Como citar este artigo: Matos S, Almeida M, Duarte A, Miranda M. Determinag&o sequencial de Anticorpos IGg Anti-
Spike SARS-COV-2 seis meses ap6s infe¢cdo Covid-19 em Profissionais de Salde de um Hospital Central Portugués.
Revista Portuguesa de Satlde Ocupacional online. 2022, 13, 13-22. DOI: 10.31252/RPS0.22.01.2022

DETERMINACAO SEQUENCIAL DE ANTICORPOS IGG ANTI-SPIKE SARS-
COV-2 SEIS MESES APOS INFECAQ/COVID-19 EM PROFISSIONAIS DE
SAUDE DE UM HOSPITAL CENTRAL PORTUGUES

SARS-COV-2 SPIKE-PROTEIN IGG ANTIBODIES DECAY OVER SIX-
MONTH, SEQUENTIAL MEASUREMENT IN COVID-19 HEALTHCARE
WORKERS FROM A PORTUGUESE CENTRAL HOSPITAL

TIPO DE ARTIGO: Artigo Original

AUTORES: Matos S, Almeida M?, Duarte A3, Miranda M*

RESUMO

Introducéo

Os profissionais hospitalares estiveram expostos a elevadas e/ou repetidas cargas virais durante
a pandemia de SARS-CoV-2/COVID-19. A duracdo e efichcia da imunidade pés-infecédo
permanece uma questdo ndo cabalmente esclarecida. A determinagéo dos anticorpos séricos
IgG anti-Spike/SARS-CoV-2 (IgG/anti-S) é a forma exequivel de avaliar a imunidade contra este
virus.

Métodos

Identificaram-se 193 casos RT-PCR/SARS-COV-2 positivos de um total de 4200 profissionais de
um centro hospitalar universitario, no periodo de margo a maio 2020. Determinou-se a IgG/anti-
S sérica por imunoensaio de quimioluminescéncia em trés amostras trimestrais anonimizadas,
para comparacdo das concentragfes médias nos seis meses de observacdo (cut-off definido
pelo fabricante: 21AU/mL). Classificou-se a gravidade da doenca em assintomatica,
ligeira/moderada e grave/muito grave.

Resultados

76,2% dos infetados eram mulheres com idade média (x) 39,6+11,7 anos (versus homens com
idade média de 41,1+£13,0 anos). Ratio entre mulheres/homens de 3,2. 93,8% trabalhava em
servigos de elevado risco e, quanto a categoria profissional, 72,5% era enfermeiro ou assistente
operacional. Relativamente a gravidade, 7,8% teve infecdo assintomatica e 6,7% doenca grave,
com internamento. Alguns infetados recusaram participacdo no estudo seroldgico, tendo-se
incluido 177 casos, maioritariamente de gravidade ligeira/moderada. Na primeira determinacao,
73,5% apresentava lgG/anti-S positivo (144/166 amostras), com IgG/anti-S x=12,5+9,1AU/mL,
colhidos em x 50,3+15,3 dias apds inicio dos sintomas. Na segunda determinagédo, 47,9% de
amostras positivas (80/167), com titulo x =2,7+4,9UA/mL, aos 143,1+43,9 dias. No dltimo
doseamento, 27,7% (31/112) positivas, com titulos ¥ =1,3+2,8 AU/mL, aos 241,3+75,5 dias apés
inicio dos sintomas.
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Verificou-se um decréscimo progressivo dos titulos de IgG/anti-S ao longo dos primeiros seis
meses apos doenca, em consonancia com os dados ja publicados, apresentando 13% dos
profissionais titulos abaixo do limiar de positividade um més e meio ap6s infe¢éo, 52% aos quatro
e 72% aos seis meses. Verificou-se ainda que, mesmo os com titulos positivos, aos seis meses,
se aproximaram do ponto de corte, apresentando-se em curva descendente.

