VILLELA DAM, GOMES MFDC, BASTOS LS. 2020. Description and comparison of
demographic characteristics and comorbidities in SARI from COVID-19, SARI from influenza,
and the Brazilian general population. Cadernos de saude publica, 36, €00149420.
https://doi.org/10.1590/0102-311x00149420

PEISER M. 2013. Role of Th17 cells in skin inflammation of allergic contact dermatits.
Clinical and developmental immunology, 2013. https://doi.org/10.1155/2013/261037

PARK SY, LEE CJ, CHOI JH, KIM JH, KIM JW, KIM JY, NAM JS. 2019a. The
JAK2/STAT3/CCND2 Axis promotes colorectal Cancer stem cell persistence and



81

radioresistance. Journal of Experimental & Clinical Cancer Research, 38(1), 1-18.
https://doi.org/10.1186/s13046-019-1405-7

PARK SJ, KIM H, KIM SH, JOE EH, JOU I. 2019b. Epigenetic downregulation of STAT6
increases HIF-1a expression via mTOR/S6K/S6, leading to enhanced hypoxic viability of
glioma cells. Acta neuropathologica communications, 7(1), 1-19.
https://doi.org/10.1186/s40478-019-0798-z

PASILA K, ELO S, KAARIAINEN M. 2017. Newly graduated nurses’ orientation experiences:
A systematic review of qualitative studies. International Journal of Nursing Studies, 71, 17-
27. https://doi.org/10.1016/}.ijnurstu.2017.02.021

RUSAKANIKO S, SIBANDA EN, MDULUZA T, TAGWIREYI P, DHLAMINI Z, NDHLOVU CE,
CHANDIWANA P, CHIWAMBUTSA S, LIM RM, SCOTT F, et al., 2021. SARS-CoV-2
Serological testing in frontline health workers in Zimbabwe. PLoS neglected tropical
diseases, 15(3), e0009254.

SADEGHI A, TAHMASEBI S, MAHMOOD A, KUZNETSOVA M, VALIZADEH H,
TAGHIZADIEH A, NAZEMIYEH M, AGHEBATI-MALEKI L, JADIDI-NIARAGH F,
ABBASPOUR-AGHDAM S, 2021. Th17 and Treg cells function in SARS-CoV2 patients
compared with healthy controls. Journal of cellular physiology, 236:2829-2839.
https://doi.org/10.1002/jcp.30047

SAG D, KRAUSE P, HEDRICK CC, KRONENBERG M, WINGENDER G. 2014. IL-10-
producing NKT10 cells are a distinct regulatory invariant NKT cell subset. Journal of Clinical
Investigation, 124:3725-40. doi: 10.1172/JCI172308.

SU L, LIU X, CHAI N, LV L, WANG R, LI X, NIE Y, SHI Y, FAN D. 2014. The transcription
factor FOXO4 is downregulated and inhibits tumor proliferation and metastasis in gastric
cancer. BMC cancer, 14(1), 1-11. https://doi.org/10.1186/1471-2407-14-378

SUAREZ-GARCIA |, MARTINEZ DE ARAMAYONA LOPEZ MJ, SAEZ VICENTE A, LOBO
ABASCAL P. 2020. SARS-CoV-2 infection among healthcare workers in a hospital in Madrid,
Spain. Journal of Hospital Infection, 106(2), 357-363.
https://doi.org/10.1016/j.jhin.2020.07.020

TABAH A, RAMANAN M, LAUPLAND KB, BUETTI N, CORTEGIANI A, MELLINGHOFF J,



82

CONWAY MORRIS A, CAMPOROTA L, ZAPPELLA N, ELHADI M, et al., 2020. Personal
protective equipment and intensive care unit healthcare worker safety in the COVID-19 era

(PPE-SAFE): an international survey. Journal of critical care, 59, 70-75.

