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DE SOUZA, Adrieli Barboza. Perfil da resposta imune humoral para SARS-CoV-2 na

população de Foz do Iguaçu entre maio e setembro de 2020. 2021. 46 páginas.

Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação em Ciências Biológicas — Ecologia e

Biodiversidade) – Universidade Federal da Integração Latino-Americana, Foz do Iguaçu,

2021.

RESUMO

Os inquéritos sorológicos são uma ferramenta valiosa para avaliar a extensão de
epidemias, tendo em vista a existência de casos assintomáticos e pouco acesso a
exames diagnósticos, e para o norteamento de políticas de controle. Este trabalho tem
como objetivo analisar a evolução da prevalência de anticorpos contra SARS-CoV-2 na
população de Foz do Iguaçu — Paraná, e comparar as estimativas de soroprevalência
com estatísticas oficiais de casos, de acordo com a Secretaria de Saúde.O estudo foi
realizado pela Prefeitura Municipal de Foz do Iguaçu (PMFI), com o apoio do Centro de
Controle de Zoonoses (CCZ-Foz), Hospital Municipal Padre Germano Lauck (HMPGL) e a
Universidade Federal da Integração Latino-Americana (UNILA). Foram realizados cinco
inquéritos sorológicos entre maio e setembro de 2020, com um total de 3585 voluntários
do município, selecionados aleatoriamente. A presença de anticorpos contra SARS-CoV-2
foi avaliada usando método ELISA (Enzyme-LinkedImmunosorbentAssay) desenvolvido
internamente (in-house). Os resultados indicam que o número de pessoas infectadas foi
maior que os dados oficiais. A taxa de soroconversão inicial entre os indivíduos testados
foi 4,4%. No inquérito de 23 e 24 de julho houve um pico de 37,21%, seguido por uma
redução na soroconversão para 21,1% em setembro. Esses dados revelam que 25% da
população pode perder seus anticorpos anti-SARS-CoV-2 circulantes 3 meses após a
infecção. Além disso, a diferença encontrada entre a estatística oficial e a taxa de
soroprevalência revelam que a testagem apenas de sintomáticos é ineficiente na
identificação de indivíduos infectados.

Palavras-chave: SARS-CoV-2. Soroprevalência. Estudo soroepidemiológico. Anticorpos.
COVID-19.
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DE SOUZA, Adrieli Barboza. Perfil de respuestainmune humoral para
SARS-CoV-2 enlapoblación de Foz do Iguaçu entre mayo y septiembre de 2020.
2021. 46 páginas. Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação em Ciências
Biológicas - Ecologia e Biodiversidade) – Universidade Federal da Integração
Latino-Americana, Foz do Iguaçu, 2021.

RESUMEN

Lasencuestas serológicas son una valiosa herramienta para evaluarlaextensión de la
epidemia, considerando laexistencia de casos asintomáticos y elescasoacceso a
laspruebas diagnósticas, y para orientar las políticas de control de la epidemia. Este
trabajotiene como objetivo analizarlaevolución de laprevalencia de anticuerpos
contra el SARS-CoV-2 enlapoblación de Foz do Iguaçu - Paraná, y comparar
lasestimaciones de seroprevalenciacon estadísticas oficiales de casos segúnel
Departamento de Salud. por elMunicipio de Foz do Iguaçu (PMFI), conelapoyodel
Centro de Control de Zoonosis (CCZ-Foz), Hospital Municipal Padre Germano Lauck
(HMPGL) y laUniversidad Federal de IntegraciónLatinoamericana (UNILA). Se
realizaron cinco encuestas serológicas entre mayo y septiembre de 2020 conun total
de 3585 voluntariosseleccionados al azar enelmunicipio. La presencia de
anticuerpos contra el SARS-CoV-2 se evaluó utilizando un método ELISA
(ensayoinmunoabsorbente ligado a enzimas) desarrollado internamente. Los
resultados indican que lacantidad de personas infectadas fue superior a
losdatosoficiales. La tasa de seroconversión inicial entre
losindividuosevaluadosfuedel 4,4%. Enlaencuestadel 23 y 24 de juliohuboun pico de
37,21%, seguido de una reducción de laseroconversión a 21,1% enseptiembre.
Estosdatosrevelan que el 25% de lapoblaciónpuede perder sus anticuerpos
anti-SARS-CoV-2 circulantes 3 meses después de lainfección. Además, la diferencia
encontrada entre las estadísticas oficiales y latasa de seroprevalencia revela que
realizar pruebas solo a individuossintomáticos es ineficaz para identificar a los
infectados.

Palabras clave: SARS-CoV-2. Seroprevalencia. Estudioseroepidemiológico.
Anticuerpos. COVID-19.
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1. INTRODUÇÃO

A COVID-19 é uma doença respiratória provocada pelo vírus Síndrome

Respiratória Aguda Grave Coronavírus-2 (SARS-CoV-2), identificado em dezembro de

2019, em pacientes hospitalizados em Wuhan, na China (ZHU et al., 2020). E que em 11

de março de 2020 foi declarado pela OMS como pandemia global. O vírus apresentou

uma rápida disseminação e vem trazendo enormes impactos à saúde pública e à

economia (PHELAN; KATZ; GOSTIN, 2020; NICOLA et al.,2020).

Em virtude de sua relevância, diversas medidas foram tomadas para

mitigar a propagação do vírus (BRUINEN de BRUIN et al., 2020). No entanto, o

desenvolvimento de ações efetivas de saúde pública neste cenário de pandemia não é

uma tarefa simples. Parte da dificuldade decorre da escassez de informações sobre

vários aspectos importantes, como a epidemiologia da doença (PAIXÃO et al., 2021).