Concluséo

Estes resultados sugerem que a imunidade natural é fraca/escassa, reforcando que os
profissionais infetados por SARS-CoV-2 devem ser vacinados contra a COVID-19. Esta medida,
juntamente com as prote¢Bes coletivas e individuais adequadas, permitira maximizar a
seguranca dos profissionais e doentes da instituic&o.
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ABSTRACT

Introduction

Healthcare workers were heavily exposed to repetitive viral loads during the SARS-CoV-
2/COVID-19 pandemic. The duration and effectiveness of post-infection immunity remains an
unclear question. The determination of serum IgG anti-S/SARS-CoV-2 (IgG/anti-S) antibodies is
the only feasible way to assess immunity against this virus.

Methods

We've identified 193 RT-PCR/SARS-CoV-2 positive from a total of 4200 healthcare workers from
an university hospital between March-May 2020. Serum IgG/anti-S was determined by
chemiluminescence immunoassay in three anonymized quarterly samples to comparison of mean
concentrations over the six months of observation (cut-off defined by the manufacturer:
=1AU/mL). Disease severity was classified as asymptomatic, mild/moderate and severe/very
severe.

Results

76.2% were infected women, with mean (x) age 39.6+11.7 year; men mean age 41.1+13.0 years,
and women/men ratio 3.2. 93.8% worked in high-risk areas and 72.5% were nurses or assistants.
Regarding the severity, 7.8% had asymptomatic infection and 6.7% had serious illness with
inpatient management. 8.3% refused to participate on serologic testing, so 177 participants were
included. In the first determination, 73.5% had IgG/anti-S(+ve) (144/166 samples) with x 12.5+9.1
AU/mL, collected at ¥=50.3+15.3 days after symptoms onset. At the second time, 47.9% (80/167)
had positive results, with IgG/anti-S ¥=2.7+4.9 UA/mL, x=143.1+43.9 days after symptoms. The
third moment had 27.7% positive results, with IgG/anti-S ¥=1.3+2.8 AU/mL, ¥=241.3+75.5 days
after symptoms.

Discussion

A progressive decrease in mean IgG/anti-S titers was evident during the first six months after
SARS-CoV-2 infection, in consonance with the available data, with 13% of professionals
presenting antibody levels below the threshold of positivity a month and a half after infection, 52%
after four and 72% after six months. We also found that even those with positive titers, at six
months, approached the cutoff point, showing a downward curve.

Conclusions

These results suggest that natural immunity is weak/scarce and reinforce that infected
professionals should be vaccinated against COVID-19. This measure, together with the protective
(collective plus individuals) actions, maximize workers protection against new infections, as well
as the safety of patients of the institution.

Keywords: Antibodies; SARS-CoV-2; COVID-19; Occupational Health

INTRODUCAO
A infecdo pandémica COVID-19 causada pelo novo coronavirus SARS-CoV-2, identificado em

dezembro de 2019, colocou os sistemas de salde perante desafios ndo expectaveis em tempos
de paz, para os quais ndo dispunham dos meios humanos e materiais adequados. A elevada
contagiosidade desta infecdo revelou-se particularmente impactante nos profissionais de saude
hospitalares, tanto pela necessidade de continuar a assegurar a prestacao direta de cuidados de
salide como, principalmente, pela exposi¢do a um elevado niumero de pessoas infetadas, muitas

das quais ainda assintomaticas ou sem diagnoéstico etiologico estabelecido. Estas



especificidades do trabalho hospitalar, associadas a inconsisténcia das medidas de protegéo
coletiva e a manifesta insuficiéncia de equipamentos de prote¢édo individual adequados nas fases
iniciais da pandemia colocaram os servigos de saude ocupacional na linha da frente da gestéo
desta crise sanitaria. Assim, o reconhecimento das particularidades do exercicio profissional na
area da saude determinou que a infecdo pelo SARS-CoV-2, entretanto classificada como risco
biolégico emergente (agente de nivel 3), de notificacdo obrigatéria (1), passasse a ser
reconhecida como doenca profissional (2), no pressuposto de que estivesse associada a funcdes
clinicas com risco potencial de exposicao ao agente, ndo obstante a dificil diferenciacdo entre
cadeias de transmissdo intra-hospitalares (etiologia profissional em sentido estrito) e
comunitarias extra-hospitalares.