TAY MZ, POH CM, RENIA L, MACARY PA, NG LFP. 2020. The trinity of COVID-19:
immunity, inflammation, and intervention. Nature Reviews Immunology, 20(6), 363-374.
https://doi.org/10.1038/s41577-020-0311-8

TEIXEIRA CFS, SOARES CM, SOUZA EA, LISBOA ES, PINTO ICM, ANDRADE LR,
ESPIRIDIAO MA. 2020. The health of healthcare professionals coping with the Covid-19
pandemic. Ciéncia & Saude Coletiva, 25, 3465-3474. https://doi.org/10.1590/1413-
81232020259.19562020

UNFRIED G, BOCSKOR S, ENDLER G, NAGELE F, HUBER JC, TEMPFER CB. 2003. A
polymorphism of the interleukin-6 gene promoter and idiopathic recurrent miscarriage.
Human reproduction, 18(2), 267-270. https://doi.org/10.1093/humrep/deg094

USUI T, NISHIKOMORI R, KITANI A, STROBER W. 2003. GATA-3 suppresses Thl
development by downregulation of Stat4 and not through effects on IL-12R[32 chain or T-bet.
Immunity, 18(3), 415-428. https://doi.org/10.1016/S1074-7613(03)00057-8

VOGT S, MATTNER J. 2021. NKT Cells Contribute to the Control of Microbial Infections.
Frontiers in Cell Infection and Microbiology, 14:718350. doi: 10.3389/fcimb.2021.718350.

WANG D, HU B, HU C, ZHU F, LIU X, ZHANG J, WANG B, XIANG H, CHENG Z, XIONG Y.
2020a. Clinical characteristics of 138 hospitalized patients with 2019 novel coronavirus—
infected pneumonia in Wuhan, China. Jama, 323(11), 1061-1069.
https://doi.org/10.1001/jama.2020.1585

WANG J, JIANG M, CHEN X, MONTANER LJ. 2020. Cytokine storm and leukocyte changes
in mild versus severe SARS-CoV-2 infection: Review of 3939 COVID-19 patients in China
and emerging pathogenesis and therapy concepts. Journal of leukocyte biology, 108(1), 17-
41. https://doi.org/10.1002/JLB.3COVR0520-272R

World Health Organization. Coronavirus disease (COVID-19) situation reports. Date last
accessed: 08 sep 2020. Available from: https://who.int/emergencies/diseases/novel-

coronavirus-2019/situation-reports/. Accessed 08 May 2021



83

WU X, ZENG Z, CHEN B, YU J, XUE L, HAO Y, CHEN M, SUNG JJ, HU P. 2010.
Association between polymorphisms in interleukin-17A and interleukin-17F genes and risks
of gastric cancer. International Journal of Cancer, 127(1), 86-92.
https://doi.org/10.1002/ijc.25027

WU F, WANG A, LIU M, WANG Q, CHEN J, XIA S, et al., 2020. Neutralizing antibody
responses to SARS-CoV-2 in a COVID-19 recovered patient cohort and their implications.
https://doi.org/10.2139/ssrn.3566211

ZENEWICZ, LA. 2018. IL-22: there is a gap in our knowledge. ImmunoHorizons. 2 (6): 198—
207. https://doi.org/10.4049/immunohorizons.1800006

ZHAO M, TAN Y, PENG Q, HUANG C, GUO Y, LIANG G, ZHU B, HUANG Y, LIU A, WANG
Z. 2018. IL-6/STAT3 pathway induced deficiency of RFX1 contributes to Th17-dependent
autoimmune diseases via epigenetic regulation. Nature communications, 9(1), 1-14.
https://doi.org/10.1038/s41467-018-02890-0

ZHAO XN, YOU Y, WANG GL, GAO HX, CUI XM, DUAN LJ. 2020. Longitudinal single-cell
immune profiling revealed distinct innate immune response in asymptomatic COVID-19
patients. bioRxiv. https://doi.org/10.1101/2020.09.02.276865


https://doi.org/10.1101/2020.09.02.276865

APENDICE D- ARTIGO ORIGINAL PUBLICADO

y:

A LA~

1916 - 2021

INTRODUCTION

An Acad Bras Clent (2022) 940 €20211550 DOI $0.1550/ 000 1-INS20222021 1950

Anats s ACIOemy Srasani o Odncias | Aonals of e Sandon Acogenmy of Scences
Prnted ISSN 000125 | Online 555N 1678260

WWSCRID Dr faale | e B com aabooarmal

Memory elicitation, T-cell response and
antibody production: an independent study of
an inactivated entire virus vaccine (Coronavac)

GUULHERME ANTONIO DE SOUZA-SILVA| RODRIGO CESAR A DE AQUINO, |
GEORON F. DE SOUSA, BARBARA RAFAELA S BARROS, MARILLIA RAPHAELLA CF
DE LIMA, LEONARDO CO. CRUZ. B1ANCA £ SA0 MARCOS, ANNA JESSICA D. SILVA,
APARECIDA VIRGINIA S TALES, MADI V. DINIZ. MONICA MARIA C UMA, IGOR WA
DE SA FABIO AC. RODRIGUES, EDSON B. DE SOUZA, ARIONE V. DO NASCTIMENTO,
AMANDA M. VIEIRA, BRUNO M. DE CARVALHO, EVONIO B. CAMPELO JUNIOR,
ANTONIO C DE FREITAS, CRISTIANE ML DE MELO