Estimar o percentual de infectados é extremamente relevante, pois, grande parte dos

pacientes infectados permanecem assintomáticos e geralmente não são testados, mas

podem transmitir a doença (JOHANSSON et al., 2021).

Como alternativa, estudos soroepidemiológicos de base populacional

fornecem informações sobre infecções anteriores, independente dos sintomas clínicos,

através da triagem de anticorpos reativos para SARS-CoV-2 (WHO, 2020; XU et al.,

2020a). No entanto, o conhecimento sobre a cinética das respostas sorológicas ao longo

do tempo em pacientes convalescentes ainda é limitado.

Inquéritos sorológicos transversais, com repetição, fornecem dados

importantes sobre a imunidade da população, ajudam a identificar indivíduos que ainda

são suscetíveis ao vírus, bem como no direcionamento da vacinação (CLAPHAM et al.,

2020) e servem como guia para políticas de controle, principalmente devido à adoção de

propostas baseadas na imunidade coletiva, também conhecida como “Imunidade de

rebanho" (OMER et al., 2020).

O presente estudo tem como objetivo analisar a evolução da prevalência

de anticorpos contra SARS-CoV-2 na população de Foz do Iguaçu, Paraná, e comparar

as estimativas de soroprevalência com estatísticas oficiais de casos, de acordo com a

Secretaria da Saúde de Foz do Iguaçu.
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2. REFERENCIAL TEÓRICO

2.1 IDENTIFICAÇÃO DO NOVO CORONAVÍRUS

Os coronavírus (Ordem Nidovirales, família Coronaviridae) foram

descritos pela primeira vez em 1966 (TYRRELL et al., 1966), e são assim denominados

por serem envoltos por grandes picos que se projetam do envelope, dando ao vírus uma

forma semelhante a uma coroa na microscopia eletrônica (HENRY, 2020). Consistem em

quatro gêneros: coronavírus alfa (α), gama (γ), beta (β) e delta (δ), amplamente

distribuídos, responsáveis por causar infecções em humanos e outros animais (WEISS;

LEIBOWITZ, 2020). Quatro coronavírus detectados nos gêneros α (HCoV-229E,

HCoV-NL63) e β (HCoV-OC43, HCoV-HKU1) são globalmente endêmicos e causam

aproximadamente 15% à 25% das doenças respiratórias leves, limitando-se ao trato

respiratório superior (CHEN et al., 2020a; PAYNE, 2017).

Em dezembro de 2019, foi relatado sobre a ocorrência de um grupo de

pacientes com pneumonia viral de causa desconhecida, que estavam

epidemiologicamente ligados a um mercado atacadista de frutos do mar e animais úmidos

em Wuhan, na China (ZHU et al., 2020). O Centro Chinês para Controle e Prevenção de

Doenças (China CDC) passou a acompanhar e conduzir uma investigação epidemiológica

e etiológica (LI et al., 2020a). Através do sequenciamento genômico, identificou-se o

sétimo coronavírus capaz de infectar humanos (SARS-CoV-2), cuja doença recebeu a

denominação pela Organização Mundial da Saúde (OMS) de COVID-19 (doença do

coronavírus 2019) (LU et al., 2020).

O SARS-CoV-2 é altamente transmissível (MORENS et al., 2020; ZAKI et

al., 2012), apresentando uma taxa de mortalidade de cerca de 10%, e acredita-se que

tenha se originado em morcegos, transmitidos diretamente para humanos a partir de

civetas (Pagumalarvata) (CIU; LI; SHI, 2019; DE WIT et al., 2016).

O SARS-CoV-2 compartilha 79% da identidade da sequência do genoma

com o SARS-CoV e 50% com o MERS-CoV (LU et al., 2020). Semelhante aos outros

coronavírus, possui RNA de fita simples (+ ssRNA), onde o genoma do vírus consiste em

duas regiões não traduzidas (UTRs) nas extremidades 5 'e 3' e 11 Open Reading Frames

(ORFs) que codificam 27 proteínas (CHAN et al., 2019; HELMY et al., 2020). As ORFs 1a
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e 1b são traduzidas nas poliproteínas pp1a e pp1ab, e são responsáveis por codificar 16

proteínas não estruturais (NSPS) envolvidas na transcrição e replicação do vírus

(HERTENIAN et al., 2020). O restante do genoma codifica 6 proteínas acessórios

(ORF3a, ORF6, ORF7a, ORF8 e ORF10) e 4 proteínas estruturais presentes na

bicamada lipídica, sendo as: proteínas do envelope (proteína E), membrana (proteína M),

nucleocapsídeo (proteína N) e espícula (do inglês Spike, ou proteína S); dividida em duas

regiões: S1 (subunidade que apresenta os domínios de ligação do receptor (RBD)) e S2

(subunidade de fusão de membranas) (BOBODAN, 2020).

Figura 1. Representação esquemática do SARS-CoV-2. (A) Estrutura do vírion e (B) organização do RNA

genômico. Fonte: Adaptado de HARTENIAN et al., 2020.