O acervo de conhecimentos entretanto adquirido relativamente ao modo de transmisséo, periodo
de incubacao, apresentacéo clinica, complicacdes e alternativas terapéuticas, ndo permitiu ainda
esclarecer cabalmente a permanéncia da eficacia antiviral da imunidade adquirida, a longo prazo,
nos individuos recuperados de COVID-19 aguda (3).

Ainfe¢do SARS-CoV-2/COVID-19, clinicamente pleomorfica, apresenta um espetro de gravidade
que varia entre um estado de portador assintomético (potencialmente infecioso) (4), de
prevaléncia estimada entre 1,2 e 33% (5), até formas de doenca ligeira (influenza-like),
moderada, grave ou critica. As manifestacdes clinicas podem configurar sindromes
autolimitadas, incluindo sintomas ligeiros flu-like do trato respiratorio superior, acompanhadas de
hipertermia moderada, cefaleias e alteragdes neuro-sensoriais, até formas progressivamente
mais graves, com manifesta¢des agudas das vias aéreas inferiores, evoluindo potencialmente para
pneumonia bilateral, sindrome de disfuncgéo respiratdria aguda (ARDS) e septicémia (6).

O diagndstico é confirmado por teste de amplificagdo de acidos nucleicos do genoma virico —
Reverse-Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) em amostra de secrecdes
oro/nasofaringeas (7).

A imunidade adaptativa anti-SARS-CoV-2, refletida na presenca de anticorpos neutralizantes
especificos do receptor-binding domain (RBD) da proteina coronal do SARS-CoV-2 (spike) (8) e,
em contexto investigacional, pela ativagdo antigénica de linfécitos T especificos, conferira,
provavelmente, imunoprotecdo sustentada, ainda que parcial, nos casos de reinfecdo (9) (10). A
imunogenicidade dos determinantes antigénicos da proteina coronal spike, principalmente do
RBD que se liga a enzima de conversao da angiotensina 2 (ECA2) presente nas células epiteliais
respiratérias, estd na origem da sintese de anticorpos IgG neutralizantes RBD-especificos e da
ativacéo linfocitaria especifica para SARS-CoV-2 (11).

A resposta humoral contra o SARS-CoV-2 segue um padrdo classico mas com ligeiras
particularidades, sendo caracterizada pelo rapido aumento de anticorpos especificos IgM (pico
em duas a cinco semanas), seguida de uma queda abrupta (em trés a sete semanas), até se
tornar indetetavel; este aumento da IgM é acompanhado pela subida gradual das 1gG, cujo pico
ocorre entre a terceira e sétima semanas apos a infecao, seguido de um planalto (plateau) ou

decréscimo com velocidade muito variavel interindividual (10), estando documentada atividade



neutralizante detetavel pelo menos por trés meses (12), mantendo-se, nos seis meses
subsequentes (13).

O sexo masculino apresenta titulos de anticorpos superiores ao feminino (3) e os titulos de
anticorpos anti-S e anti-RBD demonstraram boa correlagdo com a atividade neutralizante (10)
(14) e, na maioria dos casos confirmados, verificando-se seroconversao lgG-especifica em mais
de 90% das infecBes primarias, incluindo em doentes sob terapéutica imunossupressora ou
antiretroviral (9) (13). Apesar disso, os dados disponiveis revelam titulos de anticorpos mais
baixos em individuos assintomaticos ou com doenca ligeira (9) (10) pelo que, tendo em conta
qgue 10 a 20% dos infetados com SARS-CoV-2 poderédo nao ter anticorpos detetaveis (16) e os
dados existentes sobre a eficacia da imunidade contra a COVID s&o ainda limitados (17), estes
valores referenciais da imunidade humoral deverdo continuar a  ser interpretados
cautelosamente, ndo havendo evidéncia que suporte a sua garantia enquanto “passaporte
imunolégico” na evicgdo do contagio e das formas graves da doencga (18). O gold standard para
a detecdo de anticorpos € o método de ELISA, com 94,7% de especificidade e 98% de
sensibilidade para os anticorpos anti-S (3).