Abstract: Health professionals worting o0 matigate the COVID-19 pandemsc are one
Of the main sk groups 1of the disease, Deng proritaed for vacomaton. Considenng
this, the aim of this Sudy was to analae the imaune response of these professionals
Immened with CONNaVac in the NS and SeCond Coses BLood samplies were collected
after the first ang second doses of the vactine (Coronavac) and used o investigate
NEMATHOBICAL 3 DICCHETICAl parameters, dralysis of mmunogiobulin prducton,
oy and gene £xp profile, as well as the Loentiication of subsets of immune
cells Post-Nrstoose IMmuNoiogical phenotypic memory (CD27) proties (T (D" TC08"
and CO19°) showed a signfcant increase. as did Monocyte APCs (COSOMIA-DR) In
PELADON 10 The Sacond 00se The Cytokines 112, IL6 and IN-* Showed INCreased values
In relation to the other amahyred otolones The Th2/Thi? profile in the second
dose WS Cha@ctenzed Dy £one expression andyss The producton of IgM
and RG after vaccination showed statsucally significant values o the comparson
Detween Joses. COronavad Showed aTNation of APCS MONOCYLES. memory resporse
of T and B lymphocyles, with immunogioduling production. THiS et of responses 15
characzerized by the Th2/Thi? immunolcgycal profite

Key words: Coronavac, heaith professionals, immunological memorcy, immunoglobutin
production, COVID-19, SARS-Cov-2

had generated an estimated 195,767,462 cases
and 4,183,074 deaths worldwide (on July 28, 2021),

coronavirys 2019 disease (COVID-19), which
emerged in China, is currently considered the
most serious outbreak of pneumonia in the last
100 years, affecting more than 200 countries
around the world (Ui et al. 20203, Lu et al. 2020,
Melo et al. 2020). According to the Johns Hopkins
university Center for Systems Science and
Engineering (CSSE) COVID-19 Panel, the disease

and 19,749,073 cases and 551,835 deaths from
8razil (JHU, 2027).

The transmissibility of COVID-19 isdue to the
high viral load in the upper respiratory tract, even
in asymptomatic patients, which differentiates it
from other respiratery diseases (Arons et al. 2020,
Li et al. 2020b), Virus propagation occurs through
direct contact with contaminated surfaces,
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SARS-CoV-2 is @ vinss which promoted a worldwide pan-
demic outbreak in 2020, The virus is highly infectious and is able to
contaminate a lot of people ina short time period. The disease pro-
maobed by the virus, named COVID-19, can cause different symotoms
such as fever, cough, muscle pain, headache, prostration, diarrhea,
neurclogical complications, dermic manifestations, pulmonary im-
pairment, dyspnea, coagulopathies, organ failure, and death. Here,
we show how the infection occurs and the major characteristics ob-
senved in the lungs of patients with COVID-19. In addition, we ex-
plored the immunobogical activation in this environment by the virus
amnd some treatments used in the severe phase of the disease.
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Inbrosd wction

The severe acute resplratory syndrome coronavins 2 (SARS
Co\-2), cause of the outbreak of severe pneumonia, called CO-
WVID-19 (Coronavirus Disease 2019) [1], & present in more than
200 countries [2-4]. According to a notification fram the OO
I0-19 Dashboard by the Center for Systems Science and Engl-
neering (CS5E) at Johns Hopkins University, by March 27, 20021,
there were a total of 126,280,989 cases and 2,769 934 deaths
worldwide [5].

The 5ARS-Cov-2 i believed to be able to disseminate
through contaminated objects, respiratory droplets, and aeno-

sols, where the vinus can be suspended in the air forup tc three
howrs [6,7]. The symptoms are commaonly recognized as fever,
dry cough, tachypnea, shortness of breath, sore throat, smeez-
ing, masal congestion, and other symptoms, including severs
inflammatory responses with the evolution of cytokine storm,
preumaonia, and sepsis [8.9].

Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS) is the most
common complication in patients with COWVID-19, with Acute
Lung Injury (ALl being the most serous form of viral infection
[10]. Due to the dinical importance associated with the estab-
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CHAPTER 4

COVID-19: Clinical, Immunological, and Image
Findings from Infection to Post-COVID Syndrome
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Abstract: The SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2) is a
virus responsible for the COVID-19 pandemic outbreak. The virus has high infectious
power and easy ability to spread geographically, due to the fact that the infection 1s
asymptomatic in some cases. However, 25% of patients infected by SARS-CoV-2 can
progress to the severity of the disease and develop acute respiratory distress syndrome
(ARDS). The symptoms are commonly recognized as fever, dry cough, tachypnea,
shortness of breath, sore throat, sneezing, nasal congestion, and other symptoms,
including severe inflammatory responses with the evolution of cytokine storm,
pneumonia, and sepsis. Here, we show the COVID-19 since infection in the host cell to
Post-COVID-19 syndrome, relating the occurrence of virns variants, laboratory and
immunological aspects. the major clinical manifestations and image findings. and all
aspects associated with pulmonary damage promoted by the virus.
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ANEXO A — PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

CENTRO INTEGRADO DE

SAUDE AMAURY DE  “QRErVA ° ™
MEDEIROS - CISAM/UPE.

PARECER CONSUBSTANCIADD DO CEP
Elabarade pala Instituiche Coparticipante

DADODS DO PROJETD DE PESQUISA

Titule da Pesguiaa: Invesligagiio @ mapesamanta imunaltgico de pacientes infecliados com o vires SARS-
Ca¥ 2 {COVID-19)

Pesquisador: Crstane Mowtinho Lagos de Melo
Aren Tamatica:

Wersio: 1

CAAE: I0EI212008 3001 5181

Instituichc Proponenta: Universidade da Permambuch
Patrecinador Principal: Fimanciamenta Prdpria

DADDS DO PARECER
Mdmero do Parecer: 4,208 047

Apresantacia do Prajalo;

Trata-ss de resposta da COMEFP de Emenda ao projedo orginal para a inclusio de mais um local para coleta
de dados, solictande o insen;do do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pemambuca cama
InEiitidcas Coparicipanta da Pasquisa. No refarido Hospital aerdd raalizadas as colélas aanguinass 008
pacienies acomelidos pela COVID=14.

Ag informacdes contidas nos campos Apreseniagio do Projeto, Objetive da Pesguisa e Avaliagiio dos
Risciks @ Bamaficios foram rediredas do arquivo Pafacaras, a partic das infarmacdes inseridas pala
Pesguisador Responsavel do astudo na Plataforma Brasil em

1MT2030.

RESLML

Abé o mamenta, o5 achados e invesligagdes imunoldgicas a respeilo da COVID-19 asinda sfo muila
prefiminares para lirar conclusfies necessdrizs para o dessnvalvimenio de medicameanios & possiveis
maitodes de iratamente contra @ SARS-Gov 2, Dos achados relacianades cam a deanga, asiedos
demonstraram um aumenio no tatal de newtrdfilos (38%), reduzinda o Iofal de linfGcibos (36%), um aumenta
da IL-B sérica (62%) e vm aumento da prodeina c - realiva (84%), dos B9 pacientes analisadas (Zhau el
al. 2020} Ezsas recultades 5540 ralificades por Tan at al. (2020) & Huang &i al. [2020], ends foi possival
obsarar gue os pacienies que necessilaram de ierapia imersiva devido a doenga, apressniaram o aumenta
de ditocinas como IL-2, IL-T, IL-10, G-CSF, IP-10, MCP-1, MIP =14 & THFa. Alguns estudos dentficaram wm
quadrg o laecapenia assecipda a

Endaragn:  Fus YWrscoda de Kamegeaze, oin® 19 dnder

Babrg; Encnizihads CEF; 53533010

UF: PE Munildple: RECIFE

Talalane: [E1]31E82-T738 Fma; |BUAEE-TTIR E-muail  cozoc s ups bi

89



CENTRO INTEGRADO DE
SAUDE AMAURY DE ’%"ﬁ""‘"
MEDEIROS - CISAM/UPE.

