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Resumo
Objetivo: Avaliar a eficicia e seguranca do uso do plasma convalescente, em pacientes
internados diagnosticados com COVID-19 através da revisdo de ensaios clinicos
randomizados.
Materiais e Métodos: Trata-se de uma revisdo sistematica e uma metanalise. Foram
utilizadas as bases de dados EMBASE, MEDLINE, Cochrane Library e Science Direct, com
as palavras-chave e sindénimos identificados nos Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS),
no Medical Subject Headings (MeSH) e Operadores Booleanos. As medidas de associacéo
utilizadas foram Odds Ratio (ORs) ou Média e Desvio Padrdo. A heterogeneidade estatistica
foi avaliada pelo Teste de Inconsisténcia 12 e a qualidade dos estudos por meio do Sistema
GRADE (Grading of Recommendations Assessment, Development and Evaluation).
Resultados: A pesquisa resultou em 8.179 artigos, destes, apenas 4 foram incluidos na
selecdo final. Os estudos foram extraidos e organizados em uma tabela com informacGes
como autor, ano e pais; tipo de amostra, caracteristicas; desfecho; resultados. O OR para
mortalidade foi de 0,79 (IC 95%: 0,54 — 1,17; p-valor = 0.24), para diminuicdo dos sintomas
clinicos ou melhora clinica foi de 1,55 (IC 95%: 0,43- 5,56; p-valor = 0,50) e para tempo de
internacdo pds transfusdo/dias de randomizacdo (diferenca entre médias= -0,69, IC 95%, -
1,72 - 0,33; p = 0,19) ndo existindo diferenca clinica significativa entre os grupos (placebo x
randomizados). N&o houve eventos adversos clinicos significativos com relacdo ao uso do
plasma convalescente e a mortalidade dos pacientes. Os resultados indicam um alto grau de
heterogeneidade entre os estudos e a andlise do grafico do risco de viés sugere presenca de
risco de viés de publicacdo em mais de um autor.
Consideracoes finais: Os resultados da presente revisao sistematica e metanalise sugerem
que o plasma convalescente ndo provoca efeitos negativos nos desfechos mortalidade, porém
ndo garantem estabilidade durante o tempo de internacdo e ndo apresentam diferengas no
tempo de internacdo nem na melhoria dos sintomas clinicos. Desse modo, tornam-se
necessarios uma sistematizagdo com mais estudos que tenham desfechos mais especificos e

amostras e métodos mais nivelados, com o uso do plasma convalescente para o COVID-19.

Palavras-chave: COVID-19; plasma convalescente; SARS-CoV-2; seguranca; eficacia.



Abstract
Objective: To evaluate the efficacy in 3 different outcomes of the effects of the use of
convalescent plasma in hospitalized patients diagnosed with COVID-19 and the safety of this
method through randomized clinical trials.
Materials and Methods: This is a systematic review and meta-analysis. EMBASE,
MEDLINE, Cochrane Library and Science Direct databases were used, with the keywords
and synonyms identified in the Health Sciences Descriptors (DeCS), Medical Subject
Headings (MeSH) and Boolean Operators. The association measures used were Odds Ratio
(ORs) or Mean and Standard Deviation. Statistical heterogeneity was assessed using the 12
Inconsistency Test and the quality of studies using the GRADE System (Grading of
Recommendations Assessment, Development and Evaluation).
Results: The search resulted in 8,179 articles, of which only 4 were included in the final
selection. The studies were extracted and organized into a table with information such as
author, year and country; type of sample, characteristics; outcome; results. The OR for
mortality was 0.79 (95% CI: 0.54 — 1.17; p-value = 0.24), for a decrease in clinical symptoms
or clinical improvement was 1.55 (95% CI: 0.43 - 5.56; p-value = 0.50) and for length of stay
after transfusion/days of randomization (difference between means = -0.69, 95% CI, -1.72 -
0.33; p = 0 ,19) with no clinically significant difference between the groups (placebo x
randomized). There were no significant clinical adverse events regarding the use of
convalescent plasma and patient mortality. The results indicate a high degree of heterogeneity
between studies and the analysis of the risk of bias graph suggests the presence of risk of
publication bias in more than one author.
Final considerations: The results of the present systematic review and improved meta-
analysis show that convalescent plasma does not have negative effects on mortality outcomes,
but does not guarantee stability during the length of stay and does not show differences in
length of stay or improvement in clinical symptoms. Thus, it is necessary to systematize more
studies that have more specific outcomes and more level methods, with the use of

convalescent plasma for COVID-19.

Keywords: COVID-19; convalescent plasma; efficacy; security; SARS-CoV-2.



1. Introducéo

O COVID-19, também conhecido como coronavirus, € o principal causador de uma
doenga infecciosa respiratdria aguda grave, tendo o SARs-COv-2, como seu principal agente
etioldgico. Devido ao recente surto do virus, a niveis globais, foi tido a China, como o
principal sitio de desencadeamento da pandemia em marcgo de 2020, afetando diversos paises,
tanto na area da saude, quanto economicamente. (CHEN et al., 2020)

A principal forma de transmissdo do virus é por goticulas expelidas na tosse ou no
espirro, podendo ser passado pelo ar ou em contato direto com material infectado e logo em
seguida com regides de mucosas (olho, nariz e boca). (HEGAZY et al., 2020) Os principais
afetados pelo virus sdo idosos, imunossuprimidos e pessoas que apresentam outras
comorbidades cronicas, classificados como “grupo de risco”, devido ao fato de possuirem
poucas condi¢bes de se recuperarem de forma orgénica do virus. Posteriormente, foi
declarado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a maioria das pessoas (cerca de 80%)
se recupera da doenca sem precisar de tratamento hospitalar e uma em cada seis pessoas
infectadas por COVID-19, fica gravemente doente e desenvolve dificuldade de respirar, onde
a maioria das infeccGes ocorre em pessoas em contato préximo com pacientes, sobretudo, 0s
profissionais de salde e que na maioria dos casos de mortalidade, ocorreram em idades
superiores a 65 anos. (HEGAZY et al., 2020 e PESSOA et al., 2020)

