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RESUMO

ANDRADE, lara de Lys, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2022.
Reatividade de anticorpos contra proteina N de SARS-CoV-2 em pacientes com
doencas autoimunes e em tratamento com anticorpo monoclonal. Orientador:
Tiago Antdnio de Oliveira Mendes.

Pacientes com doencga autoimune, como artrite reumatoide e espondilite anquilosante,
podem apresentar alteracdo na resposta imune devido a patologia ou pelo uso
constante de medicamentos imunossupressores ou imunobiolégicos que afeta a
resposta imunoldgica. Por isso, sdo considerados grupos de risco para covid-19 e
podem também ter resposta e eficiéncia vacinal afetada. Considerando a indugao de
anticorpos contra antigenos do virus SARS-CoV-2 como potencial marcador de
resposta a vacina, este estudo objetivou a comparagcdo da sororeatividade de
anticorpos IgM e 1gG contra a proteina N (nucleocapsideo) grupos de individuos com
doencas autoimunes e em uso de imunossupressores ou imunobiolégicos em relacao
a individuos ndao acometidos por doenga autoimune anteriormente e ap6s a aplicagao
de vacina contra COVID-19. Para avaliagdo da soroprevaléncia, foram coletadas
amostras de sangue de individuos em tratamento para doengas autoimunes, entre
elas artrite reumatoide e espondilite anquilosante e em uso de anticorpos monoclonais
(n=116). Estes individuos foram divididos nos seguintes grupos: infectados, nao
infectados, vacinados e nao vacinados. A técnica de ELISA utilizando anticorpo
secundario anti-lgM e anti-lgG foi utilizada para mensurar o nivel de anticorpos em
cada grupo de pacientes. Como resultado, foi observado uma maior concentragcéo de
IgM nos pacientes com doenga autoimune do que nos individuos controle. Além disso,
pacientes vacinados e em tratamento de apresentaram niveis de IgM alterados,
indicando que a presenca de doencga autoimune e resposta a vacina pode ser diferente

da populacédo nao afetada por doenca autoimune.

Palavras-chave: Doenca autoimune. Anticorpos monoclonais. Imunogenicidade.
COVID19. Soroprevaléncia.



ABSTRACT

ANDRADE, lara de Lys, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February 2022.
Reactivity of antibodies against SARS-CoV-2 N-protein in patients with
autoimmune disease and treatment with monoclonal antibody. Adviser: Tiago
Anténio de Oliveira Mendes.

Patients with autoimmune disease, such as rheumatoid arthritis and ankylosing
spondylitis, may have an altered immune response due to pathology or the constant
use of immunosuppressive or immunobiological drugs that affect the immune
response. Therefore, they are considered risk groups for covid-19 and may also have
an affected vaccine response and efficiency. Considering the induction of antibodies
against SARS-CoV-2 virus antigens as a potential marker of vaccine response, this
study aimed to compare the seroreactivity of IgM and IgG antibodies against N protein
(nucleocapsid) in groups of individuals with autoimmune diseases and in use. of
immunosuppressants or immunobiologicals in relation to individuals not affected by an
autoimmune disease before and after the application of a vaccine against COVID-19.
To assess seroprevalence, blood samples were collected from individuals undergoing
treatment for autoimmune diseases, including rheumatoid arthritis and ankylosing
spondylitis, and using monoclonal antibodies (n=116). These individuals were divided
into the following groups: infected, uninfected, vaccinated and unvaccinated. The
ELISA technique using secondary anti-lgM and anti-lgG antibodies was used to
measure the level of antibodies in each group of patients. As a result, a higher
concentration of IgM was observed in patients with autoimmune disease than in control
subjects. In addition, vaccinated and treated patients had altered IgM levels, indicating
that the presence of autoimmune disease and vaccine response may be different from

the population unaffected by autoimmune disease.

Keywords: Autoimmune disease. Monoclonal antibodies. Immunogenicity. COVID-19.

Seroprevalence.
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1. INTRODUCAO

SARS-CoV2

Segundo Baggio, Jussara A Oliveira et al (2021), a doenca causada pelo
coronavirus SARS-CoV-2, identificada na China no final de 2019 e denominada
COVID-19 (do inglés coronavirus disease), foi declarada como uma pandemia pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em marco de 2020, acumulando mais de 20
milndes de casos confirmados no Brasil, e mais de 583 mil mortes causadas por
complicacdes da doenca, até o final da semana epidemiolégica 35, em 04 de setembro
de 2021. Segundo a OMS, o Brasil é o terceiro pais com mais casos confirmados da
SARS-CoV-2, ficando atras somente dos Estados Unidos da América e india, a qual
€ também considerada um pais emergente e com problemas socioeconémicos

semelhantes aos enfrentados pela populacéo brasileira.

A primeira notificagdo de um caso confirmado de covid-19 no Brasil foi em 26
de fevereiro de 2020. Com base nos dados diarios informados pelas Secretarias
Estaduais de Saude (SES) ao Ministério da Saude, de 26 de fevereiro de 2020 a 26
de fevereiro de 2022, foram confirmados 28.744.050 casos e 648.913 Obitos por
covid-19 no Brasil. Para o Pais, a taxa de incidéncia acumulada foi de 13.574,2 casos
por 100 mil habitantes, enquanto a taxa de mortalidade acumulada foi de 306,4 6bitos
por 100 mil habitantes, dados extraidos do boletim epidemiolégico do Ministério da
Saude, 2022.

Até o final da semana epidemioldgica (SE) 8 de 2022, no dia 26 de fevereiro de
2022, foram confirmados 434.247.399 casos de covid-19 no mundo. Os Estados
Unidos foram o pais com o maior nimero de casos acumulados (78.931.739), seguido
pela india (42.916.117), Brasil (28.744.050), Franca (22.699.443) e Reino Unido
(18.854.972). Em relacao aos 6bitos, foram confirmados 5.944.313 no mundo até o
dia 26 de fevereiro de 2022. Os Estados Unidos foram o pais com maior nimero
acumulado de ébitos (948.215), seguido do Brasil (648.913), india (513.724), Russia
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(343.178) e México (318.014). (Ministério da saude, 2021

https://coronavirus.saude.gov.br/).

Em relacdo a taxa de mortalidade, o Sudeste foi a Regido com maior valor de
taxa na SE 8 (2,9 6bitos/100 mil hab.), seguido pelo Centro-Oeste (2,8 ébitos/100 mil
hab.), Sul (2,6 6bitos/100 mil hab.), Nordeste (1,7 ébito/100 mil hab.) e Norte (1,4
6bito/100 mil hab.). A taxa de mortalidade para o Brasil, na SE 8 de 2022, foi de 2,4

Obitos por 100 mil habitantes.

Os sintomas da infeccao pelo SARS-CoV-2 podem variar desde uma Sindrome
Gripal (SG), com sinais e sintomas leves como febre, tosse, congestédo nasal e fadiga,
até uma Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SRAG), com sintomas como dispneia,
saturacéo de O2 < 93%, frequéncia respiratoria = 30 respiragdes por minuto, pressao
arterial de oxigénio (PaO2) /fracao inspirada de oxigénio (FIO2) < 300, linfopenia e
edema alveolar. No Brasil, foram notificados cerca de 1 775 816 casos de SRAG por
COVID-19, sendo que 32,2% dos casos evoluiram para 6bito. Entre os 342.636 Obitos
de SRAG por COVID-19 notificados em 2021 até a semana epidemioldgica 36, 59,5%
apresentavam pelo menos uma comorbidade, sendo as doengas cardiacas, doengas
cerebrovasculares, hipertensao arterial sistémica e diabetes mellitus (DM), as mais

frequentes (Baggio, Jussara A Oliveira et al., 2021).

Segundo Warren Levinson, a SARG (sindrome respiratoria aguda grave) € uma
doenca transmitida por coronavirus, primeiramente detectada na China em novembro
de 2002 e disseminou-se rapidamente a outros paises. Antes da pandemia iniciada
no final de 2019, ocorreram 8.300 casos e 785 0bitos, uma taxa de mortalidade de

aproximadamente 9%.