ol 49 Paiess & 306047

alguns pacienias infaciadas com SARS-CoV 2 (LI af al., 2020). Nesse sanlida, esia ashude sa propde & 1azer
um mapeamenio munaldgico em pacdenies infectsdos, a fim de contribur com a comunidade cienlifica, que
busca incassantemente por alemativas de possiveis marcadores imunoldgicos para o dizgnostice e
irafamanie da doanga, gue possam candribuir para & schrevida das

infactadas Masma NoB CASOR Maks gravas, alam ne daaanvohimeanta de vacings para a imunizacse @a
populagio mundial, visto gque a pandemia estd tomando proporgdes preocupanies, na sabde & refletinda
conssueniemanta raE aconomia dos paises alingidos pela deenga, Akm deso, visames cantriuir com mals
iNfomMAcias & raspaile do perfl mncligco da COVID-13, qua ssra assancial para o dessnvalvimenta da
agiss coma esta, que podem ser uma famamenta eficaz e de f4cil aplicabilidade nos Sistemas de Saide da
Brasil a do mrunda,

HIPOTESE

Fatares imuncligicos sic farmamentas da diagndslico anta para dentificagio da severdade da doenga
guario para mapsamenio de vigildncia saniidna.

METODOLOGIA

Local da eshsdn & consideragies éticas & pesquisa serd realizada pela equipes do LaboralSeio de Andlises
Imunaldgicas e Antilvmorais do Deparlamenic de Antibidticos da UFPE em parcena com a demanda de
agias do Laboratdra Central da Eslade da Parmambuca (LACER-FE). A parceria Taz parie das aslangas
anfra govermd estadusal, UFFE & |AM-FIDCRLUZ, na busca pele dagnéslico conlirmalng des casas am
Pemambuco. Uma parte da genclipagem viral serd realizada no Laboraidric de Estudos Maoleculares e
Tarapias Exparimanials, do Dapariamento de Genddica, UFPE & a parta imunclagica sara raslizada por
nossa equipe. E provivel 8 uliizagse 9o NE3 tanto do Laborasdng &a Imunopatologia Kaiso Assami — LIKA
(o qual precisard passar por adeguacdes), quanio do prdprio LACEN, mas essas informagtes ainda nda
Toram confirmadas. A logistica da processamanto @as amesines ainda nBo esta dafinida, mes am prooseed

de plarsmjamanto junta & Secralana Estanual de Sadde. ¢ qual &s18 prévisha para o mia da &bl Mo antanto,

a aprowagdo desde projefa == faz ugente devido & chamada do governo para o afendimenio imediato dos
casos na eslado da Pemambuce 4.2 Pacieres e andlise amastral A populagio analisada sard composta
par paciantes que aprasentaram simomas da daenca, & qua forem recabidos & disgnoaticadoes palas
equipes de diagnisfco associados ao Sistema Unico de Sadde do Estado de Pernambuco. & quantidade de
amasiras sard admitida por corveniénoia, conforme surjam pacienies infectados duranie iodo o periodo da
pandamia O diagrdstice da COVID-19 serd realizada com Base na avaliagso clinica &
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nof ragultacdos laboratoriais de idantdicacas &0 gandlipa viral @ 8 analisa imunokigica serd faila com a
utlizagio do soro e das oélulas presentes no sangue coletado dos pacienbas infectados 4.3 Critérios de

inclusio & ewclsdo Sarda inclusos nesse estudalodos os pacienies posifeos para COWID=18. Os grupos de
paciantas imunodaprimidos ou am tratamano de dosandas qus pramoyam Deixa reapasta imunalégics,
devaras aar ratadas como UM Saguids grups & parta

4.4 Dosagem das Ciocinas, Guimiocinas & Imunoglobulinas Os soros colefados segundo fem 4.2, passarda
por ansaio de dossgem da ciiocings, quimiacings @ imuncglobidings. & avaliagho serd realizads uilizando o
kil de cilocings himanas Th1Th2MhiT (Becten Dickinsan Biesd I para a defeccio simuRines das
ciocinas IL-Z, IL-4, IL-&, IL-10, IL-17, THF- & [FM=; o kit de quimiocinas humanas [Beslon Dickinson
Binaciences) para a detesiAe smultines das quimocings COLS, COLZ, CHOLE, CHROLY & CGECLI0 & o kil
da imuneglobulings humanas (Becion Dickingoan Biosciences] para & datecgao simultines das
imunoglobhulinas Igpk, 1gGE2, gGE, IgBd, kg e lgh. A medicdo das profeinas imunoldgicas serd bassada na
lecnologia de Cytomelric Bead Array (CBA) todos os dados serfic sdguindas na platafema FACSCalbur
(Bacion Dickingon Blosciancas) & procaseados alraves do softwara Call Quast Pro (Bacton Dickingon
Biosciences). 4.5 Conlagem e affragio de linfdctos As células monoruckeares da sangue periférica (PBMC)
das amasiras colsiadas segunda iem 4.2, passardo por ensaio de conlagem & ativagda de linfacilos. &
avaligho sara reaizade atravds de imunchenclipagem para a deteccia da linfhciles CD4, COE, NE, CD14,
FaxP3 & SO & avaliacho das moleoilas co-estimuatinias GD25, GDER, COARD, CDAGE 4 TTLA-4.
CRITERIOS DE INCLUSAD