De acordo com o Centro de Controlo e Prevencdo de Doencas dos Estado Unidos da América
(Centers for Disease Control and Prevention — USA) a obtencdo de um RT-PCR positivo nos
noventa dias apds a infecdo representa, provavelmente, uma persistente excre¢do de
remanescentes viricos inviaveis, nao representando uma verdadeira reinfe¢do ou infe¢éo crénica
(19). Poderédo, ainda, confundir-se reinfegbes com estados de long-COVID, em que a
positividade no RT-PCR resulta de ciclos de amplificacdo do RNA muito repetidos (superiores a
trinta), na auséncia de altera¢des laboratoriais ou dados compativeis no rastreio epidemioldgico
(20). No entanto, & semelhanca de outros coronavirus (21), apesar de rara (17), tem sido
reportada a reinfecdo pelo SARS-CoV-2, sendo necessaria a demonstracdo das diferentes
assinaturas nucleotidicas, por sequenciacao genética, entre as duas variantes ou sub-variantes
viricas (22), confirmacdo essa frequentemente dificultada pela inacessibilidade as amostras
colhidas nas fases iniciais da pandemia.

Este trabalho tem por objetivo a avaliagdo da resposta humoral natural apos a infecdo SARS-
CoV-2/COVID-19 e obtencao de RT-PCR/SARS-CoV-2 negativo nos profissionais de saude de

um hospital central, ao longo de seis meses de observacéo.

METODOS

Trata-se de um estudo longitudinal prospetivo, realizado entre marco e dezembro de 2020, que
envolveu todos os trabalhadores com RT-PCR positivo para SARS-CoV-2 de um Centro
Hospitalar Universitario. Foram inicialmente avaliados em exame de aptiddo para regresso ao
trabalho, maioritariamente de modo presencial, o qual incluiu o registo de sintomas e a avaliagdo
da gravidade e duragéo do quadro agudo. Foram informados do projeto de avaliacdo sequencial
dos titulos séricos de anticorpo IgG anti-Spike SARS-CoV-2 (IgG/anti-S), com apresentacdo do
protocolo, metodologia e objetivos do estudo, tendo sido assinado o respetivo consentimento

informado de participagéao.



A gravidade da infecdo SARS-CoV-2 foi classificada em cinco niveis, de acordo com os
seguintes critérios: assintomatica, ligeira quando nao interferia com as atividades da vida
diaria; moderada quando afetava as atividades diarias, mas sem necessidade de internamento
hospitalar; grave, quando justificava internamento hospitalar e muito grave, por necessidade
de escalar para cuidados intensivos (UCI). A populacéo foi distribuida em dois grupos para
comparacao das concentracfes séricas de anticorpos: idade igual ou superior e inferior a 50
anos (apos avaliacao por faixas etarias com dez anos de intervalo e verificacao de inexisténcia
de diferenca significativa nos grupos acima e abaixo desse ponto de corte). Foram comparadas
as concentragfes séricas de anticorpos em funcdo do sexo e presenca e gravidade dos
sintomas agudos.

Na classificagdo dos servicos como de elevado risco de infecdo SARS-CoV-2, foram
consideradas as éareas adstritas a doentes COVID-19 e as areas de exposicdo a doentes
potencialmente infetados, nomeadamente os servicos de urgéncia, as areas de internamento
dedicadas a patologia respiratéria infeciosa aguda e as areas de UCI.

As serologias foram colhidas aos zero, trés e seis meses apos a cura da infe¢éo, definida como
obtencado de dois testes RT-PCR negativos consecutivos até 28 de abril de 2020 e, apos essa
data, um teste RT-PCR negativo (23). Procurou-se associacao entre as diversas variaveis em
estudo e os titulos de IgG/anti-S em cada momento. Analise descritiva e inferencial realizada
com recurso a versdo 25 do SPSS®.