A sindrome respiratéria aguda grave coronavirus 2 (SARS-CoV-2) que causa a
doenca coronavirus 2019 (COVID-19) matou centenas de milhares de humanos em
uma pandemia global. Covid-19 grave é frequentemente associado com linfetonga,
inicialmente causando grande preocupacdo com O uso de agentes
imunossupressores. Em alguns casos, isso levou a cessagao ou atraso do tratamento
da autoimunidade. No entanto, € cada vez mais evidente que a linfetonia € uma

consequéncia e ndo uma causa de infec¢ao. Enquanto o sistema imunolégico elimina


https://coronavirus.saude.gov.br/
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o0 SARS-CoV-2 na maioria dos individuos, a fuga viral, a exaustdo imunoldgica e a
liberacao elevada de citocinas podem levar a hiperativacdo da resposta imune inata,
dano vascular e hipercoagulacdo, o que pode levar a morbidade significativa,
sofrimento respiratério agudo, faléncia de varios 6rgdos e, em alguns casos,
morte. Embora a imunoterapia possa ter algum valor no tratamento de COVID-19
graves, o desenvolvimento de uma vacina SARS-CoV-2 é considerado importante
para proteger os ndo infectados. Um programa de vacinagdo deve ajudar a criar
imunidade de rebanho contra o virus COVID-19. Portanto, ndo s6 é relevante
determinar como os tratamentos modificadores de doencas (DMT) influenciam a
suscetibilidade a infeccdo e ao comprimento do estado portador, como também é
importante considerar como o DMT pode influenciar a imunidade a reinfecgcao e

potenciais respostas a vacina (Warren Levinson et al.,2021).

O controle da transmissao viral depende de técnicas de diagnéstico adequadas,
isolamento social, uso de vacinas e rapido e eficiente acompanhamento hospitalar em
casos graves da doenga. Um grande impasse encontrado no diagndstico clinico da
COVID-19 tem sido a semelhanca dos sintomas, que também s&o promovidos por

outras doengas infecciosas virais, como a influenza (Wang et al., 2014).

Assim, as deteccoes de anticorpos contra antigenos virais especificos podem
auxiliar na detecgédo de individuos infectados, bem como no acompanhamento da
resposta humoral durante o percurso da infecgéo, incluindo estudo de produgdo de

anticorpos apés protocolos de vacinacao.

O controle da pandemia também é dificuldade por diversos fatores associados
a biologia do virus e adesao da populacdo a medidas de controle, como isolamento
social e programas de vacinacao. Entre estes desafios, estdo a rapidez na mutacao,
bem como, a transmissibilidade dos virus devido o surgimento de novas variantes do
SARS-CoV-2 que foram associadas a novas ondas de infecgdes, as vezes em todo o
mundo. Por exemplo, o aumento da transmissibilidade da variante delta foi associado,
entre outros, a uma maior carga viral, maior duragéo da infecciosidade, e altas taxas
de reinfecgao, devido a sua capacidade de escapar da imunidade natural, que resultou
no delta VoC rapidamente se tornando a variante globalmente dominante (Salim
S.Abdool Karin, 2021).
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Todos os virus, incluindo o SARS-CoV-2, o virus causador do COVID-19,
mudam com o tempo. A maioria das mudangas tem pouco ou nenhum impacto nas
propriedades do virus. No entanto, algumas alteragdes podem afetar as propriedades
do virus, como a facilidade com que ele se espalha, a gravidade da doenca associada
ou o desempenho de vacinas, medicamentos terapéuticos, ferramentas de diagnostico
ou outras medidas de saude publica e sociais. (https://www.who.int/activities/tracking-
SARS-CoV-2-variants).

A OMS, em colaboracdo com parceiros, redes especializadas, autoridades
nacionais, instituicbes e pesquisadores vém monitorando e avaliando a evolucao do
SARS-CoV-2 desde janeiro de 2020. Durante o final de 2020, o surgimento de
variantes que representassem um risco aumentado para a saude publica global levou
a caracterizacdo de Variantes de Interesse (VOIs) e Variantes de Preocupacao
(VOCs) especificas, a fim de priorizar o monitoramento e a pesquisa globais e,

finalmente, informar a resposta continua a pandemia COVID-19.

Segundo Aleem A et al. (2022), os VOCs estdo associados a maior
transmissibilidade ou viruléncia, reducédo na neutralizacédo por anticorpos obtidos por
meio de infeccdo natural ou vacinacéo, capacidade de evitar a detec¢ao ou diminuicao
da eficacia terapéutica ou vacinal. Com base na recente atualizagdo epidemioldgica
da OMS, em 11 de dezembro de 2021, cinco COVs de SARS-CoV-2 foram

identificados desde o inicio da pandemia:

e Alfa (B.1.1.7): primeira variante de preocupacao descrita no Reino Unido
(Reino Unido) no final de dezembro de 2020;

o Beta (B.1.351): relatado pela primeira vez na Africa do Sul em dezembro
de 2020;

e Gama(P.1): relatado pela primeira vez no Brasil no inicio de janeiro de
2021;

e Delta (B.1.617.2): relatado pela primeira vez na india em dezembro de
2020;
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e Omicron (B.1.1.529): relatado pela primeira vez na Africa do Sul em

novembro de 2021.

Todos os cinco relataram VOCs -Alpha(B.1.1.7); Beta(B.1.351); Gama (P.1);
Delta(B.1.617.2); e Omicron (B.1.1.529) tém mutac¢ées no RBD e no NTD, das quais
a mutacao N501Y localizada no RBD é comum a todas as variantes, exceto a variante
Delta, que resulta em maior afinidade da proteina spike para os receptores ACE 2,
aumentando a ligagdo viral e sua subsequente entrada nas células hospedeiras.
Juntamente com o NBD, o RBD serve como alvo de neutralizagdo dominante e facilita
a producédo de anticorpos em resposta a anti-soros ou vacinas. Dois preprints recentes
relataram que uma unica mutacédo de N501Y sozinha aumenta a afinidade entre RBD
e ACE2 aproximadamente dez vezes mais do que a cepa ancestral (N501-RBD).
Curiosamente, a afinidade de ligacao da variante Beta (B.1.351) e da variante Gama
(P.1) com as mutacdes N417/K848/Y501-RBD e ACEZ2 foi muito menor do que a de
N501Y-RBD e ACE2. (Aleem A et al.,2022).

Estrutura do SARS Cov-2 e a estrutura da proteina de interesse N:

As proteinas de superficie dos virus, sejam proteinas do capsideo ou
glicoproteinas do envelope, correspondem aos principais antigenos contra 0s quais o
hospedeiro dirige sua resposta imune aos virus. Elas também s&o as determinantes
da especificidade do tipo (frequentemente denominada sorotipo). Por exemplo, os
tipos 1, 2 e 3 do poliovirus sao diferenciados com base na antigenicidade de suas
proteinas de capsideo. E importante conhecer o nimero de sorotipos de um virus,
uma vez que as vacinas devem conter o0s sorotipos de proteina da matriz,
nucleocapsideo, envelope lipidico Espiculas glicoproteicas Capsideo prevalentes.
Frequentemente desenvolve-se pequena protecédo cruzada entre sorotipos distintos.
Virus que apresentam multiplos sorotipos, isto é, que apresentam variantes
antigénicos, exibem maior capacidade de evitar nossas defesas, uma vez que 0s
anticorpos contra um sorotipo ndo protegem contra outro sorotipo (Warren Levinson
et al, 2010).

Varias regides genémicas virais conservadas, como o gene da RNA polimerase
dependente de RNA (gene RdRP), o gene da proteina do nucleocapsideo (gene N) e

0 gene da proteina do envelope (Egene), foram alvejados nos testes moleculares.
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Como esse teste pode amplificar até mesmo niveis baixos do virus e detectar a
doenca em um estagio inicial, € o método de deteccao mais usado e confiavel. No
entanto, o desempenho do RT-PCR depende muito do RNA viral alvo selecionado e
dos primers usados. Portanto, a Organizacdo Mundial da Saude publica de tempos

em tempos protocolos padrdo para a paridade do ensaio.