Durante o0 ano de 2020, devido ao fato das pesquisas clinicas, necessitarem de tempo e
resultado seguro para a realizacdo de uma vacina que seja eficaz no uso em massa, se deu
inicio a uma corrida contra o tempo, onde os profissionais de salde e pesquisadores da area,
apontaram diversos medicamentos iniciais, que poderiam ajudar na recuperacdo clinica de
pacientes graves diagnosticados com o COVID-19. Foi através dessas pesquisas, que se
encontraram formas de controlar o avanco do virus em pacientes em estado critico,
principalmente tratando os sintomas clinicos. (CASADEVALL et al., 2020)

Ao decorrer de toda essa informacdo, foi trazido a tona o uso do plasma convalescente.
Um tratamento que possui mais de um século em que comegou a ser utilizado, quando
ocorreram surtos de doencas infecciosas e depois entrou em desuso ao constatar que o0s
tratamentos farmacoldgicos mais eficazes e vacinas, poderiam ser produzidos em larga escala
e possuiam eficiéncia semelhante. (CASADEVALL E RUBIN, 2020)

O plasma convalescente é retirado de pessoas saudaveis ou em processo de
recuperacdo de uma infeccdo, sendo a parte liquida do sangue coletado e posteriormente

processado, para total reaproveitamento da parte necessaria (anticorpos), sua administracdo



passiva é a forma que pode fornecer imunidade imediata a pessoas susceptiveis. No contexto
da epidemia Covid-19, trata-se de um produto que pode estar rapidamente acessivel, a medida
em que exista um numero suficiente de pessoas que se recuperaram da doenca e que possam
doar o plasma contendo imunoglobulinas que reajam contra o virus SARS-CoV-22.
(CASADEVALL, 2020)

Segundo Pessoa et al. (2020), experiéncias no passado com surtos, como SARS-CoV-
1, mostraram que o soro convalescente pode neutralizar o virus circulante antes de infectar a
célula-alvo, ap6s o rompimento da célula infectada e liberacdo de novas particulas virais. Para
0 virus SARS-CoV-2, a forma de terapia passiva com anticorpos envolve 0 mesmo processo
de neutralizacdo da particula viral, sendo atualmente testada e pesquisada por algumas
instituicGes de pesquisa em salde. Aqui neste trabalho, discutimos provaveis beneficios da
administragdo de plasma convalescente a pacientes com COVID-19 e apresentamos a

evidéncias dessa estratégia na pandemia atual.



2. Justificativa

Mesmo com a afirmacéo de que existem vacinas com a possibilidade de até 95 % de
eficacia na imunizacdo (PFIZER - BioNTech, OMS, 2021) o plano de vacinacgéo ainda € lento
no Brasil, mesmo apds 10 meses de inicio da vacinagao, o Brasil conta com apenas 46.9% da
populagdo completamente imunizada (MATHIEU, E. et al.,2021). Desta forma, se torna
necessario trabalhar com um plano auxiliar e de manutencao, com eficacia comprovada para o
SARS-CoV-2, sendo os anticorpos presentes no plasma convalescente humano, um potencial
tratamento para Covid-19, ja que os anticorpos (imunoglobulinas) sdo proteinas que poderiam
ajudar a combater a infecgdo. (ANVISA, NT 20/2020; OMS, 2021)

A terapia passiva pela administragdo de anticorpos presentes no plasma
convalescente tem um largo histérico de utilizacdo, além de ter sido testada mais
recentemente na Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SARS 1) em 2003 e na Sindrome
Respiratoria do Oriente Médio (MERS) em 2012, entre outras infecces como epidemias
causadas por Influenza HIN1 e por Ebola (DUAN et al., 2020). No contexto da epidemia
Covid-19, diversos estudos cientificos tém surgido sobre o uso do plasma convalescente,
sugerindo resultados promissores. De acordo com alguns estudos ndo randomizados (DUAN
et al., 2020; SHEN et al., 2020; SALAZAR et al.,2020), as transfusbes de plasma s&o
geralmente seguras e bem toleradas pela maioria dos pacientes, seguindo o0s requisitos
técnicos e sanitarios para producéo e uso dos hemocomponentes. (ANVISA, NT 20/2020)

Até que vacinas estejam disponiveis para todos, o plasma convalescente se mostra
uma terapia em potencial para pacientes graves internados com COVID-19. O plasma possui
facil acesso e pode ser preparado e feito rapidamente, estando disponivel por bancos de
sangue e hospitais especificos, necessitando apenas de doadores em potencial, que serdo
exemplificados ao decorrer do trabalho (PIECHOTTA,2020). No entanto, ressalta-se que sua
seguranca e eficacia ndo sdo bem caracterizados por limitacbes em pesquisas e existe um
custo associado a busca de pacientes convalescentes. Nesse periodo, uma infinidade de
ensaios clinicos investigando a seguranca e eficicia do plasma convalescente ou hiperimune
imunoglobulinas foram anunciadas. Portanto, € necessario que haja uma analise completa e

cuidadosa, além de uma extensa reviséo da literatura disponivel.



3. Objetivos
3.1 Objetivo Geral

Avaliar a eficicia e seguranca do uso do plasma convalescente, em pacientes internados

diagnosticados com COVID-19 através da revisao de ensaios clinicos randomizados.

3.2 Objetivo Especifico

Compreender a fisiopatologia que envolve a COVID-19.

Analisar o impacto do uso do plasma convalescente no tempo de internacdo, reducdo dos
sintomas clinicos e mortalidade de individuos com COVID-19.

Avaliar a seguranca da imunoterapia através da imunizacdo passiva em ensaios clinicos com
uso do plasma convalescente.

Analisar os fatores que promovem a heterogeneidade dos resultados apresentados.



4. Fundamentacdo Teodrica
4.1 COVID-19: Viruléncia

O coronavirus 2019 (COVID-19) é uma doenca infecciosa epidémica zoonotica (que
pode ser transmitidas entre animais e humanos), gerando sintomas clinicos como sindrome
respiratria aguda grave. No periodo de 2002 a 2003, na provincia de Guangdong, na China,
foi datado o primeiro surto de coronavirus que levou a 774 mortes, em aproximadamente
8.098 casos confirmados, sendo considerado a doenca humana mais grave causada por
qualquer coronavirus. O surto teve inicio num hotel em Hong Kong, resultando na perda de
quase US $ 40 bilhdes ddlares em atividade econémica, ja que o virus quase paralisou muitas
atividades em paises como Cingapura, Tailandia e China e Canada, para varios meses (FEHR
etal., 2015).