O projeto obteve aprovacdo da Comissao de Etica e do Departamento de Protecéo de Dados da
instituicdo onde foi realizado, sendo autorizada a publicacdo dos dados sob a forma de artigo
cientifico.

Critérios de incluséo e excluséo
Foram elegiveis para integrar o projeto todos os trabalhadores que contrairam infe¢céo por SARS-

CoV-2 e que exerceram fun¢des no Centro Hospitalar Universitario (CHU), no periodo de marco
a maio de 2020, independentemente da modalidade de contrato. Incluiram-se também
colaboradores externos, habitualmente ndo observados na Medicina do Trabalho do CHU,
nomeadamente os prestadores de servico a titulo individual e/ou pertencentes a outras
empresas, laborando habitualmente no CHU. Atendendo a estes critérios, foram incluidos 193
casos de infecdo SARS-CoV-2 confirmada por RT-PCR num agregado laboral de 4200
profissionais do CHU.

Variaveis

Foram avaliadas variaveis demogréficas (sexo e idade), dados laborais (categoria profissional e
risco do local de trabalho face a probabilidade de infecdo SARS-CoV-2/COVID-19) e dados
clinicos relativos a infecdo por SARS-CoV-2/COVID-19 (presenca de sintomas, duragcdo do

isolamento, duracéo e gravidade da doenca aguda).

Serologia anti SARS-CoV-2



A concentracao sérica dos anticorpos IgG/anti-S foi medida por um método de imunoensaio por
quimioluminescéncia em amostras de soro humano utilizando o sistema MAGLUMI™ 2019-nCoV
IgG (CLIA) incorporando um analisador automatico MAGLUMI series. Trata-se de um método
indireto, onde a amostra diluida & misturada com o tampé&o e microesferas impregnadas em
antigénio recombinante de SARS-CoV-2, a incubar, formando imunocomplexos, que sé&o
precipitados em campo magnético; o sobrenadante é entdo retirado e submetido a um ciclo de
lavagem; adiciona-se ABEI (N-(4-aminobutyl)-N-ethylisoluminol) marcado com anticorpo anti-lgG
e incuba-se para formacdo dos imunocomplexos, precipitados, de seguida, em campo
magnético; decantado o sobrenadante, é realizado outro ciclo de lavagem; adiciona-se o starter
1+2 para iniciar uma reagéo de quimioluminescéncia; o sinal luminoso é medido por fotdmetro,
em unidades relativas de luz, sendo este valor proporcional & concentragdo de IgG/anti-S.
Interpretag&o dos resultados: ndo reativo, se resultado inferior a 1,0 AU/mL; reativo se resultado
= 1,0 AU/mL (sensibilidade: 91,2%; especificidade: 97,3%; combinado com IgM: 96%) (24).
Todas as amostras seroldgicas foram conservadas congeladas, no laboratério de Microbiologia,

a destruir dois anos apés o término do estudo.

RESULTADOS
Durante a primeira vaga da pandemia SARS-CoV-2, entre margo e maio de 2020, o CHU registou

193 casos de infegdo por SARS-CoV-2/COVID-19 (confirmadas por RT-PCR) nos seus
profissionais, o correspondente a 4,6% do agregado laboral. 76% dos trabalhadores infetados
eram do sexo feminino.

Relativamente a distribuicdo etaria, a idade média (x) global foi de 39,9+12 [19-68] versus (vs.)
44,5+11,7 [18-70] anos no agregado laboral. No sexo masculino, ¥=41,1+13 [23-68] vs.
44,6+12,1 [20-70] anos do agregado total masculino e no sexo feminino 39,6+11,7 [19-65] vs.
43,6+11,6 [19-70] anos do agregado total feminino.