A proteina SARS — CoV-2 S esta sendo usada como o principal antigeno-alvo
no desenvolvimento de vacinas. O gene N € mais conservado e estavel, com 90% de
homologia de aminoacidos e menos mutacdes ao longo do tempo. As proteinas N de
muitos coronavirus sdo altamente imunogénicas e sao expressas abundantemente
durante a infeccao. Altos niveis de anticorpos IgG contra N foram detectados em soros
de pacientes com SARS, e a proteina N é um antigeno representativo para a resposta
das células T em um ambiente de vacina, induzindo proliferacado de células T

especificas para SARS e atividade citotoxica (Dutta et al, 2020).

A proteina N é um antigeno representativo para a resposta das células T em
um ambiente de vacina, induzindo proliferacdo de células T especificas para SARS e
atividade citotoxica, sendo a regido intermediaria ou C-terminal da proteina N do
SARS-CoV é importante para a eliminagao de anticorpos contra o SARS-CoV durante

a resposta imune (Dutta et al, 2020).

O objetivo deste estudo foi utilizar proteina N (nucleocapsideo), produzida e
purificada por expressdo heterdloga, como antigeno no acompanhamento da
soroprevaléncia de anticorpos IgG e IgM em grupos de individuos com doencgas
autoimunes e em uso de imunossupressores ou imunobiolégicos antes e depois do
uso de vacinas. A sororeatividade foi acompanhada e comparada com um grupo de
individuos nao afetados por doencga autoimune. Para isso, um total de 116 amostras
de sangue foram coletadas com periodicidade mensal, ou, conforme a administragéo

medicamentosa.

As hipéteses sao que os pacientes com autoimunidade podem ser susceptiveis
a infecgdo devido a necessidade de tratamento em clinicas e hospitais, podendo
apresentar uma exacerbagao na resposta imunoldgica, sendo assim alterando a

inducao de anticorpos para vacina para prevencao Covid 19.
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Vacinas e Resposta imune

Atualmente, existem trés tipos comuns de vacinas contra o virus SARS-CoV-2:
MRNA, vetor de adenovirus e vacinas inativadas. A vacina de mRNA geralmente
consiste apenas no cédigo genético para um unico antigeno do SARS-CoV-2 (por
exemplo, antigeno da proteina S), envolto em um invélucro e entregue por
nanoparticulas lipidicas. Quando a vacina de mRNA ¢ injetada no corpo, as células
humanas usam o codigo genético viral para produzir o antigeno codificado, entao o
corpo reage e produz anticorpos. Ao contrario das vacinas de mRNA, as vacinas de
vetor de adenovirus geralmente usam o DNA do antigeno da proteina S. Em vez de
usar nanoparticulas lipidicas para fornecer o c6digo genético ao corpo, as vacinas de
vetores virais usam um virus modificado (diferente do SARSCoV-2, como o
adenovirus) como vetor para fornecer as informagdes genéticas. Quando esses
adenovirus contendo DNA para a proteina S entram no corpo, as proteinas virais
serdo produzidas e ativam ainda mais as respostas imunes. As vacinas inativadas
usam virus SARS-CoV-2 inativados e a inativagao viral é alcangada usando produtos
quimicos, calor ou radiagao. Os virus inativados contém antigenos e, quando injetados

no corpo, esses antigenos provocam uma resposta imune (Forchette et al, 2021).

Os individuos com doencga autoimune séo indicados como grupo prioritario para

vacinac¢ao contra COVID-19, conforme protocolos do Ministério da Saude.

As vacinas contra COVID-19 estao em trés formas amplamente categorizadas
de vacinas moleculares (Pfizer-BioNTech), de subunidade (Oxford-Astrazeneca) e
baseadas em particulas virais inativadas (CoronaVac). As vacinas compartilham o
mesmo objetivo de estimular o sistema imunoldgico contra SARS-CoV-2 com a

geracgao de células de memoria.

As vacinas usam antigenos provenientes de proteinas inteiras, peptideos
fragmentados ou virus inteiros que geram resposta imune inicialmente com o auxilio
de células apresentadoras de antigenos (APCs), como células dendriticas (DCs). Em
particular, as DCs desempenham papéis essenciais na captura de moléculas,

fragmentando-as em peptideos menores e apresentando os peptideos antigénicos em
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seus MHC | e Il (ou HLAs em humanos) para preparar células linfocitos T para o inicio

da imunidade celular e humoral contra o virus (Harapan Harapan et al., 2020).

As respostas imunes antivirais celulares e humorais, particularmente a
imunidade adaptativa, sdo atores importantes na protegcdo continua do hospedeiro
contra virus citopaticos. A presenca de células T de memoria e células B com a
capacidade de produzir anticorpos neutralizantes imediatamente apés a reintroducéao
de um patégeno fornece uma resposta constante e um alto nivel de protecdo ao
hospedeiro, que por sua vez leva a imunidade protetora continua (Harapan Harapan
et al., 2020).

Doencas autoimunes

Doencas autoimunes compdem um grupo heterogéneo, cuja as causas nao sao
totalmente compreendidas. Em comum, estas doengas envolvem a interacdo de
inameros fatores que regulam importantes vias moleculares e celulares do organismo
e afetam diretamente a resposta imunolédgica do individuo. O sistema imunoldgico,
quando comprometidas, apresenta falhas pelo organismo em sustentar tolerancia as
suas préprias moléculas, gerando uma resposta forte e patoldgica para proteinas e
antigenos préprios. As doencas autoimunes sao associadas a fatores que incluem
variantes como a genética, nivel hormonal, exposi¢cdo a xenobioticos, patdégenos e
variaveis epigenéticas. As doencas podem ser agravadas pela relacdo da interacéo
dos fatores genéticos com os fatores ambientais, tais como dieta e estresse (Costa et
al., 2019).

Estima-se que as doencas autoimunes afetam aproximadamente 3 % da
populacdo mundial, com alta incidéncia em paises desenvolvidos e com maior
frequéncia em mulheres. Em geral sdo doencas indetectaveis por longos periodos
antes do desenvolvimento de sintomas detectaveis e progressivo dano tecidual que
evolui para a destruicao total do(s) tecido(s) afetado(s). Nao existindo um teste
diagnostico definitivo para as doengas autoimunes, o diagndstico clinico e histérico
medido do individuo tornar-se essencial para caracterizagcdo da presenca de uma

doenca autoimune (Costa et al., 2019).
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De acordo com Costa et al., 2019, as doengas autoimunes apresentam diversas
caracteristicas gerais que séo relevantes para a definicido de seus mecanismos
subjacentes. Podem ser sistémicas ou 6rgao-especificas, dependendo da distribui¢cao
dos autoantigenos que s&o reconhecidos pelo sistema imune. Por exemplo, a
formagéao de complexos imunoldgicos circulantes (compostos de autonucleoproteinas
e anticorpos especificos) produz tipicamente doencas sistémicas, como o lUpus

eritematoso sistémico (SLE, do inglés systemic lupus erythematosus).

Neste trabalho foram selecionados os grupos de individuos com as patologias
Artrite reumatoide (AR) é uma doenca autoimune crénica que afeta as articulacoes.
Caracteriza-se por uma inflamagcao simétrica progressiva das articulagdes afetadas,
resultando em destruicdo da cartilagem, erosdo déssea e incapacidade. Embora
inicialmente apenas algumas articulagdes sejam afetadas, em estagios posteriores
muitas articulagcbes sado afetadas e sintomas extra-articulares sdo comuns. A
prevaléncia varia de 0,4% a 1,3% da populacao, dependendo de ambos os sexos (as
mulheres sdo afetadas duas a trés vezes mais frequentemente do que os homens
mais prevalentes. (Costa et al.,2019).