Em dezembro de 2019, foi relatado na cidade de Wuhan na China, o inicio de um novo
surto, que rapidamente se espalhou e atingiu gravemente paises como Italia, Estados Unidos e
Espanha. Segundo a Organizacdo Mundial da Satde (OMSb, 2020) Em 7 de julho de 2020 ja
se encontrava no mais de 11,5 milhdes de casos no mundo e 535.000 mortes. Foi identificado
que o periodo de incubacdo do virus SARS-CoV- 2 era de 5 dias em 97,5% dos casos, um
periodo de incubacdo relativamente curto, podendo estender-se a 14 dias em uma pequena
parte do infectados; mas pode ocorrer um longo periodo de apresentacdo clinica, chegando a
muitas semanas para terminar com cura ou mesmo morte (PIECHOTTA et al., 2020).

Os casos também desenvolvem dispneia e dificuldades respiratérias em cerca de uma
semana desde o inicio dos sintomas da doenca. A pneumonia ocorre em pacientes com
dificuldade respiratéria aguda, em alguns casos. As complicacfes dos casos sao relatadas na
manifestacdo de sintomas como febre, tosse seca, fadiga, perda de olfato e paladar e os menos
relatados ou de forma dispersa foram, falta de ar, dor de garganta, dor de cabeca, mialgia ou
artralgia, calafrios, nduseas ou vomitos. OMSa (2020) HEGAZY et al., (2020); PIECHOTTA
etal., (2020)

Estima-se que, segundo a OMS (OMSa,2020), 80% dos casos cursaram leves ou
assintomatico da infecgdo e cerca de 5% dos casos foram admitidos na UTI com sindrome do

desconforto respiratorio agudo (ARDS), apontando como maior risco de mortalidade pessoas



com mais de 80 anos ou portadores de comorbidades como obesidade, doenga cardiovascular,
hipertensdo, diabetes, doencas respiratorias, cancer e imunossuprimidos. (OMSa,2020).

A forma de infeccdo pode ser realizada de muitas formas, seja por transporte aéreo de
goticulas de espirro ou tosse, que podem alcancar distancias de até 1,5 metros, chegando até
as vias aéreas ou mucosas do hospedeiro (nariz, boca ou conjuntiva ocular), por exposicao
direta em contato com pacientes, através do toque ou compartilhamentos de materiais pessoais
e por transmissdo indireta, onde o hospedeiro toca ou manuseia objetos contaminados e
posteriormente leva as maos aos olhos ou a boca (XU,2020).

Hegazy, Piechotta e Xu (2020), relata também que o virus é capaz de induzir uma
reagdo imunologica excessiva no hospedeiro, porém diminui o nimero de células T CD4 + e
CD8 + no sangue periférico em grande parte dos casos. Os relatérios iniciais do COVID-19
também mostraram que as pessoas gravemente doentes exibiam um estado hiper coagulavel e
inflamagdo endotelial, que sugeriam uma alta demanda de eventos tromboembdlicos
observados nesta populacdo e os relatérios sugeriam que a causa rapida da deterioracdo da
funcdo pulmonar do paciente estava ligado na diminuicdo na atividade da enzima conversora
de angiotensina humana 2 (ACE2) sendo uma proteina que funciona como o receptor que
facilita a entrada de SARS-CoV-2 na célula hospedeira, em geral, ele se propaga nas mesmas
células, semelhante ao necessario para o crescimento do SARS-CoV e a ACE2, é mais
abundante nas células alveolares do tipo Il nos pulmdes, fazendo com que o virus tenha
preferéncias por regibes como mucosas das vias aéreas (nariz e garganta). (HEGAZY et
al.,2020)

Dentro das caracteristicas do novo coronavirus 2019, podemos citar determinadas
especificacbes, como pertencimento a uma nova cepa da familia coronaviridae, distinguindo-
se de outro SARS-CoV (Sindrome Respiratoria Aguda Grave Coronavirus), que foi
responsavel pelo surto em 2002 (HEGAZY et al., 2020) O virus ¢é envelopado composto por
uma fita simples de RNA sentido positivo (semelhante ao RNAmM do hospedeiro), aparecendo
na micrografia eletronica com estrutura que se assemelha a uma coroa, assim nomeado de
“corona”, na lingua espanhola. HEGAZY et al., (2020) e PIECHOTTA et al., (2020)

A entrada do virus na célula é feita por essas projecGes ao redor, chamadas de
proteinas S (ou proteinas Spike) e alguns antigenos virais especificos que sdo facilmente
removidos pela enzima protease. S&o projecdes em formas de ponta e compostas basicamente
por glicoproteinas de alto peso molecular, elas se apresentam como a sequéncia de genoma
mais varidvel do virus, sendo dessa forma que ocorre a ligagdo com o receptor da célula

hospedeira, como exemplo na figura 1 (HEGAZY et al., 2020).



Figura 1 - Novo coronavirus em corte transversal simples com detalhes da superficie viral até parte interna. envelope viral.
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Fonte: Wikimagens, 2020.

Por ser um virus envelopado, possui uma maior chance de sobrevivéncia ao ar livre e
também nas superficies, podendo ser passivo de infeccdo por vérios dias em diferentes
ambientes de contato. Porém, pode ser afetado por alteracbes ambientais como calor e
umidade, ambientes secos e com altas temperaturas tendem a diminuir a sobrevida do virus,
levantando a questéo de que no verdo, com 0 aumento da temperatura ambiente, as chances de
infeccdes podem diminuir. (HEGAZY et al., 2020)

Acerca da origem do virus, 0 coronavirus, esta incluso em distintos grupos; cada um

tem um hospedeiro animal, sugerindo que sua origem seja de fonte animal. Fehr (2015) e



Hegazy (2020) afirmam que o virus tem a mesma homologia com o isolado de gatos civetas e
que também é idéntico ao SARS-CoV que esta intimamente relacionado a outros coronavirus
de morcegos, alem de evidéncias adicionais que descobriram, que o mesmo receptor do virus
nos seres humanos (ACE2) se apresentaram em morcegos, demonstrando mais uma vez que o
virus tem origem zoondtica, isso resulta em ocasionais surtos e mais frequentemente infecgdes
sem aparente sintomas. Segundo os autores, é bastante provavel, que esse € um virus
intimamente relacionado a circulacdo de animais itmidos nos mercados por varios anos antes e
que uma série de fatores facilitaram sua disseminacéo para a populacdo humana. (FEHR et al.,
2015, HEGAZY et al. e XU et al., 2020).