2.2 MECANISMO DE AÇÃO DO SARS-COV-2

O SARS-CoV-2 pode ser adquirido por meio da exposição a gotículas ou

aerossóis, liberados quando uma pessoa infectada tosse, espirra ou fala (PRATHER;

WANG; SCHOOLEY, 2020). Essas partículas virais podem ficar suspensas no ar por

algum tempo, podendo se espalhar por 1 a 2 metros, e se depositar nas superfícies,
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mantendo-se viáveis por dias (KAMPF et al., 2020). Com isso, a infecção também pode

ocorrer se uma pessoa tocar uma superfície infectada e depois os olhos, nariz ou boca (LI

et al., 2020b).

Uma vez que o vírus atinge as mucosas, ocorre o reconhecimento pela

ligação da proteína S ao receptor tecidual chamado Enzima conversora de angiotensina

do tipo II (ACE 2), responsável pela entrada de SARS-CoV-2 nas células-alvo (LU, et al.,

2020). Esse processo depende da ligação da unidade de superfície, S1, da proteína S ao

seu receptor humano ACE2 por meio de seu domínio de ligação ao receptor (RBD),

ativado proteoliticamente pela enzima serino protease transmembrana tipo II (TMPRSS2)

que cliva a proteína S em S1/S2 (HOFFMANN et al.,2020; SHANG et al., 2020). Assim, o

envelope viral se funde à membrana citoplasmática do hospedeiro, transferindo seu

material genético para dentro da célula, permitindo a sua e replicação (BRITO et al., 2020)

Figura 2.

Figura 2. Mecanismo de entrada do vírus SARS-CoV-2. Fonte: Adaptado de HARTENIAN et al., 2020.

O receptor ACE2 é expresso no trato respiratório inferior, como células

alveolares tipo II (AT2) dos pulmões, esôfago superior, enterócitos do íleo e cólon, células

do miocárdio, células do túbulo proximal do rim, células uroteliais da bexiga e do cérebro

(SUNGNAK et al., 2020; XU et al., 2020b; ZIEGLER et al., 2020). Portanto, os pacientes

infectados com esse vírus não apenas apresentam problemas respiratórios, mas também

apresentam distúrbios cardíacos, renais, do trato digestivo e no sistema nervoso (CHEN

13



et al., 2021; XU et al., 2020b).

Após a exposição, o período de incubação médio do SARS-CoV-2 é de

5,74 dias, com intervalo de 1 a 14 dias, sendo igualmente contagioso (LI et al., 2020b;

RAI; SHUKLA; DWIVEDI, 2021). O vírus possui uma taxa de reprodução média (R0;

representando o número médio de novas infecções geradas por uma pessoa infectada em

uma população suscetível) que varia entre 2 a 5 (LIU et al., 2020a; SANCHE et al., 2020).

2.3 CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS

As manifestações clínicas mais comuns no início da doença incluem

febre, tosse seca, fadiga e mialgia (CHEANG et al., 2020; GUAN et al., 2020; HUANG et

al., 2020), sintomas gastrointestinais, erupções cutâneas e distúrbios neurológicos

também foram relatados (CHEN et al., 2020b; VILLAPOL, 2020; ZHENG et al., 2021). Os

infectados podem apresentar dispneia e desenvolver a síndrome do desconforto

respiratório agudo (SDRA), sendo uma complicação comum da pneumonia viral grave,

que reflete danos respiratórios graves (CHEN et al., 2020c; MATHEW et al., 2020). Além

disso, alguns pacientes podem apresentar doenças cardiovasculares, síndromes de

disfunção de múltiplos órgãos e choque séptico (VILLAPOL, 2020).

Alguns estudos relatam que o risco de apresentar sintomas graves da

doença está frequentemente associado a idade e condições médicas pré-existentes

(como asma, diabetes e doenças cardíacas), entre outros fatores (CHEN et al., 2020c;

PIERCE et al., 2020;WEATHERHEAD et al., 2020; ZHAOU et al., 2020; WU et al., 2020a).

Embora a maioria dos pacientes se recupere, a doença é complexa, e a letalidade em

pacientes idosos ou com comorbidades é de 50 a 70%, enquanto em adultos a taxa é de

4 a 11% (ABDOLVAHAB et al., 2021). Além disso, foi observado uma mortalidade

significativamente maior em homens infectados (NASIRI et al., 2020; JIN et al., 2020a).

Esse fato pode estar associado aos hormônios sexuais que podem modular a resposta

imunológica e consequentemente gerar respostas mais robustas nas mulheres em geral,

o que as tornam menos suscetíveis a infecções virais e quadros clínicos graves (TANEJA,

2018).
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2.4 DIAGNÓSTICO LABORATORIAL

Diagnósticos rápidos e precisos são essenciais para identificar indivíduos

infectados com eficiência, realizar rastreamento de contatos, vigilância epidemiológica, e

para aplicação de intervenções de saúde pública mais efetivas e direcionadas para

reduzir a propagação do vírus (CHU et al. 2020; FRUEHWIRTH et al., 2020; SEIDU et al.,

2020). As três categorias mais utilizadas para a detecção de casos da COVID-19 são os

ensaios moleculares, detecção de antígeno e ensaios sorológicos (SMITHGALL et al.,

2020).

Atualmente, o diagnóstico da COVID-19 é confirmado através de ensaios

de reação em cadeia da polimerase de transcrição reversa em tempo real (qRT-PCR),

considerado como “padrão ouro” para identificação de um paciente infectado (HU et al.,

2020). Consiste na detecção da sequência genética viral amplificada a partir de amostras

de swab nasal/oral, aspirado traqueal ou lavado broncoalveolar (PASCARELLA et al.,

2020). A coleta deve ser realizada até 6 dias após o início dos sintomas, para obtenção

de resultados mais confiá veis (PAN et al., 2020). A maioria dos kits registrados no Brasil,

investiga o gene da proteína N, da proteína E, ORF1ab, da proteína S, entre outros genes

(ANVISA, 2020). Os testes rápidos, por meio da metodologia imunocromatográfica, para

detecção de antígenos, também foram desenvolvidos para detectar infecção ativa,

embora apresentem menor sensibilidade e maior risco de resultados falso-negativos

(MAK et al., 2020).