Conforme Costa, embora a causa da AR seja desconhecida, tanto fatores
genéticos quanto ambientais mostraram-se contribuindo para o desenvolvimento da
AR .Como € hipbdtese para outras doengas autoimunes, & provavel que o
estabelecimento inicial de AR exija dois eventos separados: (1) predisposicao
genética do respectivo paciente resultando na geracao de células T e B autoreativas,
e (2) um evento desencadeante, como infec¢des virais e bacterianas ou leséo tecidual,
fornecendo as células ativadas de presente de antigeno (APCs) para ativar os
linfécitos autoreativos previamente gerados, resultando em tolerancia interrompida e
posterior destruicao de tecidos/érgaos. Portanto, a AR provavelmente se desenvolve
em individuos geneticamente predispostos devido a uma combinagao de variacao
genética, modificagdo epigenética e fatores ambientais iniciados por um evento
estocastico (por exemplo, lesdo ou infeccdo). Os fatores de risco para o
desenvolvimento da AR foram relatados para incluir tabagismo, obesidade, exposicao
a luz UV, horménios sexuais, drogas, alteracbées no microbioma do intestino, boca e
pulm&o, doencga periodontal (periodontite) e infecgdes. Entre esses fatores, a ligagcéo

entre doencgas periodontais e desenvolvimento de AR é especialmente interessante.
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A espondilite ancilosante ou anquilosante (EA) é uma doencga inflamatéria crénica
classificada no grupo das espondiloartrites que acomete preferencialmente a coluna
vertebral, podendo evoluir com rigidez e limitacao funcional progressiva do esqueleto
axial. Assim, as formas mais iniciais de EA, nas quais o dano estrutural € menor ou
inexistente, podem ser classificadas como espondiloartrites axiais. A EA envolve
adultos jovens, com pico de incidéncia em homens dos 20 aos 30 anos, especialmente
em portadores do antigeno HLA-B27, o que, no Brasil, representa cerca de 60% dos
pacientes. As manifestagoes clinicas da EA incluem sintomas axiais, como dor lombar
inflamatéria, e sintomas periféricos, como artrite, entesite e dactilite. O sintoma inicial
costuma ser lombalgia, caracterizada por dor noturna, de inicio insidioso, que nao
melhora com repouso (mas melhora com exercicios). Em estudo multicéntrico
brasileiro, os pacientes que tiveram o inicio da espondiloartrite (incluindo EA) antes
dos 40 anos, apresentavam predominio de sintomas axiais; os pacientes,
predominantemente do sexo feminino, com inicio de sintomas mais tardio
apresentavam sintomas periféricos.

Esta analise pode também ser expandida para outras doengas autoimunes,
considerando a resposta imunolégica alterada destes pacientes que podem influenciar

a evolugao da infecgao por SARS-CoV-2 e o desenvolvimento da COVID-19.

Para critério de estudo, foi selecionado grupo de individuos considerados como
de risco para infeccdo com SARS-CoV-2 que sdo os pacientes com doenca
autoimune. Incluem-se neste grupo individuos com artrite reumatoide, espondilite
anquilosante, lupus, lUpus bolhoso, vasculite, polimiosite, artrite psoriasica, doenca de
chron, esclererose multipla e encefalite autoimune. Esses individuos frequentemente
estdo sob tratamento com substdncias imunossupressoras, incluindo anticorpos
monoclonais. As principais medicagbes utilizadas s&o infliximibe, tocilizumumabe,

rituximabe, belimumabe, vedolizumabe, ocrelizumabe e adalimumabe.

O tratamento de doengas autoimunes é realizado por farmacos
imunossupressores, do qual se destaca os anticorpos monoclonais. Os anticorpos
monoclonais, como terapia alvo, tém alta especificidade com poucos efeitos colaterais
e é foco de muitas pesquisas nas doengas que necessitam de tratamento clinico ou

cirurgicos agressivos. Os anticorpos monoclonais podem ser aplicados intactos ou
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acoplados a outra molécula, tendo como objetivo afetar uma célula alvo, incluindo

células do sistema imunoldgico (http://www.sbai.org.br/revistas/Vol292/aplicacoes).

Entre as doencas inflamatérias crénicas, a artrite reumatoide é uma artropatia
inflamatdria e destrutiva comum, caracterizada pela liberagcdo de potentes citocinas
pro-inflamatorias, principalmente TNFa e IL-1, que mediam efeitos sistémicos e
contribuem para a destruicdo articular. Muitos agentes terapéuticos tém sido
propostos para antagonizar essas citocinas, entre os quais anticorpos monoclonais.
Assim, ha vinte anos, o anti-TNFa infliximab foi o primeiro anticorpo monoclonal a ser
proposto em uma indicagdo ndo cancerosa, a artrite reumatoide. Desde entéo, varios
outros anticorpos monoclonais e/ou antagonistas direcionados a citocinas (IL-1, IL-6,
RANKL), mas também células T e B efetoras celulares imunes, foram avaliados néao
apenas na artrite reumatoide, mas também no lUpus sistémico, doenca de Crohn,
esclerose multipla ou espondilite anquilosante, conforme Semerano, L., & Boissier, M.
C. (2009).

Segundo Semerano, L., & Boissier, M. C. (2009), os genes que codificam TNFa
e interleucina-1 (IL-1) foram sequenciados em 1984 e as citocinas correspondentes
identificadas como mediadores de inflamagcdo e destruicdo articular. A
responsabilidade do TNFa e IL-1 foi entdo claramente demonstrada em modelos
experimentais de doenca articular e na AR. Camundongos transgénicos que
superexpressam TNFa apresentam inflamacdo e destruicdo poliarticulares. Essas
descobertas permitiram definir essas duas citocinas como alvos terapéuticos
interessantes e o0s ensaios clinicos de moléculas que interferem em sua acao
confirmaram brilhantemente essa hip6tese. O infliximab, o primeiro mAb anti-TNFa
utilizado na década de 1990, demonstrou sua eficacia na AR, como monoterapia, mas
principalmente em combinagdo com um tratamento convencional como o metotrexato.
O adalimumab, um mAb anti-TNFa totalmente humanizado, induziu os mesmos
resultados positivos alguns anos depois. Concomitantemente, o etanercept, uma
forma soluvel do receptor TNFa acoplado a um fragmento Fc, também mostrou clara

eficacia na AR.

Segundo Fabiola Atzeni et al., (2007), o infliximab é um anticorpo quimérico
especifico para TNF-a administrado por via intravenosa, consistindo em regides

humanas constantes e regides murinas variaveis que se ligam especificamente ao
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TNF-a humano com uma constante de associagao de 1010 M1. A dose recomendada
para o tratamento da doenga de Crohn (DC) grave ativa em pacientes refratarios é de
5 mg/kg em dose Unica [2]; no tratamento da artrite reumatoide (AR), € administrado
na dose de 3 mg/kg semanas 0, 2 e 6, com dose de manutencao de 3 mg/kg a cada
8 semanas (6/ano) [3]. A dose pode ser aumentada para 10 mg/kg, ou o intervalo de

infusdo pode ser reduzido se uma resposta adequada néo for alcancada.

Conforme Scott et al., (2017), o tocilizumab intravenoso (1V) e subcutaneo (SC)
(RoActemra®), um antagonista do receptor de IL-6, é aprovado (+ metotrexato) em
varios paises do mundo, para o tratamento de adultos com artrite reumatoide (AR)
ativa moderada a grave. A extensa experiéncia clinica estabeleceu firmemente a
eficacia e seguranca de curto e longo prazo do tocilizumabe (monoterapia ou em
combinacdo com DMARDs sintéticos convencionais (csDMARDs)] em adultos com

AR estabelecida em estagio inicial e de longa duragéo.

2. OBJETIVOS

2.1.Objetivo geral:

O objetivo geral desta dissertacao foi o acompanhamento da soroprevaléncia
de anticorpos IgM e IgG detectados utilizando como antigeno a proteina N de SARS-
CoV-2 em pacientes com doencga autoimune em tratamento com anticorpo monoclonal

em clinica privada, antes e ap6s vacinagao contra COVID-19.

2.2. Objetivos especificos:

e Avaliacdo a soroprevaléncia de IgM e IgG contra proteina N de SARS-CoV-2
em pacientes com doenga auotoimune em tratamento com anticorpo

monoclonal que ndo foram previamente infectados pelo virus;
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e Avaliacdo e comparagao dos niveis de anticorpos IgM e IgG em pacientes com
doenca autoimune sob tratamento com anticorpos monoclonais e individuos
controle apés a vacinagdo com as vacinas CoronaVac, Oxford-AstraZeneca e
Pfizer-BioNTech;

e Correlacionar os niveis de anticorpos antes e apos a vacinagcao com as doencas

autoimune.

e Correlacionar os niveis de anticorpos antes e ap6s a vacinagcao obtidos com a

medicacao imunosupressora utilizada.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1.Comité de ética

O projeto foi submetido ao Comité de Etica e Pesquisa com Seres Humanos
(CEP) da Universidade Federal de Vigosa via Plataforma Brasil em carater de urgéncia
devido a estudo envolvendo a pandemia COVID-19 através do numero 1556550 e
aprovado sob numero de parecer 4.344.007. Todos os pacientes e individuos do grupo
controle que participaram deste estudo assinaram o termo de consentimento livre e

esclarecido e estavam de acordo com todas as condi¢cbes da pesquisa.