Um desses fatores é que, diferente do SARS-CoV, 0 SARS-CoV-2, apresenta erro em
polimerases de RNA dependentes, esses erros, permitem mutacéo e recombinacdo na sua fita
simples de RNA, isso afeta diretamente as glicoproteinas que estdo nos picos, afetando o
controle do virus e facilitando a sua entrada nas células hospedeiras, tornando uma ameaca
constante ao ser humano. (HEGAZY et al., 2020)

4.2. Patogénese

Como antes citado, o virus atua de forma preferencial nas células epiteliais do trato
respiratdrio superior, devido a afinidade com o receptor de angiotensina enzima convertase 2
(ACE2). A ligacdo inicial do virus a célula hospedeira é iniciada por interacbes entre a
proteina S e seu receptor (ACE2 — no caso do SARS-CoV-2) (figura 2A), apds a ligagdo €
formado um complexo, que é clivado por uma protease transmembrana tipo 11 (TMPRSS) que
ativa a proteina S e permite a ligacdo, como na figura 2B. Essa interacdo vai ser um forte fator

para o coronavirus infectar uma espécie hospedeira e também governa o tropismo de tecido

Figura 2 - (A) Ligacdo da proteina S (Spike Protein) na superficie do virus com o receptor da

enzima conversora da angiotensina Il (ACE-2) na superficie da célula alvo. (B) Processo que

protease transmembranar tipo 11 (TMPRSS?2) liga-se e cliva o receptor ACE-2. No processo, a
proteina spike é ativada.
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do virus.
Fonte: Rabi et al.,2020.

Apos a ligagdo ao receptor, o virus deve em seguida obter acesso ao citosol da célula
hospedeira, através da fusdo das membranas viral e celular, livre do capsideo e liberando o
genoma viral no interior da célula. As particulas entdo chegam ao reticulo plasmatico rugoso
(RER) da célula hospedeira, que sera utilizado para formacao de vesiculas do virus, sendo ali
onde ocorrerd sua replicacao e transcricdo (FEHR et al., 2015, HEGAZY et al.,2020).

A proxima etapa no ciclo de vida do coronavirus € a traducdo do gene replicase do
RNA gendmico do virus, essa replicacdo ocorrera dentro da célula por mais ou menos uma
semana. Neste periodo, o tropismo viral inicialmente localizado nas células das trato
respiratério superior, se torna responsavel pela propagacdo do virus e alta infectividade dos
pacientes, alcancando sistema respiratorio e corrente sanguinea.

A proteina M (figura 1.) é responsavel por direcionar as interacdes proteina-proteina
para a formacdo viral, mas ela sozinha ndo € o suficiente, que as particulas semelhantes a
virus (VLPs) ndo podem ser formados apenas pela expressdo da proteina M. Assim, durante a
expressao da proteina M e dos VLPs, sdo formadas proteinas E, isso sugere que as duas
proteinas (M e E) funcionem juntas na formacdo dos envelopes de coronavirus, porém
enquanto a M ¢é relativamente abundante, a proteina E se apresenta em poucas quantidades nas
particulas virais. Sendo admissivel que as interacfes da proteina M forneca o passo inicial
para maturacdo do envelope viral. Apés a montagem do envelope, as particulas virais séo
transportadas para a superficie celular em vesiculas e liberadas por exocitose ou por lise
celular (em ciclo litico), ainda ndo se sabe se as particulas virais usam a via de transporte de
cargas tradicional do complexo de Golgi ou se possuem um caminho criado exclusivo para
sua saida (FOC,2010, FEHR et al., 2015).

Antes do surto de SARS-CoV, 0s coronavirus eram apenas considerados por causar
infeccOes respiratorias leves e autolimitadas em humanos, causando 15-30% das infec¢des do
trato respiratorio a cada ano (FEHR et al., 2015). Sua atividade no pulmé&o, ocorre invadindo
0s pneumdcitos do tipo Il que carregam a enzima ACEZ2, se replicando e levando a destruic&o,
na consequente perda na producéo de surfactante que protege o pulmao de colapsar, sugerindo
que essa destruicdo de pneumacitos, seja responsavel pela sindrome respiratoria aguda grave,
pesquisas funcionais visando o bloqueio da proteina ACE2, que representa a rota do receptor

para entrada do virus no corpo humano, sdo altamente recomendadas (HEGAZY, 2020).



O mecanismo de destrui¢do dessas células, induzidas pelo virus, ainda ndo esté claro,
porém a destruicdo desses linfécitos pode criar uma resposta tempestuosa do sistema
imunolodgico do corpo. Mostrado por uma cascata de citocinas, que incluem a interleucina-6
(IL-6), marcadores inflamatorios como como proteina C reativa (CRP) e aumento producéo
de fibrinogénio com hipercoagulabilidade do sangue. Sendo essa tempestade de citocinas,
além da baixa imunidade causada pela diminui¢do de linfocitos e células NK, os possiveis
responsaveis para pneumonia grave. Essa hipercoagulabilidade pode também induzir
multiplos trombos em outras partes do corpo incluindo pulmdes e coronarias com potencial
morbidade, onde o aumento de citocinas como a Interleucina-6 (IL-6) que pode ativar a
coagulacdo e suprimir o sistema fibrinolitico (HEGAZY, 2020).

Vérios fatores podem estar atuando como gatilhos da coagulacdo, o processo
inflamatdrio persistente em casos graves de COVID-19 é um deles, além da lesdo de células
endoteliais pulmonares e periféricas ocorrendo por ataque viral direto pode ser outro gatilho
para a cascata de coagulacdo, isso potencializa uma rea¢do imunoldgica agressiva. A presenca
de trombos nos vasos € marcada por tempo de protrombina prolongado, niveis elevados de
dimero-D e fibrinogénio e tempo de tromboplastina parcial ativada préximo ao normal, o que
pode levar a coagulacdo intravascular disseminada (CIVD) e multiplos trombos sanguineos
(FEHR et al., 2020).