Os testes sorológicos, em casos de baixa carga viral, resultados negativos

ou fora do período ideal de testagem, desempenham um papel complementar aos testes

de qRT-PCR no diagnóstico recente ou prévio de COVID-19 (LI; REN, 2020). Os testes

são capazes de identificar os anticorpos imunoglobulina A (IgA), M (IgM) e/ou G (IgG) em

amostras de soro, plasma ou sangue total, que podem se desenvolver em momentos

diferentes durante a infecção mesmo com ausência de sintomas (CLAPHAM et al., 2020;

SETHURAMAN; JEREMIAH, 2020).

Os métodos mais utilizados para detecção incluem o ensaio de

imunoabsorção enzimática (ELISA), o ensaio imunocromatográfico de ouro coloidal

(GICA) e o imunoensaio de quimiluminescência (CLIA) (LI et al., 2020c). Esses testes

utilizam como antígenos alvo a proteína S e/ou o domínio de ligação ao receptor do pico
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(RBD), e/ou a proteína do nucleocapsídeo (NC) (KELLAM; BARCLAY, 2020).

Um resultado considerado ‘reagente’ para IgM/IgA em pacientes

sintomáticos é sugestivo de infecção ativa por SARS-CoV-2, enquanto um resultado

reagente para IgG pode indicar contato prévio com a doença (PEELING et al., 2020;

LONG et al., 2020a). A testagem deve ser realizada a partir do 7º dia de sintomas devido

o tempo de soroconversão, tendo uma sensibilidade maior após o 15º dia (TUAILLON et

al., 2020).

2.5 RESPOSTA IMUNE NA COVID-19

O sistema imunológico é composto por respostas inatas e adaptativas,

atuando de forma coordenada na eliminação de patógenos e na proteção contra infecções

(GARCIA, 2020). Após a entrada no hospedeiro, as células apresentadoras de antígeno

(APC), como os macrófagos e células dendríticas, reconhecem o vírus usando receptores

de reconhecimento de padrões (RRPs) extra e intracelulares, particularmente os

receptores Toll-like (TLR) 3, 7 e 8, através da detecção dos padrões moleculares

associados a patógenos (PAMPs) (TAY et al., 2020). O reconhecimento desencadeia uma

cascata de sinalização para a secreção de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias, que

atuam como substâncias quimiotáticas, atraindo monócitos, macrófagos e linfócitos T e

intensificando a resposta contra o patógeno (ABDOLVAHAB et al., 2021; VABRET et al.,

2020).

As células T e B, principais componentes da resposta adaptativa, são

detectadas no sangue cerca de 1 semana após o início dos sintomas da COVID-19 (TAY

et al., 2020). As células T CD8 + destroem as células infectadas por vírus, enquanto as

células T CD4 + são responsáveis   pela produção de citocinas para conduzir o

recrutamento de células imunes (VABRET et al., 2020). As células T CD4+ também são

cruciais na estimulação das respostas imunes humorais, por meio da ativação das células

B, responsáveis pela produção de anticorpos que atuam na opsonização e neutralização

do antígeno (SETTE; CROTTY, 2021).

Na COVID-19, uma resposta inflamatória eficiente e equilibrada

desempenha um papel protetor e uma evolução autolimitada e benigna da doença

(BRANDÃO, 2020). No entanto, o acúmulo de células imunológicas nos pulmões acaba
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causando o excesso de liberação de citocinas pró-inflamatórias, como IFN-α2, IFN-γ,

IL1ra, IL-1α, IP-10, HGF, M-CSF, PDGF-BB, G-CSF, IL2, IL4, IL7, IL10, IL12 e IL17,

resultando na ‘tempestade de citocinas’ (WEATHERHEAD et al., 2020; YE; WANG; MAO,

2020). Essa resposta imune desregulada, está relacionada ao dano pulmonar, e pode

levar a SDRA, contribuindo para as complicações e mortalidade observada na COVID-19

(JAMILLOUX et al., 2020; VABRET et al., 2021). Além disso, o dano direto resultante do

vírus induz a lesão e morte das células e tecidos infectados, como parte do ciclo

replicativo do vírus. (TAY et al., 2020).

2.6 RESPOSTA HUMORAL NA COVID-19

A soroconversão, que é o desenvolvimento de anticorpos para um

antígeno específico, ocorre normalmente nas primeiras 3 semanas após a infecção (QU et

al., 2020). Os anticorpos IgM são produzidos por células plasmáticas de vida curta,

durante a fase inicial da resposta das células B, fornecendo uma primeira linha de defesa

adaptativa contra infecções virais (XIE et al., 2020). Estes anticorpos são detectados na

primeira semana após a infecção e aumentam rapidamente, seguido de um declínio (HOU

et al., 2020; JIN et al., 2020b; QU et al., 2020).

A resposta humoral de longo prazo é baseada em anticorpos IgG, sendo

mais específicos que os anticorpos IgM (LIU et al., 2020b), com tempo médio de

soroconversão de 14 dias após a infecção, tendo um aumento observado após a terceira

semana (LOU et al., 2020). Os anticorpos IgA são comumente encontrados na mucosa,

apresentam uma resposta mais intensa e persistente do que a resposta de IgM (CHAO;

ROTZSCHEKE; TAN, 2020; PODOAN et al., 2020).