3.2. Caracterizacao dos pacientes

Para avaliacdo da soroprevaléncia em relacao a reatividade contra a proteina
N de SARS-CoV-2, foram coletadas amostras de sangue de individuos com doenca

autoimune sob tratamento com anticorpos monoclonais em clinica particular da cidade
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Vigosa (Minas Gerais), resultando um numero total de 116 amostras. Essas coletas
tiveram uma periodicidade mensal, ou, conforme a administracdo medicamentosa.
Sendo que para cada individuo foram coletadas um total de 6 amostras. O periodo de

coleta de sangue venoso periférico foi de abril de 2021 a outubro de 2021.

Além das amostras, foram coletadas informagdes médicas do paciente
descritas em prontudrio médico, incluindo ocorréncia prévia de infeccéo por SARS-
CoV-2, indicagdo dos medicamentos (anticorpos monoclonais) utilizado pelo paciente
e data da ultima infusdo de anticorpos monoclonais. Informacdes relacionadas a
vacina, incluindo qual tipo de vacina recebida e datas de administragc&do, foram
coletadas através de anamnese com o0s pacientes antes das coletas das amostras.
Durante esta anamnese, outras informagdes foram coletadas. Entre elas estavam
informacdes se o paciente era portador de alguma outra doencga, se era tabagista,
etilista, hipertenso, diabéticos e quais medicamentos utilizavam além dos anticorpos
monoclonais, se apresentaram sintoma ou diagnéstico positivo de COVID-19 desde o
inicio da pandemia. Pacientes que apresentaram sintoma ou diagnéstico confirmando

infeccao por SARS-CoV-2 foram excluidos deste estudo.

Os pacientes foram divididos em grupos de acordo com o tipo de doenca
autoimune apresentada e os anticorpos monoclonais utilizados. Além disso, eles
também foram agrupados de acordo com o tipo de vacina contra COVID-19 recebida.
O grupo controle selecionado foi composto de individuos com doenga autoimune
antes da vacinacao. As amostras do grupo controle também foi coletada antes e ap6s
a vacinagao. O grupo controle foi estratificado de acordo com o tipo de vacina contra
COVID-19 recebida.

3.3.Coleta de amostras
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As amostras foram coletadas de sangue venoso periférico com jelco n® 22 de
pacientes com doenga autoimune, antes da infusdo de terapia imunobioldgica
prescrita. Foram coletados um tubo comercial de coleta com anticoagulante (ETDA) e
identificados com siglas das iniciais do nome do paciente. Esta coleta foi realizada na
Clinica privada Infundir, em Vigosa. Apéds a coleta, estas amostras ficaram
armazenadas em temperatura ambiente por 1h. Em seguida transportadas em caixa
térmica para o Laboratério de Biotecnologia Molecular da Universidade Federal de
Vigcosa. Os tubos anticoagulantes (ETDA) foram centrifugadas por 5 minutos em 5000
g. Apds centrifugacao, um total de 1 mL de plasma foi recolhido por pipetagem em
cabine de biosseguranca. Os plasmas foram identificados, armazenados e

congelados em temperatura de -8°C.

3.4.Obtencao do vetor plasmidial, expressao e purificacao da proteina N de
SARS-CoV-2 recombinante

Inicialmente, a sequéncia da proteina N de SARS-CoV-2 foi obtida do banco de
dados NCBI. A sequéncia de DNA codificadora do gene foi desenhada com otimizagéao
de cbédons para expressdo em bactéria E. coli, sintetizada quimicamente por empresa
terceirizada (FastBio Ltda) e clonada em vetor de expressdao pET 28a(+) (Novagen,
San Diego, CA, USA), com codificagcao para His-Tag na por¢cao N- terminal do
polipeptidio para permitir purificagdo da proteina. Bactérias E. coli ArcticExpress
(DE3) previamente submetidas a producdo de células competentes por choque
térmico foram transformadas com o plasmideo contendo o gene codificador da
proteina N de SARS-CoV-2 para a propagacao dos vetores. A proteina recombinante
foi expressa por cultivo a 37°C da bactéria transformada com o plasmideo pET 2823(+)
em meio Luria-Bertani (LB) suplementado com kanamicina (50 pg/mL) e cloranfenicol
(34 ug/mL) até atingir densidade 6tica entre 0,6 — 0,8, seguida pela expresséo induzida
por 0,5 mM de isopropyl B-D-thiogalactosideo (IPTG) em meio LB a 18°C/16 h com
agitacao. As células foram lizadas por sonicagdo em tampéo. O sobrenadante de
proteinas soluveis foi submetido a cromatografia de afinidade em coluna de niquel Ni-
NTA (Qiagen, Hilden, Germany) equilibrada com tamp&o e as proteinas imobilizadas

serdo eluidas com imidazol 500 mM. Subsequentemente, os eluatos foram separados



24

por cromatografia de exclusdo molecular em coluna Superdex 200 10/300 GL em
sistema automatizado FPLC (Akta Purifier, GE Healthcare Life Sciences, Freiburg,
Germany), com fluxo de 1 mL/min e monitorizada pela leitura de absorbancia em 280
nm. A fracdo de interesse foi coletada e analisada por SDS-PAGE 12% para avaliacao

o grau de pureza antes da utilizacao.

3.5.Ensaio de ELISA

Microplacas de 96 pocos foram previamente sensibilizadas com 1 ug de
proteina N de SARS-CoV-2 recombinante em tampéao carbonato (Na2CO3/NaHCOs,
pH 9,3). As microplacas foram sensibilizadas adicionando 50 microlitros do antigeno
diluido em casa pog¢o, sendo cobertas com filme transparente e incubadas por 18
horas a 4° C. As microplacas foram lavadas quatro vezes com PBS-0,05% Tween 20
e bloqueadas com PBS-T com BSA (albumina sérica bovina)) 2% (0,1g de BSA em
5ml de PBS-T) por 1 hora a 37° C. Os soros dos pacientes e de individuos controle
foram diluidos em PBS-T 0,05% BSA 2% e adicionados para incubagao por 1 hora a
temperatura de 37° C. Apds cinco lavagens com PBS-0,05% Tween 20, anticorpos
anti-IgG ou anti-IgM humano conjugado com peroxidase em titulo de 1:5000 (Sigma
Aldrich) foram adicionados e as microplacas foram novmente incubadas por 1 hora a
temperatura de 37° C. As microplacas foram novamente lavadas cinco vezes com
PBS-0,05% Tween 20 e serdo adicionados 100 uL por poco de substrato 3,3,5,5’-
OPD (o- Phenylenediamine dihydrocloride) (Sigma-Aldrich, USA) diluido em uma
concentracado de 10 mg/mL em tampao citrato pH 5.0, contendo 10 mM de peroxido
de hidrogénio. A reacéao foi parada apés 10 minutos em temperatura ambiente com
H2S04 0,5M e a leitura de absorbancia foi realizado em espectrofotdbmetro ajustado

para comprimento de onda de 492 nm. Cada amostra foi avaliada em triplicata.
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3.6. Analises estatisticas

Inicialmente, foi utilizado o teste de normalidade de dados de D'Agostino &
Pearson, com alfa= 0,05, para avaliar se os conjuntos de dados seguiam a distribuicao
normal ou Gaussiana. Quando apresentavam uma distribuicao normal foi realizado
um teste de ANOVA para comparacao de multiplos grupos seguida de correcao de
multiplas comparacoes pelo teste de Bonferroni. No caso de uma distribuicao nao
gaussiana, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis seguido de teste de mdultiplas
comparagées de Dunn. Em ambos os casos, foi considerado que as médias
apresentaram diferenca significativa quando p < 0,05. Nas representagdes graficas ©
* 7 indica p < 0,05, “ ** “ p < 0,005, “ ** “ p < 0,001. Todas as andlises estatisticas

foram realizadas usando o software GraphPad Prism™ (vers&o 6.01).