4.3 ManifestacGes Clinicas

E possivel notar que o risco das infecBes sintomaticas do coronavirus aumentem com a
idade, reforcando a importancia dos habitos de higienizacdo (pessoal e ambiental) e do
isolamento social, mesmo quando h& auséncia de sintomas (XAVIER et al., 2020). A
transmissao do virus esté ligada a carga viral no trato respiratério superior, e pode ocorrer por
meio de dispersdo de goticulas salivares (fala, tosse e espirros), contatos com pessoas (aperto
de mé&o ou beijos) ou contato com objetos pessoais do paciente, como telefones, macanetas e
chaves, e posterirormente contato com as mucosas. (XAVIER et al., 2020)

Existem 3 principais condi¢des que a infecdo por SARS-CoV-2, pode apresentar-se:
portadores assintomaticos, individuos com doenca respiratoria aguda (DRA) ou pacientes com
pneumonia em diferentes niveis de gravidade. Os sintomas mais evidentes, estdo presentes em
pacientes com testes moleculares positivos, e o diagnostico de pneumonia € confirmado com
manifestacdes respiratorias e exames de imagem, que estejam compativeis com o diagnostico.
No inicio da infeccdo, os pacientes registram sintomas em comum, como febre, tosse, mialgia

e fadiga, as vezes podendo ser acompanhado por secrec¢Oes da respiracédo, diarreia e cefaleia



(XAVIER et al., 2020). Os pacientes que quase sempre exigem maior atencdo da equipe
médica, sdo aqueles que os sintomas progridem para febre alta, taquipneia e dispneia, além de
outras indicacgdes clinicas relevantes. Embora boa parte dos pacientes tenham um progresso
com bons resultados, deve-se sinalizar que em idosos ou individuos que fagcam parte do grupo
de risco (com comorbidades cronicas, diabetes, hipertensdo, doencas renais e
cardiovasculares, a COVID-19 costuma manifestar-se de forma mais agressiva,
desenvolvendo pneumonia e a sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA), além de
disfungdes nos 6rgaos renais, hepaticos e cardiacos. (XAVIER et al., 2020)

Segundo o Ministério da Salde (atualizagdo em 01/2021), dos pacientes infectados,
80% né&o apresentaram gravidade da doenga, e somente 20% precisaram de oxigenoterapia em
uma unidade hospitalar e menos de 5% dentro dos 20%, realmente necessitaram de unidade
de terapia intensiva (UTI) com suporte ventilatorio. Xavier et al. (2020), apresenta um estudo
realizado por metanalise, mostrando as principais manifestacfes clinicas dos pacientes em
diferentes estudos. Os principais sintomas foram: febre (88,3%); tosse (68,6%); mialgia ou
fadiga (35,8%); expectoracdo (23,2%); dispneia (21,9%); cefaleia ou tontura (12,1%); diarreia
(4,8%) e vémitos ou nauseas (3,9%). A sintomatologia no geral, se assemelha ao de outras
infeccbes respiratorias virais e comuns, como o virus da Influenza (H1N1), a principal
diferenca clinica entre elas é a presenca de febre alta e dispneia como fator chave da presenca
do COVID-19, mesmo com sintomas clinicos bem parecidos, o COVID-19 tem uma
tendéncia a evolucdo para infecgbes graves e criticas, exigindo um suporte ventilatério ou
oxigenoterapia. (XAVIER et al., 2020).

Embora menos descrita nos casos relatados, a presenca da perda ou diminuicdo de
olfato ou de paladar em pacientes sem coriza ou congestdo nasal teve um grande destaque, 0
que leva a um aumento da possibilidade de que o SARS-CoV-2, tenha comprometimento
direto com a funcéo neurologica, embora a necessidade de estudo seja ainda maior. (XAVIER
et al., 2020). Na China, Gwuan et al. (2020) descreve um estudo observacional em um
Hospital em Wuhan, onde muitos pacientes haviam sido tratados da COVID-19. Numa
populagéo de N = 1.099 pacientes, em seus resultados datados, o principal sintoma foi a tosse
(67.8%) seguidos de fadiga (38.1%) e producdo de escarro (33.7%). O primeiro sinal de
infeccdo foi relatado com inchago na amigdala (2.1%) e a principal comorbidade associada foi
a hipertensdo (15.1%). A principal complicagdo continuava sendo a sindrome respiratoria
aguda grave (3.4%), sendo que no dobro dos casos, houve aumento de febre durante a
hospitalizacdo do que no processo de admissdo. O tempo médio de internamento foi de 12

dias, sendo que 5% tiveram alta e 1.4% foram a ébito.



4.4 Diagnostico Laboratorial

O diagnostico laboratorial do COVID-19 compreende a avaliacdo dos testes
bioguimicos e de imagem, que identificam a infeccdo e atuam na urgéncia do seu possivel
tratamento. Em qualquer pandemia, resultados laboratoriais rapidos e validados sdo de
extrema importancia para o diagnostico precoce, 0 que aumenta a taxa de sucesso sobre a
doenca em um tratamento eficaz e a ndo propagacéo da doenca (NADOUSHAN et al., 2020).
Atualmente os diagnosticos existentes atuam para identificacdo e tempo da infecgdo vigente,
descarte de infeccéo, testar infec¢des anteriores e imunidade (DINNES et al., 2020).

Os dois testes mais comuns no momento € a reacdo em cadeia da polimerase de
transcricao reversa (RT-PCR) e os testes soroldgicos (anticorpos). O RT-PCR é o teste padrdo
ouro para diagnostico etioldgico de infeccBes, € um teste genético onde se conhece as
informacdes do virus SARS-CoV-2, ele amplifica sequéncias de RNA do virus, para detec¢do
do material genético viral por técnicas de imunofluorescéncia, possibilitando sua
identificacdo. Ele foi rapidamente desenvolvido e validado, fornecendo informacoes valiosas
no inicio da infeccdo, com resultados oferecidos dentro de algumas horas ou em até 2 dias,
podendo ser feito também em larga escala. Porém, deve-se observar que esse teste possui
algumas desvantagens, como baixa sensibilidade (dependendo do periodo de coleta), baixa
estabilidade, longo tempo de processamento, maior tempo necessario entre a coleta e a
disponibilizacdo do resultado, a necessidade de estrutura fisica especializada e de equipe
técnica qualificada, algum desses processos feito de maneira errbnea pode causar uma alta
taxa de falsos-positivos (MINISTERIO DA SAUDE, 2020; NADOUSHAN et al., 2020;
OPAS, 2020; YOUNES et al., 2020).