Serfo inclusos neess asiude iedos o8 pacianiss positives para COVID-18. Os grepos & paciantas
imunedagprirnidos ou am ralemanto de doangas qua promavem Daiea resposia imunslGgica, devarde sar
Iratadas coma um sequndo grups & parts.

CRITERIDS DE EXCLUSAD

Serdo sxchisn do astudo paclentss negatives pare COVID-18, mesmo que apresants oulras sindromsas
respiralteias.

Objetivo da Pesquisa:

DBJETIVG PRIMARIC

Invercstigar @ parll imurokgices de pacentes disgnosficados com COVID-18, pelo Sistema Unico da Saida
de Pernambuco.

DRJETIVGS SECUNDARIOS
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- Tragar um psarfil papeacional dos paciantas araahidas no apuda;

Investiqar a perfil de células {imuncfenalipagam) & pratsinas imunalégicas (cilocnas, guimiccinas, dxida
nitrico & imundglebulinas) produzidas ng decormar &a manifesiagia da doandga,

Avaliagdo dos Riscos ¢ Beneficios:

RISC0S

Qeoirgna ¢oleta ta ate § mil da sangue perfaro abraves da um tube adaptado 8 vma agulha, astaril @

descaridel, Exta procadimanto ¢ pralicamanta isanto de nsc, pole s mataral WBNzade o descandeal,

porém, poderd causar dor ou mancha wermelha (hematomal. Caso ocorra qualquer descanforo ou
promoGae de hematoma ocal o supia da pesquiss recebard auida da equips da coleta alraves da Cuidados
paliativos

BEMEFICIOS

0 estudo poderd formescer autras ferramendas da diagnéstico & ambém servicd de subsidio para a fabricacda
da imurabiclégicos no tratamants @ pravengio da dosna. Akam disso, & idenbificacso da anticonpes da Tasa
racante & tardia da dosnga servirio de maios estalisticos para a Vigldncia sanitina compreender a fase da
doanca no estado de Pernambuca.

Comentdrios o Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-sa de Emenda:

Ermsnida 01:

Inserpio do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Permambuco coma Irssiuicho Coparticipanie
da Pasguisa. Mo referido Hospiltal serfio realizadas as coletas sanguineas dos pacienies acomedidos pela
CoVID-1%

IMCLUSAD DE CEMTROS:!

- Uriversidade de Pernambuca

Taraza Caraxs

LISTA ATUALIZADN, DE CENTROS:

» Hospial das Clinicas de Pernambuca

Ewiirio de Barrcs Campeds Jondor

- Uriversidace da Fermambuco

Teraza Carlaxo.
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Consideragdes sobre os Termos de apresentagio cbhrigatSria:
D prawanam;

A carta de anudncia da instivigio foi anexsada & documentagio swgida.

Recamendagdas:
Mo foram identificados dbices éfoos nesta emenda.
Racamsnbo ansxar paraceras parcial & fingl & platatarma bragd

Conclusdses ou Pandancias o Lista da Inadequagdes;

Diante do axpaosie medianta cheardar profosols comphats & adaguada & lro paracer da Comesas Madicnal
de Elica sm Pesqusa - COMEP, de acorda com as alrbuigies definidas na Resolucda CRE n® 466 de 2012
& ra Morma Dperacional n® 001 da 2013 de CHE, gue manifesiou-ea pala sprovacio da amenda propesta

projabe do poacpitea, conpilars solicfaplo do pasquikadoras APROAVATA

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Diante do exposta, medianie absarvar profocol completa & adequado e ler o parecer da COREP, que
mandasici-pe pala aprovacia da eameands prapasta aa progato da paaguisa, considars solicitagda da

pesguisadones APROVADR

Esla parecar fol elaborade bassado nes decumanlos abal ﬂl-lﬁﬂﬂﬂl!
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