4. RESULTADOS:

4.1.Expressao e purificacao da proteina N de SARS-CoV-2 recombinante

A transformacdo com o plasmideo contendo o gene de interesse em cepa de
E. coli (Arctic Express) foi realizada por choque térmico utilizando tratamento com
cloreto de calcio. A confirmacao da transformacao foi realizada por PCR de Miniprep
utilizando iniciadores especificos para a sequéncia do promotor T7. As colbnias
positivas foram crescidas em 5mL de meio seletivo de LB mais antibidticos
gentamicina (25ug/mL) e Kanamicina (100ug/mL) para expressdao do plasmideo a
37°C overnight. As células crescidas foram entdo inoculadas em meio LB sem
antibiético (1L) e incubadas a 30°C por aproximadamente 5h (ou até atingir a
0O.D.600nm de 0,6). Apds a atingir a O.D. induzimos a expressao da proteina
recombinante com a adicao de IPTG (0,4mM) e as células séo incubadas a 12°C por
24h. Apéds as 24h o pellet recuperado da cultura induzida foi ressuspendido (30-50mL)
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em tampao de ligacéo (Fosfato de s6dio 20mM, NaCl 500mM, e Imidazol 20mM, pH
7,4).

Apbs a analise de expressao das proteinas por SDS-PAGE e Western Blot, o
pellet recuperado é submetido a sonicacéo (30% de amplitude, 10 s sonicando, 10 s
de intervalo; por 2 minutos; sempre no gelo). Apds a sonicagao o pellet € centrifugado
para separacao das fracdes soluvel e insoluvel. A fracao insoluvel foi utilizada para a
purificacdo em FPLC (sistema AKTA — GE Healthcare). Primeiramente instalamos a
coluna de Niquel (His-trap) no equipamento e a equiliboramos com o tamp&o de ligagao.
Ap6s o equilibrio passamos a amostra (fragdo insoluvel) em um fluxo baixo
(0,5mL/min). Coletamos a fracdo néao ligada. Apds a passagem de toda amostra,
realizamos uma lavagem na coluna com o tampao de ligacdo até a absorbancia de
280nm diminuir e atingir préximo a zero. Apds a lavagem comegcamos a eluicdo com
tampao de eluicdo (Ureia 8M, Fosfato de sédio 20mM, NaCl 500mM, e Imidazol
500mM, pH 7,4) em gradiente por 10 min em fluxo de TmL/min. As fragbes obtidas
para cada percentagem do tampao de eluicdo foram coletadas e posteriormente
analisadas em SDS-PAGE e Western Blot (Figura 1). As fragdes correspondentes ao
pico de maior absorbancia e com maior pureza observada no gel, foram unidas e

quantificadas por Bradford.
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Comassie Blue
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Figura 1 - Expresséo e purificagdo da proteina N de SARS-CoV-2. Gel obtido por
eletroforese em SDS-PAGE 12% corado por comassie blue e western blot obtido com
anticorpo comercial contra his tag (Anti-His) e anticorpo comercial contra a proteina N
(Anti-N). A primeira canaleta representa o padrdo de peso molecular, seguida pelo
extrato proteina de bactéria E. coli ndo transformada (Wt), E. colitransformada com o
vetor e com inducdo de expressdo nao realizada (N.l), E. coli transformada com o
vetor e com inducdo de expressao da proteina recombinante (Ind.), fracdo soluvel
(Sol.) e insoluvel (Insol.) da E. coli transformada com o vetor e com indugao de
expressao da proteina recombinante e proteina purificada (Purific.).

4.2. Caracterizacao do grupo de estudo

Iniciamos as coletas em abril/2022, onde alguns pacientes ja haviam sido

vacinados. Todavia para realizagdo deste estudo, utilizamos os seguintes critérios de

exclusao, os individuos que foram infectados por COVID, ou com sintomas gripais,

foram excluidos, independentes da etapa da andlise. Individuos que durante a
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pesquisa sé obtivemos uma amostra de sangue e os que ja haviam sido vacinados

com a primeira dose da vacina.

Os critérios de inclusdo foram os individuos que sédo portadores de doencas
autoimunes, sendo selecionados os com aririte reumatoide e espondilite anquilosante
e que estavam em uso dos anticorpos monoclonais, infliximabe e tocilizumabe, nos

quais foram imunizados com as vacinas Coronavac e Astrazeneca.

Adotamos esses critérios, com objetivo de onde tivéssemos acompanhamento
dos individuos, bem como periodicidade de tratamento, intervalos entre as doses
vacinais e se no periodo da pesquisa apresentou algum sintoma ou testou positivo
para COVID.

Vale ressaltar que as periodicidades das coletas eram mensais e bimestral,

conforme administragcao do anticorpo monoclonal.

O nosso grupo controle, foram individuos com doenga autoimune antes a

primeira dose de vacina que estavam em tratamento com anticorpo monoclonal.

Coletamos um total de 36 amostras dos individuos com doenga autoimune (Figura
2). Todos os pacientes realizavam tratamento com anticorpos monoclonais injetaveis
em clinica particular na cidade de Vigosa, localizada no estado de Minas Gerais. Os
pacientes pertenciam a ambos 0s sexos masculino e feminino, com idades que variam
entre 0 a 80 anos, sendo o de maior prevaléncia o grupo de 30 a 60 anos. Destes
pacientes, a maioria pertencia ao sexo feminino (Figura 2). A faixa etaria de maior
frequéncia nos pacientes deste estudo é acima de 40 anos (Figura 2). No periodo
supracitado, apenas um paciente foi categorizado como infectado, através exame
confirmatério por PCR em tempo real e por isso, ele foi excluido deste estudo. Os
demais pacientes ndo indicaram sintomas ou positividade em testes de diagndstico

de infec¢ao por SARS-CoV-2 desde o inicio da infecgao.
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Individuos por Faixa Etaria
15
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Figura 2 - Caracterizagdo dos pacientes com doenga auto imune utilizadas neste
estudo. Estratificagdo dos dados por sexo e por faixa etaria.

Os pacientes possuiam diagnostico médico de diferentes doengas autoimunes,
com maior frequéncia para artrite reumatoide e espondilite anquilosante (Figura 3A).
Além disso, eles estavam sob tratamento com anticorpos monoclonais, dos quais os
mais frequentes eram Infliximabe e Tociliziumabe (Figura 3B). O Infliximabe & um
anticorpo monoclonal anti-TNF-alfa que que se liga com alta afinidade a formas
soluveis e transmembranais desta molécula importante do processo de inflamacao. O
Tociliziumabe é um anticorpo monoclonal recombinante humanizado com capacidade
para se ligar ao receptor de IL-6 com alta afinidade, reduzindo a resposta inflamatéria
por supressdo da atividade desta citocina. Considerando a elevada frequéncia de
pacientes com artrite reumatoide e espondilite anquilosante, e o menor namero de
pacientes com outras doencas autoimune que poderiam comprometer a analise
estatistica pelo pequeno nimero de individuos, em analises posteriores somente os
dados de pacientes com estas duas doengas foram utilizados. De modo similar, as
proximas analises se concentraram apenas em pacientes que utilizam Infliximabe e

Tocilizumabe.
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Os pacientes com doenga autoimune fizeram parte do grupo de risco para
COVID-19 que foram vacinados primeiro, considerando os protocolos do Ministério da
Saude. Além disso, por possuirem idade acima de 40 anos, foram vacinados
precocemente comparando ao restante da populacao, incluindo o grupo controle
utilizado neste estudo. Assim, eles foram vacinados preferencialmente com vacina
CoronaVac e Oxford-AstraZeneca, que foram disponibilizadas mais precocemente

nos sistemas de saude.
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Figura 3 - Caracterizagcdo dos pacientes com doenga autoimune que participaram
deste estudo. (A) Patologia indicada por prontuario médico; (B) Medicamentos
utilizados conforme prontudrio da clinica privada do municipio de Vigcosa, MG; (C)
Indicacao de vacina recebida informada durante anamnese.
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4.3.Soroprevaléncia de IgM e IgG contra proteina N de SARS-CoV-2 antes

da vacinacao contra COVID-19

Inicialmente, foi determinado por ELISA os niveis de anticorpos IgG e IgM em
pacientes com doenga autoimune (artrite reumatoide e espondilite anquilosante) em
relacdo a individuos que nao possuem doenca autoimune (Figura 4). Ambos os grupos
de individuos provavelmente ndo tiveram contato com o virus previamente, avaliado
por auséncia de resultado de diagndstico sorolégico e molecular e auséncia de
sintoma seu e de moradores do mesmo domicilio desde o inicio da pandemia. Embora
este critério ndo seja 0 mais exato para selecionar grupos de pacientes que nao
tiveram contato com SARS-CoV-2, na auséncia de analise molecular (PCR em tempo
real) controlada e constante previamente, este critério foi 0 mais adequado e viavel

para nao reduzir o numero de pacientes aptos para participar do estudo.