Os testes de RT-PCR utilizam diversas amostras bioldgicas para pesquisa, como fluido
de lavagem bronco alveolar, bidpsia broncoscopica, escarro, esfregacos nasais, esfregacos
faringeos, fezes ou sangue, porém as amostras de esfregaco do trato respiratdrio superior sdo
as de mais facil coleta e acesso. Amostras do trato superior incluem swab de nasofaringe e
orofaringe e do trato inferior a expectoracdo, que € atualmente considerada melhor do que
esfregacos de orofaringe ou de nasofaringe, porém € mais dificil de obter. (DINNES et al.,
2020; YOUNES et al., 2020).

As condicBes principais para analise desse conjunto de fatores € identificacéo infeccéo
atual e da passada pelo SARs-CoV-2, os testes de anticorpos estdo sendo considerados e
avaliados para ambos 0s casos, porém os testes de anticorpos ndo sao capazes de distinguir a

gravidade da doenca. No quadro de infeccdo vigente, a gravidade da doenca é importante,



porque de acordo com o os niveis de infec¢do por SARS-CoV-2 em que a pessoa se encontra
(assintomética, leve ou moderado, grave, critico) vao requerer um tratamento diferente para
cada paciente, e é importante ser capaz de identifica-los. (DINNES et al. 2020). O Ministério
da Saude do Brasil, recomenda que o teste do RT-PCR seja feito entre o terceiro e o nono dia,
segundo o Orgéo, € nessa fase que é possivel encontrar maior carga viral.

O segundo, séo os testes soroldgicos, eles atuam na identificacdo de anticorpos IgM e
IgG ao SARS-CoV-2, sdo comumente aplicados como testes rapidos ou processados em
laboratdrio, porém ndo sdo recomendados para a confirmacgdo diagndstica de pacientes com
sintomas de inicio recente, devido a falta de anticorpos no combate a infe¢do aguda, podendo
gerar resultados falso-negativo. Embora esses testes apresentem bons diagnosticos em
pacientes com tempo de evolucdo do quadro superior a oito dias, o tempo de janela
imunoldgica reduz a sensibilidade do teste, quando aplicado em fases mais precoces
(MINISTERIO DA SAUDE, 2020; XAVIER et al., 2020).

Os anticorpos sao formados pelo sistema imunoldgico do corpo, em resposta a
infeccBes virais, e pode ser detectado em todo sangue, plasma ou soro. Sdo os testes
soroldgicos que medem 0s anticorpos ou antigenos presentes no sangue quando o0 corpo esta
respondendo a uma infeccdo especifica, podendo identificar uma resposta anterior a uma
exposicdo em particular a determinado patdgeno. Eles estdo se tornando amplamente
disponiveis, tanto em plataformas automatizadas, quanto em testes rapidos, feitos em postos
de atendimento ao COVID-19, com resultados em até 30 minutos. Os anticorpos sdo
especificos para o virus, portanto, podem ser usados para diferenciar infeccdes virais
diferentes. Existem trés tipos de anticorpos criados em resposta a infecgdo: IgA, 1gG e IgM;
estes variam em quantidade em momentos diferentes, ap6s o inicio de infecgdo. O IgG é
usado na maioria dos testes de anticorpos, pois persiste por mais tempo no corpo e reflete uma
imunidade de longo prazo, embora seja o Gltimo a surgir numa infec¢do. O IgM normalmente
aumenta rapidamente com a infeccdo e diminui quando a infeccdo € cessada.
Alternativamente, os testes podem combinar IgA com IgG, ou medir todos os anticorpos
(IgA, 1gG e IgM). (DINNES et al., 2020; OPAS, 2020; YOUNES et al., 2020)

Os ensaios soroldgicos IgM e IgG, foram desenvolvidos com base no conhecimento
dos antigenos do SARS-CoV-2. No entanto, existem algumas perguntas (ainda confusas) para
0s testes sorologicos, como; em que momento ocorre a soroconversdo? Todos 0s pacientes
produzem anticorpos? Os individuos com o teste sorolégico positivo possuem o risco de
reinfecgdo? E qual o nivel de anticorpos que pode evitar uma reinfecgdo? Isso mostra que 0s

testes soroldgicos tem algumas limitacdes, levando em conta a respostas lenta dos anticorpos



ao virus, sendo detectaveis em pelo menos de 6-7 dias ap0ds a infec¢do, como mostra a figura
3., ndo sendo indicados para individuos que estdo no estagio inicial da doenga, porém, apesar
de tudo os testes sorologicos tém sido muito Uteis na pandemia, fornecendo bastante
documentacao técnica para pesquisas; além de aplicagdo na salde publica, detectando o
passado da infec¢do. identificando individuos que desenvolveram anticorpos especificos ao
virus; auxilio no tratamento com plasma convalescente; no teste de eficicia da vacina e nos
protocolos de retorno a rotina e a vida pré-pandemia; e as amostras soroldgicas séo
conhecidas por serem mais estaveis do que o RNA viral, aguentando mais tempo de
deslocamento e transporte e pouca deterioragdo durante a coleta, em comparagdo com o teste
RT-PCR (NADOUSHAN et al., 2020; XAVIER et al., 2020; YOUNES et al., 2020).

Figura 3 - Estimativa dos niveis de biomarcadores durante a infec¢do do SARS-Cov-2.
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Apenas vale ressaltar que quando o resultado for negativo para COVID-19 em um
teste soroldgico, provavelmente o paciente ndo estava infectado no momento da coleta da
amostra. No entanto, isso ndo significa que ele ndo vai ficar doente ou que nao teve contato
com o virus. Existem alguns relatos de contaminagdo com sintomas leves, em que o individuo
ndo desenvolveu anticorpos, devido ao pressuposto que sua imunidade celular inata tenha

combatido o virus antes da producao de anticorpos, pelo sistema imunoldgico adaptativo. Por



isso a combinacédo de resultados sorolégicos mais moleculares, geram um diagndstico valioso
(XAVIER et al., 2020; YOUNES et al., 2020).

Considerando todas as limitacfes e acertos dos diagndsticos laboratoriais, esses ndo
devem ser, de forma isolada, o Unico método de diagnostico para pacientes com suspeita de
COVID-19, devido a quantidade de falsos-negativos que ocorrem no inicio da doenga. O
ministério da saude, considera outros tipos de exames como validos, para exclusdo de
diagnosticos precoce.