Quanto a categoria profissional, os trabalhadores que prestaram cuidados diretos foram os mais
afetados, nomeadamente os assistentes operacionais (23,8%), enfermeiros (48,7%) e médicos
(20,2%), representando, em conjunto, 92,8% dos infetados, informacéo reforcada pelo facto de
94% exercerem fungdes em servicos de elevado risco. A duracdo média dos sintomas foi de
12+8,9 dias e o tempo médio de isolamento de 32,2+10,6 [11-66] dias, sendo mais prolongado
guanto maior a gravidade clinica (p=0,002). A maioria das situa¢des foi gerida em regime de
ambulatorio (internamento domiciliario), sendo reportada infegdo assintomatica em 7,3% dos
casos; sintomas ligeiros em 55,4%, com duracdo x=11,1+7,5 dias; moderados em 30,6%, com
duracdo x=14,7+8,9 dias; graves em 5,7% e muito graves em 1,0%, com duragdo ¥=20,4+10,1
dias.

Cerca de 8,3% da populacdo trabalhadora infetada contactada declinou participar no estudo
serolégico, mas consentiu na avaliagdo de sintomas, tendo-se incluido 177 profissionais e obtido
445 amostras serolégicas.

A tabela 1 resume a informac&o relativa aos soros obtidos em cada uma determinacdes, bem
como as caracteristicas da amostra da qual foram obtidos. Em t1 obteve-se adesao de 93,8% da

populacdo, em t2 de 94,5% e em t3 de 63,3%.



As figuras 1 e 2 representam graficamente, respetivamente, as amostras serologicas obtidas e a
mediana em cada momento, observando-se uma tendéncia decrescente ao longo do estudo.

Os trabalhadores com cinquenta ou mais anos apresentaram titulos de IgG/anti-S mais elevados
nas trés avaliacbes (p<0,001). Na primeira os casos de COVID-19 grave/muito grave
apresentaram titulos superiores aos casos ligeiros/moderados (p=0,026). Nao se encontraram
diferencas estatisticamente significativas entre os sexos, entre a presenca versus auséncia de
sintomas e os diferentes tempos de duracdo de doenca aguda. Os resultados encontram-se
resumidos na tabela 2. Comparando a gravidade da doenca, considerando oS grupos
ligeira/moderada e grave/muito grave, a idade mais avanc¢ada foi associada a doenca mais grave

(p=0,002). N&o foi encontrada associacéo entre a gravidade da doenca e o sexo (p=0,308).

DISCUSSAO

A infegdo no CHU estudado afetou um homem por cada trés mulheres, mantendo
aproximadamente a proporcgdo existente no agregado laboral do CHU. Assim, conclui-se que,
contrariamente a maior incidéncia descrita no sexo masculino (3), a infecdo atingiu igualmente
ambos os sexos. Apesar dos resultados de Brodin apontarem maior gravidade no sexo masculino
(25), na nossa populacédo néo foi encontrada diferenca significativa da gravidade da doencga entre
0S Sexos.

A idade média (x) dos trabalhadores infetados foi de cerca de 40 anos, inferior a idade média do
agregado laboral hospitalar, coincidente com O Malley et al (15), mas inferior aos resultados
habitualmente publicados (7). Dado que a idade foi o fator de risco mais associado a progresséo
para doenca grave (26) e que os prestadores de cuidados mais proximos estariam
presumivelmente expostos a cargas virais mais elevadas e/ou mais repetidas (27), os
trabalhadores mais velhos viram as suas tarefas condicionadas pelo Médico do Trabalho, ja que
foi assumida como politica institucional, para sua prote¢éo, o afastamento dos locais de maior
risco de exposicdo. Confirmando esta presuncdo de risco, e relativamente a categoria
profissional, os enfermeiros, os assistentes operacionais e os médicos foram os profissionais
mais afetados representando, em conjunto, 92,8% do total de infetados, concordante com a
bibliografia consultada (27). As medidas organizacionais e a utilizacdo sistematica dos
equipamentos de protecao individual terdo contribuido, provavelmente, para a mitigacdo do risco
de contéagio intra-hospitalar, ndo obstante alguma hesitacéo inicial na sua implementacao. Neste
sentido, encontrou-se uma incidéncia apenas ligeiramente superior a da populacdo geral (4,2
versus 3,5%, na area metropolitana do Porto), apesar de neste grupo profissional, confluir um
risco acrescido de infecéo e, presumivelmente, também de doencga mais grave, por exposicao a
cargas virais mais intensas e repetidas (24) (27). A incidéncia foi, inclusivamente, inferior a de
outros estudos realizados em trabalhadores hospitalares (4,2 versus 10% (3)).