Quando avaliado os niveis de IgM (Figura 4A), interessantemente o grupo com
artrite reumatoide e espondilite anquilosante apresentaram maiores niveis deste artigo
contra proteina N do virus comparada com o grupo controle, mesmo sem contato
prévio com virus. De fato, individuos com doenga autoimune apresentam maior
producao global de anticorpos e este fato pode se refletir em anticorpos contra SARS-
CoV-2. Alguns trabalhos tém demonstrado que o agravamento da COVID-19 pode ter
um componente de autoimunidade, indicando que anticorpos contra antigenos
proprios poderiam ser induzidos pelos virus. Assim, doengas autoimunes e COVID-19
poderiam ter um fator em comum, como anticorpos, que sugere uma explicacao

porque os niveis de IgM contra o virus sdo altos em pacientes com doenca autoimune.

Por outro lado, quando observado os niveis de IgG de pacientes com doenca
autoimune (Figua 4B), foram encontrados valores menores do que de individuos nao
infectados do grupo controle. Indicando que a imunoconversao de IgM para IgG deve
ser mais eficiente somente na presenga do virus, mesmo em pacientes com artrite

reumatoide e espondilite anquilosante.
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Figura 4 - Soroprevaléncia de anticorpos contra proteina N recombinante de SARS-
CoV-2 em individuos com e sem doenca autoimune antes do contato com o virus ou
vacinacao contra a COVID-19. (A) Reatividade de anticorpos IgM e (B) reatividade de
anticorpos 1gG. AR, artrite reumatoide e EA, espondilite anquilosante. **, p-valor
menor que 0,005 e ***, p-valor menor que 0,001.

Quando avaliado a influéncia do tratamento com anticorpos monoclonais na
sororeatividade de IgM e IgG contra proteina N (Figura 5), um mesmo resultado foi

encontrado, com maior nivel de IgM e niveis semelhantes de IgG. Além da explicacéao
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acima, o tratamento imunossupressor com estes anticorpos pode ter efeito maior

sobre os niveis de IgG e por isso, regula sua quantidade.
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Figura 5 - Soroprevaléncia de anticorpos contra proteina N recombinante de SARS-
CoV-2 em individuos com doenca autoimune em tratamento com anticorpo
monoclonal Infliximabe ou Tocilizumabe antes do contato com o virus ou vacinagao
contra a COVID-19. (A) Reatividade de anticorpos IgM e (B) reatividade de anticorpos
lgG. ***, p-valor menor que 0,001.
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4.4. Reatividade de IgM e IgG contra proteina N de SARS-CoV-2 apods a

vacinacao contra COVID-19

Apb6s a primeira dose da vacina contra COVID-19, novas amostras foram
coletadas e os niveis dos anticorpos foram novamente mensurados. Ao comparar 0s
niveis de anticorpos IgM entre pacientes com artrite reumatoide e individuos controle
apos vacina (Figura 6A), pode-se observar niveis significativamente aumentados
deste anticorpo nos pacientes com doenga autoimune independente do tipo de vacina
utilizada. Por outro lado, os niveis de anticorpo |IgG ndo apresentaram diferenca
(Figura 6B), indicando novamente que a doenca autoimune pode gerar uma inducao
exacerbada de IgM, porém sem soroconversao acompanhada de IgG. Hipotetizando
que a soroconversao é essencial para producao de uma resposta imunolégica para
gerar protecdo adequada, estes resultados podem sugerir um atraso de
imunoconversao que pode afetar a eficacia das vacinas para pacientes com artrite
reumatoide, necessitando de mais resultados para avaliar esta possibilidade. Por
outro lado, deve-se também realizar estudos posteriores para avaliar se 0 uso da
vacina contribui para exacerbar a producdo de IgM nestes pacientes, desta forma

contribuindo para o agravamento da artrite reumatoide.

Por outro lado, o resultado de reatividade de anticorpos foi diferente para
espondilite anquilosante (Figura 7), no qual os niveis de IgM e IgG fora
estatisticamente semelhante ao grupo controle. Este resultado sugere que as
doencas autoimunes diferentes podem ter mecanismos especificos que vao resultar

em eficacia vacinal diferenciada e devem ser estudadas isoladamente.
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Figura 6 - Efeitos da vacina nos niveis de anticorpos em pacientes com artrite
reumatoide apds a vacinagado contra COVID-19. (A) Reatividade de IgM e (B)
reatividade 1gG. Os controles de cada vacina sdo compostos por individuos sem
doenca autoimune e que receberam as mesmas vacinas. As amostras foram coletas
em tempos proporcionais de recebimento de dose para comparagédo entre o grupo
controle e com doenga autoimunidade (30 dias ap6s a primeira dose). *, p-valor menor
que 0,05 e ***, p-valor menor que 0,001.
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Figura 7 - Efeitos da vacina nos niveis de anticorpos em pacientes com espondilite
anquilosante ap6s a vacinagdo contra COVID-19. (A) Reatividade de IgM e (B)
reatividade 1gG. Os controles de cada vacina sdo compostos por individuos sem
doenca autoimune e que receberam as mesmas vacinas. As amostras foram coletas
em tempos proporcionais de recebimento de dose para comparagao entre o grupo
controle e com doenga autoimunidade (30 dias ap6s a primeira dose). *, p-valor menor

que 0,05 e ***, p-valor menor que 0,001
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O uso dos anticorpos monoclonais também influenciou mais os niveis de IgM
do que os niveis IgG apds a primeira dose das vacinas (Figura 8 e 9). O Infliximabe
induziu maiores niveis de IgM para a vacina AstraZeneca-Oxford, comparado ao
grupo controle. J&4 o anticorpo monoclonal Tocilizumabe induziu um maior nivel de
anticorpos IgM em ambas as vacinas AstraZeneca-Oxford e Pfizer-BioNTech. Para
ambos os anticorpos monoclonais, ndo foi observado nenhuma diferenga do grupo
controle em relagcdo aos niveis de IgG. Os anticorpos monoclonais utilizados
bloqueiam a agdo de fatores infamatérios, reduzindo a resposta imunoldgica
inflamatéria existente em pacientes com doencas autoimune. Estes anticorpos
possuem acao imunossupressora, reduzindo a resposta imunoldgica global do
paciente. Apesar deste efeito, os resultados obtidos sugerem nao haver diferencas
nos niveis de anticorpos IgG em relagao a pacientes controle, sugerindo que para este
parametro de resposta, ndo haveria interferéncia na eficacia vacinal. Apesar disso, é
importante destacar que a resposta imune de protecdo de uma vacina é complexa e
envolve ambos fatores humoral e celular e andlise baseada apenas em niveis de
anticorpos podem ser incompletas, embora informativa. Assim, para concluir sobre o
real impacto dos tratamentos com anticorpos monoclonais, sdo necessarios novos
estudos que avaliem de forma mais global a resposta imunoldgica pds vacina deste

grupo de pacientes, incluindo caracterizacdo da resposta celular e de memoéria.
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Figura 8 - Efeitos da vacina nos niveis de anticorpos em pacientes tratados com
anticorpo monoclonal Infliximabe apds a vacinagao contra COVID-19. (A) Reatividade
de IgM e (B) reatividade IgG. Os controles de cada vacina sao compostos por
individuos sem doenga autoimune e sem tratamento com anticorpos monoclonais e
que receberam as mesmas vacinas. As amostras foram coletas em tempos
proporcionais de recebimento de dose para comparagao entre o grupo controle e com
doenca autoimunidade (30 dias ap06s a primeira dose). ***, p-valor menor que 0,001.
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Figura 9 - Efeitos da vacina nos niveis de anticorpos em pacientes tratados com
anticorpo  monoclonal Tocilizumabe ap6s a vacinagdo contra COVID-19. (A)
Reatividade de IgM e (B) reatividade IgG. Os controles de cada vacina sao compostos
por individuos sem doenga autoimune e sem tratamento com anticorpos monoclonais
e que receberam as mesmas vacinas. As amostras foram coletas em tempos
proporcionais de recebimento de dose para comparagao entre o grupo controle e com

doenca autoimunidade (30 dias ap0s a primeira dose).