Xavier et al. (2020), descreve as alteracdes laboratoriais mais frequentes em pacientes
com COVID-19, em ordem de aumento, existe a da proteina C reativa (PCR) com 75%-93% e
com diminui¢do da albumina sérica em 50%-98%, a contagem total de leucocitos com
consideravel variacdo, conforme relatos na literatura, por vezes aparecendo alta ou diminuida,
mas com evidente presenca de linfopenia (35%-75%). Ha& também diminuicdo da
hemoglobina de cerca de 41% a 50% e aumento na alanina aminotransferase (ALT) e
aspartato aminotransferase (AST) de cerca de 8%-37, lembrando que esses exames ndo sao
especificos para COVID-19, e podem estar alterados em inimeras doencas. Em relacéo a
cascata inflamatdria, a Interleucina-6 sérica (IL-6), aumenta de acordo com a progressdo da
SARS, a progressdo esta associada ao aumento extremo de citocinas inflamatdrias e
problemas no sistema fibrinolitico, que pode gerar um quadro de coagulacdo intravascular
disseminada (CIVD), desenvolver complicacbes tromboembdlicas ou deposicdo
microvascular de codgulos, que contribuem para faléncia multipla de 6rgdos, podendo levar o
paciente a morte.

Exames de imagem como raio-X e tomografia computadorizada (TC) do térax, onde
no primeiro, a maioria dos pacientes com suspeita de pneumonia, mostram que ocorrem
infiltracBes pulmonares nos dois pulmdes em 75% dos pacientes sintomaticos (MINISTERIO
DA SAUDE DO BRASIL,2020). A tomografia computadorizada do térax, € um exame nédo
invasivo, e mesmo sendo um exame de imagem convencional, possuem alta precisdo e
velocidade, o Ministério da Saude do Brasil, recomenda solicitar uma tomografia
computadorizada do térax em todos aqueles pacientes com acometimento do trato respiratério
inferior, e que achados anormais de tomografia computadorizada do térax foram relatados em
até 97% dos pacientes.

Younes et al. (2020) relata que a sensibilidade o TC do torax ¢ maior do que RT-PCR
para detectar o SARS-CoV-2 e evidéncias mostraram que pacientes assintomaticos
apresentam alteracGes seguras na TC muito cedo, antes mesmo do exame RT-PCR concluir

como positivo, segundo Feng et al. (2020) em pesquisa clinica, em Wuhan na China. E



plausivel que mesmo com diagnostico negativo no PCR, o paciente sintomatico passe pela TC
do térax como mais uma abordagem eficiente. (YOUNES et al., 2020).

Uma outra abordagem de ensaios é a ELISA, feita de forma manual, foram
desenvolvidos para deteccdo rapida de anticorpos neutralizantes (IgM, IgG e IgA) contra o
novo coronavirus. Assim como existe a fabricacdo de kits de ELISA manuais comercialmente
disponiveis para detectar antigenos virais do SARS-CoV-2, no entanto, eles servem
principalmente para pesquisa e ndo para diagnostico clinico. Apesar de fornecer informacdes
valiosas sobre a resposta imune ao virus, o teste ele ndo pode ser usado para triagem ou
diagndstico de infeccdo precoce, uma vez que anticorpos IgM e IgG especificos ndo sdo
detectaveis nesta fase, ao contrario do RT-PCR. Outro desafio do uso de ELISA manual para
deteccdo de SARS-CoV-2 é o tempo necessario para o desenvolvimento de anticorpos 1gG
especificos, o teste sorologico provavelmente ndo desempenhara um papel ativo na deteccao
de casos iniciais, exceto para diagnostico / confirmacdo de casos tardios ou para determinar a
imunidade do pessoal de saude conforme o surto progride (YOUNES et al., 2020).

Os valores positivos dados a RT-PCR e a soroconversdo, varia em diferentes grupos
de individuos infectados, isso pode incluir a maior parte da populacdo de pacientes
assintomaticos, mal diagnosticados e os ndo notificados. Mesmo com a existéncia de diversos
artigos, para a vigilancia epidemioldgica, existe uma necessidade de coleta de amostras
clinicas para deteccdo viral ou resposta imune em larga escala, porém existe um elevado custo
de testagem em massa, por isso 0 uso racional de ferramentas laboratoriais é fundamental,
com o auxilio de uma anamnese eficiente na triagem de individuos com suspeita de infeccéo,
orientando os médicos por meio de protocolos e diretrizes, para 0 uso racional de
medicamentos e do requerimento de exames especificos, ainda sim a testagem em massa seria
fundamental para definicdo de uma situacdo real dessa doenca em determinados sitios com

elevados niveis epidemiol6gicos (XAVIER et al., 2020).

4.5 Resposta Imune-antiviral

As opcodes terapéuticas mais comuns para infec¢des causadas por virus, de um modo
geral sdo voltadas para evitar a replicacdo viral, bloquear a entrada do virus na célula ou
promover imunidade celular e humoral com memoria imunoldgica, quando ndo ha uma rapida
possibilidade de vacinacdo. O sistema imunologico humano responde de duas formas
diferentes, porém seguidas na maior parte das vezes, a invasdes microbiologicas; o sistema
imune inato e o adquirido. O sistema imune inato corresponde a uma resposta imediata plena,
por isso sdao chamados de primeira linha de combate. (FIOCRUZ, 2009; VABRET et al.,



2020). Eles sdo mediados em maior parte por células, porém ndo sdo especificos a
determinados tipos de organismos, nem possuem memoria imunolégica. J& imunidade
adquirida é também conhecida como imunidade adaptativa, ela se difere da imunidade inata
na resposta especifica ao antigeno ou patdgeno, além de possuir memdria imunoldgica pos-
infecgdo, o Unico problema é que sua ativacdo € demorada devido ao desencadeamento da
especificidade adquirida no combate ao invasor. Na infec¢cdo por COVID-19, existe os dois
sistemas atuando de forma plena, porém com algumas perdas em ambos os lados (FIOCRUZ,
2009; VABRET et al., 2020; VARDHANA et al., 2020).

Em Wuhan, um relatério médico de 99 casos, mostrou um aumento dos neutrofilos
totais (38%), reducdo de linfécitos totais (35%), a IL-6 sérica aumentada (52%), além do
aumento da proteina c reativa (84%), nesses casos neutrofilos aumentados e linfocitos
diminuidos também se correlacionam com a gravidade da doenca e morte, como sera
explicado em breve. Em relacédo aos pacientes que estavam na Unidade de Terapia Intensiva
(UTI), apresentaram niveis plasmaticos mais elevados de muitas citocinas inatas, IP-10,
MCP-1, MIP-1A ¢ o fator de necrose tumoral alfa (TNFa), essas caracteristicas clinicas
sugere condicdes altamente pro-inflamatdrias na progressdo e na gravidade de doenca
(KETLOY etal., 2020).