Os anticorpos contra o RBD da proteína S e a proteína N foram

associados à atividade neutralizante (LIU et al., 2020c; JU et al., 2020). Anticorpos

neutralizantes (NAbs) podem ser detectados em baixas quantidades, cerca de 7 dias após

a infecção e aumentam nas 2 semanas seguintes (DISPINSERI et al., 2020; WANG et al.,

2020). A dinâmica da resposta do anticorpo depende da gravidade da doença. Alguns

estudos demonstraram uma resposta sorológica mais robusta em pacientes que

apresentaram o quadro grave da doença, do que aqueles no grupo não grave (LONG et

al., 2020a; SEOW, et al.,2020). Ainda não se sabe ao certo se a carga viral determina a
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resposta de anticorpos (CHEN et al., 2021).

Estudos de longo prazo relataram que anticorpos circulantes, contra

MERS-CoV e SARS-CoV, persistem em pacientes convalescentes, apesar de haver um

declínio nos títulos, por pelo menos 1 ano e 2 anos após a infecção, respectivamente, o

que sugere que os pacientes estariam protegidos contra reinfecção nesse período (CHOE

et al., 2007; WU et al., 2007). Esse conhecimento prévio é muito valioso, devido à

similaridade entre os vírus. A duração da imunidade contra SARS-CoV-2 ainda não foi

estabelecida, e não está claro se a infecção em humanos protege contra uma reexposição

(SHIELDS et al., 2020; WAJNBERG et al., 2020). Além disso, o limite de título de

anticorpos anti-SARS-CoV-2 que se correlaciona com a proteção clínica contra COVID-19

ainda não foi determinado (CHEN et al., 2021).

2.7 IMUNIDADE E TOMADA DE DECISÃO

A principal preocupação na cinética de resposta de anticorpos ao

SARS-CoV-2 é o estabelecimento de uma proteção durável, devido à adoção do uso de

'passaportes de imunidade COVID-19' e a ‘imunidade de rebanho’ baseada na infecção,

ou seja, permitindo que os grupos de baixo risco sejam infectados, protegendo os grupos

vulneráveis como idosos e pessoas com comorbidades (OMER; YILDIRIM; HOWARD,

2020).

A imunidade de rebanho é uma forma de proteção indireta contra infecção

conferida a indivíduos suscetíveis, quando existe uma proporção suficientemente grande

de indivíduos imunes em uma população, de modo que não contribuirão mais para a

cadeia de transmissão (RANDOLPH; BARREIRO, 2020). Essa proporção da população,

que precisa ser imune a uma doença infecciosa, é o limite da imunidade de rebanho,

podendo ser alcançado por infecção natural ou vacinação (NEAGU, 2020; LIPPI et al.,

2020). Diante disso, questiona-se se é possível atingir imunidade coletiva para a

COVID-19 e, em caso afirmativo, qual o limiar a ser alcançado.

A fórmula padrão para o cálculo do limiar de imunidade do rebanho é 1 −

1⁄𝑅0. No caso da COVID-19, o R0 o limite teórico de imunidade de rebanho para

SARS-CoV-2 em modelos epidemiológicos simples é entre ~ 60% e 75% (BRITTON;

BALL; TRAPMAN, 2020). Atingindo esse limite as medidas de restrição poderiam ser

18



afrouxadas sem grandes prejuízos, visto que, espera-se a diminuição ou até extinção de

novos casos, uma vez que muitos hospedeiros são imunes, portanto, não podem

transmitir o patógeno (BRITTON, BALL; TRAPMAN, 2020; RANDOLPH; BARREIRO,

2020).
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3. OBJETIVO

3.1 GERAL

● Analisar a evolução da prevalência de anticorpos contra o vírus Síndrome

Respiratória Aguda Grave 2 (SARS-CoV-2) na população de Foz do Iguaçu,

Paraná.

3.2 ESPECÍFICOS

● Avaliar a presença de anticorpos contra SARS-CoV-2 por meio da técnica de

ELISA em amostras de soro da população de Foz do Iguaçu, PR ao longo de 5

inquéritos sorológicos;

● Estimar a soroprevalência de infecção por SARS-CoV-2 e comparar com o número

oficial de casos diagnosticados em Foz do Iguaçu, de acordo com a Secretaria da

Saúde de Foz do Iguaçu.

● Analisar a porcentagem de indivíduos IgG anti SARS-CoV-2 reagentes de acordo

com o sexo e idade.
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4. MATERIAIS E MÉTODOS

4.1 ÁREA DE ESTUDO

O município de Foz do Iguaçu está localizado no Oeste do Estado do

Paraná, Brasil, fazendo fronteira com a Argentina e o Paraguai. Possui uma área total

com 618,57 km² e 258.248 habitantes, com um índice de desenvolvimento humano de

0,751 (IBGE, 2021). O Sistema Único de Saúde (SUS) é composto por 28 Unidades

Básicas de Saúde (UBS), distribuídas em 05 distritos sanitários (Leste, Nordeste, Norte,

Oeste e Sul).

O primeiro caso de COVID-19 na cidade foi confirmado no dia 18 de

março de 2020, o mesmo foi considerado importado (Secretaria de Saúde, 2020). As

medidas de controle e prevenção para enfrentamento do Novo Coronavírus no município

tiveram início a partir dia 19 de março de 2020, onde houve a interrupção das atividades

escolares municipais e estaduais, suspensão de eventos e atividades com aglomeração

de pessoas, seja em ambientes esportivos, artísticos, culturais, políticos, científicos,

comerciais ou religiosos (FOZ DO IGUAÇU, 2020a).