Tal como na populacédo geral, a maioria dos casos de infe¢do por SARS-CoV-2 foi gerida em
regime de ambulatério, por se tratar de casos de gravidade ligeira a moderada, restando um
pequeno grupo classificado como assintomaticos (concordante com os valores reportados na

bibliografia (5)) e outro como tendo doenca grave/critica (aparentemente superior ao da



populacdo geral (27) (28) (29) (30)). Os dados reportados pelo European Centre for Disease
Prevention and Control (29) permitiram calcular, em Portugal, uma taxa global de internamento
por COVID-19 de 1,2%, dos quais 15% com necessidade de transferéncia para UCI (31),
comparando com os 7,3% e 14,4%, respetivamente, observados na populagéo do CHU. Esta
diferenca podera ser explicada pela maior intensidade da exposicdo ao virus (27) e/ou por uma
maior atencdo aos sinais de gravidade da doenca. A estimativa inicial da letalidade por COVID-
19 em Portugal foi de 3,3% (32), corrigida para cerca de 1,6%, no decurso da pandemia até ao
final de 2021 (33), em comparacéo, nao foram registados 6bitos no CHU.

Procurou-se associacgao entre os titulos de IgG/anti-S em cada momento (T1, T2, T3) e as diversas
variaveis em estudo. Mais de um quarto das amostras foram negativas na primeira avaliacéao,
superior ao reportado por Figueiredo-Campos et al um més apés os sintomas (3), contudo
limitada pelo tamanho da amostra. A proporcdo de negativos aumentou consideravelmente de
seguida, obtendo-se, aos quatro meses, 50% de negativos e, aos oito meses, 72%, aproximando-
se dos resultados de um estudo realizado em Singapura, que reporta anticorpos positivos em
apenas 29% aos 6 meses (34). O tempo de doenca aumentou em concordéancia com a gravidade
do quadro agudo (p=0,002) e a clinica mais grave condicionou maior resposta humoral
inicialmente, mas, contudo, sem diferenca significativa aos trés-seis meses.

Long et al e a revisdo de Post et al apresentam maiores titulos de anticorpos nos individuos
sintoméaticos face aos assintométicos, no entanto, na nossa populagdo nédo foi encontrada
diferenca significativa (10) (35). Concordante com a bibliografia, a doenca mais grave
condicionou periodos de isolamento mais longos e afetou principalmente trabalhadores mais
velhos, apresentando os mais novos titulos de IgG/anti-S mais baixos ao longo do tempo (25)
(26).

Estas diferencas poderdo ser explicadas pelo facto de os profissionais hospitalares estudados
serem uma populagdo mais jovem, ativa, maioritariamente saudavel e sem comorbilidades
relevantes, o que teré contribuido para um curso clinico de menor gravidade, quando comparado
com as populagbes da bibliografia consultada, onde a existéncia de comorbilidades e idade
avancada foram os maiores preditores de doenca grave (26).

O estudo desenvolveu-se com medicao de serologias a uma populacdo ao longo de nove meses,
em trés momentos distintos. No entanto, alguns participantes aderiram tardiamente e outros
abandonaram (drop-off) o seguimento, mas, dada a auséncia de diferencgas significativas entre
as variaveis demograficas de cada grupo (p>0,05) e o pequeno nimero de participantes
adicionados/retirados, havera uma influéncia negligenciavel na representatividade das amostras.
O estudo previa inicialmente a colheita de quatro amostras para serologia, a Ultima das quais
aos doze meses. O surgimento da vacina contra a COVID e a consequente imunizacao dos
trabalhadores, obviou a colheita da Ultima serologia, dado ndo ser possivel manter a coeréncia
metodologica na determinagéo da resposta humoral seriada apés infecao natural. Inicialmente,
os trabalhadores recuperados de infecdo por SARS-CoV-2 foram excluidos dos grupos
prioritarios de vacinacao, contudo, dada a queda dos titulos de anticorpos observada neste

ensaio, o elevado risco a que se mantém expostos (36) e a possibilidade de reinfecédo (19), os



autores defendem a vacinacéo dos profissionais recuperados, recomendando-se uma dose de
vacina, a administrar seis meses apos a infecao (37).