, p-valor menor que 0,001.
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5. DISCUSSAO

De acordo com D'Silva (2021), as doencas autoimunes sdo caracterizadas pela
existéncia de autoanticorpos e reagdes inflamatérias perpetuadas devido a perda da
tolerancia imunoloégica e sistema imunoldgico desregulado, levando a danos e mau
funcionamento de 6rgaos. Essas lesdes imunomediadas também existem no COVID-
19.

Segundo D’Silva (2021) as reagdes imunes semelhantes na infeccédo por
SARS-CoV-2 e doencas autoimunes. Tanto COVID-19 quanto autoimmune doencas
apresentam varios sintomas clinicos envolvendo diferentes 6rgaos e sistemas, como
o sistema hematoldgico, sistema cardiovascular, sistema digestivo, rins, pulmdes,
sistema neuroldgico e pancreas. A lesdo de érgao é causada por resposta imune
descontrolada caracterizada por produgéo excessiva de citocinas e superativacao de
células imunes, e a quebra da tolerdncia imunolégica levando a produgdo de
autoanticorpos. Infeccdo por SARS-CoV-2 pode desencadear reatividade cruzada
através do mimetismo molecular, levando a autoimunidade em pacientes com COVID-

19, conforme demonstrado em figura abaixo:
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Figura 10 - Resposta imunolégica comparada de COVID-19 e doengas autoimunes.
Fonte: D'Silva, Kristin M. Wallace, Zachary S. COVID-19 and rheumatoid arthritis,
Current Opinion in Rheumatology: May 2021 - Volume 33 - Issue 3 - p 255-261 doi:
10.1097/BOR.0000000000000786
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Os resultados obtidos nas amostras de Elisa no tempo 0, ou seja, antes da
primeira dose da vacina sugerem que pode haver uma protegdo desses individuos

autoimunes e em tratamento com anticorpo monoclonal.

O estudo realizado por Roongta et al (2020) aponta que paciente com COVID-
19 com doencgas reumatoldgicas subjacentes estao surgindo principalmente na forma
de pequenas séries de casos e um registro global. A partir desses dados, parece que
nossos pacientes, embora imunossuprimidos, ndo sédo particularmente suscetiveis a
infeccdo por coronavirus e, se infectados, ndo apresentam resultados

signicativamente piores do que outros pacientes.

Segundo Moody (2021), a imunidade adaptativa do corpo reconhece e
responde contra alvos (antigenos) expressos por patégenos estranhos, mas
geralmente n&o para direcionar autoantigenos. Contudo, se o sistema imunologico se
tornar disfuncional, as células imunes adaptativas podem reagir aos autoantigenos,
que pode resultar em doenga autoimune. As infecgdes virais sdo bem relatadas como
associadas ou exacerbar, doencas autoimunes, como esclerose multipla (EM) e lupus
eritematoso sistémico (LES). Em pacientes com COVID-19, tanto EM e LES de inicio
recente, como a ocorréncia de outras patologias do tipo autoimune, foram relatadas.
Além disso, a presenga de autoanticorpos, com e sem associa¢gées conhecidas com
doencas autoimunes. Aqui nos descrever os mecanismos da autoimunidade induzida
por virus e resumir alguns dos relatérios sobre as doengas autoimunes e auto-

reatividade que séo relatadas com associadas com infec¢cao por SARS-CoV-2.

E importante entender os fendmenos bioldgicos e clinicos observados durante
e apos a infeccdo ou vacinagcao. Atualmente, observacdes clinicas e estudos
laboratoriais indicam que o SARS-CoV-2 causam desregulagao das respostas imunes
que podem associar infeccdo por SARS-CoV-2 e autoimunidade. A identificacdo de
mecanismos e os auto-alvos sendo reconhecidos pelo sistema imunoldgico, bem
como o acompanhamento de relatos de casos clinicos, podem fornecer mais
informacdes sobre as respostas terapéuticas e vacinais. Além disso, eles fornecerao
informacgdes iniciais sobre as doengas autoimunes associadas que podem surgir em

individuos suscetiveis (Moody et al., 2021).
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Conforme demonstrado no estudo realizado por Magliulo e colaboradores
(2022), uma associagdo estatisticamente significativa entre hipogamaglobulinemia
IgG/IgM e auséncia de soropositividade apds a vacinagao. Isso foi preditivo mesmo
quando corrigido para idade e uso concomitante de medicamentos. A baixa IgM foi
associada a uma probabilidade negativa de soropositividade apds as vacinas SARS-
CoV-2 em um estudo recente, mas essa associagao nao foi encontrada com outros
tipos de imunoglobulina. A hipogamaglobulinemia é uma complicagédo conhecida do
tratamento continuo com RTX, particularmente em pacientes com AAV, uso prévio de
CYC e exposicdo concomitante a glicocorticoides. A associacao entre
hipogamaglobulinemia e respostas humorais prejudicadas a outras vacinas

recomendadas em pacientes com AIRD esta bem estabelecida.

Em relacdo se a soropositividade se correlaciona com a imunidade protetora
da infeccao por SARS-CoV-2, ainda ndo tem existam muita pesquisas, embora a
resposta humoral seja conhecida por ser um substituto importante para a imunidade,
como demonstrado in vitro e in vivo, as respostas das células T também
desempenham um papel importante na imunidade mediada por células . Estudos
recentes avaliando a resposta de células T em pacientes a vacinacdo em terapia com
deplecédo de células B mostraram que as respostas parecem permanecer intactas,
embora provavelmente prejudicadas, em pacientes com deplecdo de células B e
soronegativos. Portanto, embora os dados sobre as respostas humorais sugiram que
o atraso da vacinacao pés-RTX confere uma melhor imunogenicidade da vacina, ha
muito a aprender sobre a resposta imune completa e se o atraso da vacinagao é
absolutamente necessario, dada a evidéncia emergente de que as respostas das
células T podem ocorrer independentemente da producéo de anticorpos et al Magliulo
(2022).

Neste estudo, analisando o resultado do ELISA, foi observado uma maior
concentracéo de IgM nos individuos com artrite reumatoide e espondilite anquilosante
do que individuos controles com doenga autoimune antes da primeira dose da vacina,
independente do fabricante. Além disso, esses maiores niveis de IgM foram também
presentes nos individuos com doenga autoimune vacinados com a primeira dose,
independentemente do tipo de vacina. Todas as amostras do grupo controle ficaram
abaixo do ponto de corte de absorbancia (cut off= 0,4872). Portanto, tais resultados

sugerem que pode haver diferencas de niveis bases de resposta imune contra o virus


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/hypogammaglobulinemia
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/glucocorticoid
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/humoral-immunity
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cellular-immunity
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/antibody-production
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/antibody-production
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e resposta imune induzida por vacina em individuos com doenc¢a autoimune. Novos
estudos devem ser realizados para aprofundar no entendimento destas diferencas e
se elas influenciam o resto de infecgdo ou desenvolvimento de doenga grave, bem
como, se afetam a eficacia vacinal de induzir uma reposta protetiva. Tais analises
poderao auxiliar no entendimento do comprometimento do sistema imunoldgico

nestes pacientes, bem como auxiliar no desenvolvimento de vacinas mais adequadas

e eficientes.
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