4.2 COLEÇÃO DE DADOS

Neste estudo transversal repetido, foram realizados cinco inquéritos

sorológicos, para estimar a soroprevalência da infecção pelo SARS-CoV-2 em Foz do

Iguaçu, PR. O estudo foi realizado pela Prefeitura Municipal de Foz do Iguaçu (PMFI),

com o apoio do Centro de Controle de Zoonoses (CCZ-Foz), Hospital Municipal Padre

Germano Lauck (HMPGL) e a Universidade Federal da Integração Latino-Americana

(UNILA). As coletas foram realizadas nos dias 14 e 15 de maio; 08 e 09 de junho; 02 e 03

de julho; 23 e 24 de julho; e 02 e 03 de setembro de 2020.

A seleção dos indivíduos foi realizada pelo CCZ-Foz, onde os quarteirões

da cidade que possuem imóveis foram divididos em 5 distritos (norte, sul, leste, nordeste

e oeste). Para obter uma amostra representativa de cada distrito foi utilizado o percentual

de imóveis pertencentes a cada distrito, para dividir as amostras de cada fase do

inquérito. Estes quarteirões receberam uma numeração de 1 a 1000, e estes números
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foram sorteados pela plataforma “Sorteie-me”. Após a seleção dos quarteirões, as

equipes foram direcionadas e abordaram o morador do primeiro imóvel aberto do

quarteirão, coletando a amostra da pessoa que os recepcionou. Em caso de recusa, as

equipes se dirigiram para o próximo imóvel aberto do quarteirão. Os participantes

responderam um questionário eletrônico que incluía informações sociodemográficas

(sexo, idade e local de residência) e histórico de sintomas, nos últimos 14 e 30 dias,

compatíveis com a COVID-19, como febre, dor de cabeça, calafrios, dor de garganta,

tosse, falta de ar, perda de olfato e paladar (Figura 3).

Amostras de sangue foram coletadas em um sistema de vácuo, com tubo

ativador de coágulo e gel de separação, identificado e armazenado em caixas térmicas

com temperatura controlada, permanecendo de 2°C a 8°C até o envio para o Laboratório

de Tecnologia de Desenvolvimento de Vacinas da Universidade Federal da América

Integração Americana (UNILA). No laboratório, as amostras foram centrifugadas e o soro

armazenado a uma temperatura de -20°C, para detecção de IgG pelo método ELISA

(Enzyme-LinkedImmunosorbentAssay) desenvolvido internamente (in-house), conforme

RDC 302/2005 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária de Brasil (ANVISA).

O trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa, conforme

protocolo sob o número 36189220.3.0000.8527 e todos os voluntários concordaram em

participar da pesquisa.

Figura 3. Coleta de amostra de sangue realizada por enfermeiros do HMPGL com apoio do CCZ-FOZ—

Fonte: PMFI/Divulgação.
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4.3. ANÁLISE SOROLÓGICA POR ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY

(ELISA)

Microplacas de 96 poços (Corning®) foram sensibilizadas com 1 µg de

antígeno total viral / poço, e mantidas em temperatura de geladeira por 12h. Depois disso,

as placas foram lavadas 3 vezes com solução salina tamponada mais 0,05% de tween 20

(PBS-T). As placas foram bloqueadas com 100 µl de solução de bloqueio (Bovine Fetal

Serum-SFB + PBS-T) / poço e mantido em temperatura ambiente (RT) por 30 min e

lavado novamente 3 vezes com PBS-T. As amostras de soro foram diluídas 1/100 em

PBS-T e mantidas por 30 min a 37°C, lavado 3 vezes com PBS-T. Em seguida, os

anticorpos IgG anti-humanos conjugados foram adicionados na diluição de 1 / 30.000

(Sigma-Aldrich TM ), e mantidos por 30 min a 37°C, lavado 3 vezes e adicionado

cromogênio TMB, por 15 min a 37°C. A reação foi interrompida com 35 µL de H2SO4 a

1M, e as leituras foram realizadas no comprimento de onda de 450 nm. O cut-off foi

estabelecido a partir da média do controle negativo (incluído em cada teste) mais o fator

de correção (fator=2). O ELISA interno mostrou uma sensibilidade de 95% e uma

especificidade de 99% para anticorpos das classes IgG específicos contra SARS-CoV-2

(Figura 4).

Figura 4. ELISA para detecção de anticorpos anti-SARS-CoV-2. Fonte: Arquivo pessoal.
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4.4. ANÁLISE ESTATÍSTICA

O número total de infecções foi estimado multiplicando a soroprevalência

com a população estimada de Foz do Iguaçu. A análise estatística foi realizada com o

software GraphPad Prism 5.0 (Prism Software, CA, EUA). A normalidade dos dados foi

avaliada por meio do teste de Shapiro-Wilk. As análises foram realizadas utilizando o

teste de comparação de médias. As diferenças foram consideradas significativas em P

 <0,05.
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5. RESULTADOS

O total de amostras analisadas nos cinco inquéritos foi de 3.581

voluntários (Tabela 1). Os participantes não manifestaram nenhum sintoma 14 dias antes

do teste.

Tabela 1 — Dias de realização das coletas, total de indivíduos pesquisados e de

reagentes em cada inquérito sorológico, em Foz do Iguaçu, PR, realizados entre maio e

setembro de 2020.