Existem ainda outros eventuais vieses/fatores confundidores, sem possibilidade de controlo
pelos investigadores, nomeadamente, a incerteza face ao intervalo temporal real entre a infegéo
e a colheita seroldgica. Apesar de o RT-PCR positivo garantir, com algum grau de certeza, a
evolucao cronoldgica da infecdo em individuos sintomaticos e apresentando quadro tipico de
COVID, ja nos individuos assintomaticos ou pauci-sintomaticos esta evolucao temporal € menos
precisa, ja que a RT-PCR pode ser positiva nos noventa dias apos a infecdo (19); este viés
possivel pode ser corrigido, presumivelmente, pela identificacdo de cadeias de transmisséo e,
portanto, de uma ligacé@o epidemioldgica conhecida (surto no servigo ou contacto pessoal de alto
risco). Apesar disso, ndo é possivel excluir a ocorréncia de casos de portador viral prolongado
(shedding prolongado) (19), situacdo em que o intervalo temporal entre 0s sintomas e o resultado
seroldgico pode ser superior ao descrito neste trabalho. Esta questao é ainda mais pertinente se
atentarmos ao facto de estes trabalhadores, principalmente os assintomaticos, terem
(individualmente) titulos mais baixos de IgG/anti-S (35), podendo alguns representar eventuais
casos falsos positivos (38).

Relativamente ao método utilizado para o doseamento seroldgico, e apesar de existirem,
atualmente, ensaios mais sensiveis e especificos, este estudo prospetivo foi iniciado huma fase
ainda muito precoce da pandemia, em que, dos métodos disponiveis, este era, indiscutivelmente,
0 mais validado. Também, por coeréncia metodolégica, uma vez iniciado o estudo, ndo era

possivel a adogao de um novo método sem comprometer os resultados comparativos.

CONCLUSAO

A imunidade humoral parece ter um papel fundamental na defesa anti-SARS-CoV-2 imediata;
contudo, os titulos de anticorpos tendem a cair rapidamente, como evidenciado na maioria dos
estudos publicados, pelo que o papel dos anticorpos especificos, na sua interagcdo com a
imunidade celular, ainda ndo esta totalmente estabelecido.

O nosso projeto evidenciou que trabalhadores infetados por SARS-CoV-2 (confirmado por RT-PCR
positiva) apresentaram uma tendéncia decrescente dos titulos de IgG/anti-S ao longo das trés
determinacdes serolégicas e, inclusivamente, em cerca de um quarto das amostras, valores abaixo
do limiar de positividade logo na primeira avaliacdo, com subsequente aumento dos soros
negativos até aos seis meses. Estes resultados sugerem uma rapida perda de titulos de anticorpos
IgG/anti-S gerados por imunidade “natural” pés-aguda, ndo se conhecendo ainda o verdadeiro
impacto deste decréscimo na eficacia da memdria imunolégica em situagées de reinfecdo ou, mais
relevante ainda, por outras variantes do virus SARS-CoV-2.

A Organizacdo Mundial de Salde admite a possibilidade de reinfecdo trés meses apos a
convalescenca de COVID-19; assim, tendo em consideracéo os resultados obtidos, a incerteza
quanto ao papel protetor conferido pela infecdo natural e o maior risco de exposicéo ao agente,
os profissionais de saude em geral e os hospitalares em particular devem manter o cumprimento

rigoroso das recomendacdes especificas e gerais para a prevengdo do contagio e para o controlo



da infecdo intra-hospitalar, principalmente pela utilizacdo do equipamento de protecao individual,

independentemente de terem sido previamente infetados pelo virus SARS-CoV-2.
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