Inquérito Dias da coleta Total de Indivíduos Reagentes (%) (IC 95%)

1 14 e 15 de maio 924 4,44 (11.472 pessoas)

2 08 e 09 de junho 578 28,02 (72.461 pessoas)

3 02 e 03 de julho 657 35,36 (91.293 pessoas)

4 23 e 24 de julho 919 37,21 (96.211 pessoas)

5 02 e 03 de setembro 507 21,1 (65.427 pessoas)
Fonte: a autora, 2020.

Esses resultados indicam que o número de pessoas infectadas foi maior

que os dados oficiais. Além disso, os resultados indicaram que após três meses, em

média, em uma escala populacional, há uma redução de 25,01% na taxa de anticorpos

IgG em pessoas que vieram para entrar em contato com SARS-CoV-2. Entre a terceira e

a quarta coleta (35,36% e 37,21%), os índices ficaram dentro da margem de erro de 5%,

indicando estagnação na soroconversão (Figura 5).
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Figura 5. Perfil da resposta humoral anti-SARS-CoV-2 em escala populacional e individual na cidade de Foz

do Iguaçu, Paraná, Brasil entre maio e setembro de 2020.

Devido à falta de informações, para as análises de soroprevalência de acordo com

o sexo e a idade foram considerados 3.521 participantes, onde 2.120 (60,21%) eram

mulheres e 1.401 (39,79%) eram homens. A prevalência de anticorpos anti-SARS-CoV-2

entre os homens foi de 26,27%, e nas mulheres 23,87%, no entanto, não houve diferença

estatística (p>0,05) (Tabela 2).

Tabela 2 — Características sociodemográficas e soroprevalência da população analisada.

Resultados do teste de sorologia SARS-CoV-2

Detectáveis Não detectáveis

Faixa etária

1 a 9 anos 3 (75,00%) 1 (25,00%)

10 a 19 anos 35 (37,23%) 56 (62,77%)

20 a 29 anos 146 (29,98%) 341 (70,02%)

30 a 39 anos 143 (23,44%) 467 (76,56%)

40 a 49 anos 147 (23,75%) 472 (76,25%)

50 a 59 anos 158 (22,35%) 549 (77,65%)
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60 a 69 anos 146 (23,32%) 480 (76,68%)

70 a 79 anos 82 (27,61%) 215 (7/2,39%)

acima de 80 anos 14 (18,18%) 63 (81,82%)

Sexo

Homens (n= 1401) 368 (26,27%) 1033 (73,73%)

Mulheres (n= 2120) 506 (23,87%) 1614 (76,13%)

Valor p>0,05 0,3333

Os valores de soroprevalência foram proporcionais ao número de indivíduos por

grupo, conforme tabela 3. Assim, a idade não se mostrou um fator limitante para o

surgimento de indivíduos soropositivos para SARS-CoV-2.

Tabela 3 — Porcentagem de soroprevalência entre as faixas etárias analisadas.

Faixa etária % pessoas por faixa etária Soroprevalência

1 a 9 anos 0,114% 0,085%

10 a 19 anos 2,670% 0,994%

20 a 29 anos 13,831% 4,147%

30 a 39 anos 17,325% 4,061%

40 a 49 anos 17,580% 4,175%

50 a 59 anos 20,080% 4,487%

60 a 69 anos 17,779% 4,147%

70 a 79 anos 8,435% 2,329%

acima de 80 anos 2,187% 0,398%

27



6. DISCUSSÃO

O levantamento epidemiológico dos casos de infecção por SARS-CoV-2 é

o principal dado para entendimento da evolução da doença em uma região e para

implementação de políticas de prevenção e controle, na intensidade e combinação certa,

devido a sua importância, os efeitos colaterais socioeconômicos e as complexidades

sociais e comportamentais (LAI et al., 2020; RUSSO, 2020). As decisões sobre a

instauração de decretos de restrição na cidade consideram critérios, como o cenário

epidemiológico da COVID-19 em Foz do Iguaçu para prevenção à disseminação do novo

Coronavírus (FOZ DO IGUAÇU, 2020b).

Prado e colaboradores (2020) estimaram que o número real de casos no

Brasil foi cerca de 11 vezes mais alto do que o número oficial de casos notificados. As

pesquisas sorológicas com análises repetidas permitem monitorar a progressão da

soroprevalência ao longo da epidemia (WHO, 2020). O presente estudo observou que a

taxa de soroprevalência foi maior que o número de pessoas positivas pelo qRT-PCR,

indicando a substantificação dos dados. Alguns autores estimaram que cerca de 80% dos

casos se apresentam como assintomáticos ou oligossintomáticos e, na maioria das vezes,

não são diagnosticados por não procurarem assistência médica, pela ausência de

sintomas clínicos (WU; MCGOOGAN, 2020b; HE et al., 2021). As infecções não

diagnosticadas, mesmo que sem apresentar sintomas, podem transmitir o vírus a outras

pessoas, sendo um fator significativo na rápida progressão da pandemia (ECKERLE;

MEYER, 2020; ZOU et al., 2020).O longo período de incubação do vírus também contribui

para a dificuldade de diagnóstico preciso e precoce (RONG et al., 2020).

Além disso, houve uma limitação na aquisição de insumos importados

durante o curso da pandemia, devido à demanda mundial e capacidade dos laboratórios

para realização de uma ampla testagem (MAGNO et al., 2020). Esses fatores levaram ao

Ministério da Saúde (MS) orientar a testagem apenas dos casos mais graves, o que

contribui para um elevado grau de subnotificação (MS, 2020). Essa restrição dos testes

pode levar a uma falsa ideia de controle da doença e, consequentemente, levar ao

declínio na implementação de medidas de controle (PRADO et al., 2020).

Alguns países, como o Reino Unido, Suécia e Estados Unidos levantaram

o debate do uso da imunidade de rebanho, como medida para tentar evitar a crise
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econômica, gerada por medidas mais restritivas, como o lockdown ou decretos e planejar

a volta gradativa das atividades na população (ASCHWANDEN, 2020). Um estudo

sorológico por amostragem de conveniência, da população local de Manaus, realizado de

fevereiro a outubro de 2020, observou que 76% da população era soropositiva para

SARS-CoV-2 em outubro de 2020 (BUSS et al., 2020). As hospitalizações por COVID-19

permaneceram baixas de maio a novembro, apesar do relaxamento das medidas de

controle durante esse período. No entanto, mesmo após atingir o limite teórico de

imunidade de rebanho, estimada a partir da cepa original, ainda ocorreu a segunda onda

de casos em janeiro de 2021, sendo ainda mais fatal (SABINO et al., 2021). Esses

resultados evidenciam que a imunidade do vírus não é estável, com isso, o número de

indivíduos suscetíveis aumenta na ausência de uma vacina e os surtos reaparecem

(ASCHWANDEN, 2020).O limite da imunidade de rebanho ainda é um fator questionado,

pois o mesmo é calculado a partir do R0 e este pode ser afetado por fatores

sociocomportamentais, cepa analisada, fatores ambientais e biológicos que influenciam a

dinâmica de transmissão do patógeno (DELAMATER et al., 2019).

Atualmente, já foi identificado o aparecimento de novas cepas com

mutações na proteína S (variantes alfa, beta, delta, gama e ômicron) que apresentam

níveis de transmissão maiores do que a cepa original (TAO et al.,2021; LIPPI; HENRY,

2021; OMS, 2021). Quanto mais pessoas forem infectadas por cada indivíduo que tem o

vírus, maior será a proporção da população que precisa ser imune para alcançar a

imunidade de rebanho (ASCHWANDEN, 2020). No caso do SARS-CoV-2, antes do

espalhamento das variantes, o limite da imunidade é calculado em aproximadamente 67%

para um R0 = 3 (FONTANET; CAUCHEMEZ, 2020). No entanto, já foram relatados R0

entre 5 e 9 casos secundários por cada infecção, que sugerem que o limite da imunidade

teria uma taxa de aproximadamente 80% (SANCHE et al., 2020). Para atingir esse limite

através da infecção natural, poderia ocorrer uma sobrecarga ao sistema de saúde,

levando a um grande número de mortes (BARREIRO, 2020).

A capacidade de estabelecer imunidade de rebanho contra SARS-CoV-2

depende da suposição de que a infecção com o vírus gera imunidade protetora

(RONDOLPH, 2020). Ainda não compreendemos muito sobre a cinética e memória

imunológica, com isso, o uso da imunidade de rebanho se tornaria um risco. Observamos

uma queda na titulação após o terceiro mês da infecção. Esse achado corrobora com
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estudo realizado por Long e colaboradores (2020) que observaram uma diminuição da

resposta imune após 2 a 3 meses de infecção. Além disso, casos assintomáticos

apresentaram uma resposta humoral mais fraca do que o grupo sintomático, com uma

duração inferior (LIU et al., 2020b). No estudo, nenhum dos participantes relatou qualquer

sintoma nos últimos 14 e 30 dias da coleta. Apesar do declínio dos níveis de anticorpos,

Anand e colaboradores (2020) observaram persistência de células B de memória para

SARS-CoV-2 até 8 meses após o início dos sintomas. Assim, a queda na titulação, não

implica necessariamente em perda da proteção, devido às respostas celulares contra a

infecção (ANAND et al., 2020). Apesar disso, já foram relatados alguns casos de

reinfecção (WEST; EVERDEN; NIKITAS, 2021; TILLETT et al., 2021). Esses dados

servem de alerta para as estratégias de imunização em massa, bem como para o

momento dos reforços vacinais.

Não foi identificada diferença estatística nos títulos de anticorpos entre

homens e mulheres. Alguns estudos de base populacional demonstraram diferenças nas

taxas de soroprevalência entre homens e mulheres, observando uma maior prevalência

em homens (HE et al., 2020). Isso pode estar relacionada a uma mutação no gene TLR7

(Receptor Toll-like 7), ligado ao cromossomo X, que produz proteínas importantes para

detectar a entrada do vírus, além da maior expressão da ACE 2 em homens, tornando-os

mais vulneráveis (ASANO et al., 2021; GEMMATI et al., 2020; PATEL et al., 2020). Além

disso, as mulheres apresentam resposta humoral e celular mais robustas, moduladas por

hormônios sexuais (RETTEW; HUET-HUDSON; MARRIOTT, 2020).
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS

Os resultados sorológicos indicaram que a população de Foz do Iguaçu já

apresentava contato com o SARS-CoV-2 antes dos resultados oficiais de positividade na

qRT-PCR. Isto indica que a testagem somente de sintomáticos é ineficiente na tentativa

de contenção do vírus numa população, visto que os assintomáticos passam

despercebidos e com ampla capacidade de disseminação viral, o que certamente ocorreu

em todos os países que adotaram a mesma política de testagem somente dos

sintomáticos.
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