No inicio de uma resposta imune inata, as células precisam reconhecer o virus que
causou a invasdo, geralmente utilizando os padr6es moleculares associados a patdégenos
(PAMPS) que sdo padrbes de moléculas reconhecidas pelas células do sistema imune inato
como sinal de invasdo por um grupo de agentes patogénicos, podem ser lipidios,
lipoproteinas, proteinas e acidos nucléicos de origem bacteriana, viral, parasitéria e fangica,
localizados no interior celular ou na superficie. Além dos PAMPs existem o0s padrdes
moleculares associados a danos (DAMPSs), que ativam os macrofagos através de conteudo
intracelular liberado de células que estdo morrendo e / ou proteinas liberadas apos lesdo de
tecidos. Tanto os PAMPs quanto os DAMPs sdo provavelmente gerados durante a infecgédo
inicial e lise de pneumdcitos por COVID-19, o que explica a sindrome respiratoria aguda
severa, gerado no processo de dando epitelial e pela quantidade de macrofagos no tecido
pulmonar (KETLOY et al.; VARDHANA et al., 2020).

No caso do SARS, que € um virus de RNA, sdo reconhecidos pelos receptores de
RNA endossémico, TLR3 e TLR7, que atuam em PAMPs virais, em compartimento celular,
mediados por células como dendriticas e linfécito B. Este evento de reconhecimento leva a
ativacdo da cascata de sinalizagdo, induzindo a expressdo de Interferon tipo | e outras

citocinas pro-inflamatorias, sendo essas respostas iniciais, compreendidas como primeira



linha de defesa contra infeccdo viral, com potencial para aumentar ou suprimir a transcri¢éo
de mais de 2.000 genes diferentes. O Interferon (IFN) do tipo I, é a principal resposta do
sistema imune inato, e a sua cascata € responsavel por impedir a replicacdo viral, o que vai
culminar numa resposta imune inata eficaz no momento inicial da infeccdo. A producdo de
interferons tipo | e tipo Il promove defesas antivirais intracelulares em celulas epiteliais
vizinhas, o que pode limitar a disseminag&o viral, enquanto a liberacdo de Interleucina-6 (IL-
6) e Interleucina-1 (IL-1pB) por macrofagos, promove o recrutamento de neutrofilos e células T
citotoxicas. (GARCIA et al., 2020; KETLOY et al., 2020; LI et al., 2020; VABRET et al.,
2020; VARDHANA et al., 2020).

Para SARS-CoV, a resposta a infec¢do viral mediada pelo IFN-1 é suprimida. Os
coronavirus empregam estratégias maltiplas para interferir na sinalizacdo que leva a producao
de IFN tipo L. Essa estratégia de “defesa” estd intimamente associada a gravidade da doenca.
Durante a sinalizagdo do IFN-I, o SARS intervém na cascata dos sensores de RNA e
degradam as moléculas adaptadoras desse sensor, além de inibir a translocacdo nuclear do
Interferon tipo 111 (IFN-I1I), que auxilia o IFN-1 no estimulo a producdo de proteinas que
inferem com a replicacdo viral e estimula mitose de linfocitos. A replicacdo viral ativa,
posteriormente resulta em hiperproducédo de IFN tipo I e influxo de neutréfilos e macréfagos,
que sdo as principais fontes de citocinas pré-inflamatorias. Nos casos graves de SARS-CoV, é
observado de forma consistente 0 aumento de neutréfilos e mondcitos-macréfagos, estudando
o fato de que o IFN-1 em desregulacdo e citocinas inflamatdrias advinda de mondcitos-
macrofagos sdo a principal causa de pneumonia letal. O aumento dessas células imunes inatas
produz consequéncias de deterioragdo para o hospedeiro infectado que se manifestam na
imunopatologia pulmonar, como na figura 4, incluindo pneumonia ou sindrome do
desconforto respiratério agudo (CATANZARO et al., 2020; ESTIPONA, 2020; KETLOY et
al., 2020; VARDHANA et al., 2020).

Figura 4 - Atividade imunolégica inata em defesa antiviral e toxicidade do tecido pulmonar. Os
DAMPs e 0s PAMPS ativam os macrofagos residentes no tecido alveolar. Os macrdfagos liberam em cascata a
IL-6 e IL-1P recrutando neutrofilos e células TCD8+, que controlam o crescimento viral (esquerda), mas causam

danos ao tecido pulmonar (direita), levando a inundagdes e fibrose.
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A imunidade adaptativa, € um subsistema do sistema imunoldgico inato, constituido
por células especializadas, como citado anteriormente, que sdo processadas para eliminar os
patégenos desde suas raizes, impedindo seu crescimento (ABDULLAH et al., 2020). A
resposta imune adaptativa geral é baseada em células T auxiliares (TCD4+), ou T Helper, que
desempenham um papel dominante na imunidade adaptativa do hospedeiro a qualquer
antigeno viral. As células apresentadoras de antigenos (APC), que na sua maioria sao células
fagociticas, ativam a citocina, que atua como indutor das respostas das células T citotoxicas
(TCDB8+), que matam diretamente as células dominadas por virus (ABDULLAH et al., 2020;
VARDHANA et al., 2020; KELLAM et al., 2020).

Foi relatado em estudos com 128 amostras, que no caso do SARS-CoV, o titulo de
anticorpos neutralizantes é diretamente proporcional as respostas das células T, quanto mais
alto o titulo, mais alto serdo as respostas, porém a resposta das células T CD8 +, embora
crucial, precisa ser bem controlada para néo causar patologia pulmonar. (ABDULLAH et al.,
2020; KETLOY et al., 2020).

A resposta imune humoral, trabalha na producdo de anticorpos neutralizantes,
desempenhando um papel protetor, limitando a infeccdo na fase posterior e evitando a
reinfeccdo no futuro. Na infeccdo por SARS-CoV, os epitopos de células T e B foram
extensivamente mapeados, durante o mapeamento, a maioria das respostas (70%) foram

encontradas contra as proteinas estruturais (pico, envelope, membrana e nucleocapsideo) que



sdo a S, E, M e N respectivamente. Entres muitas dessas proteinas virais codificadas pelo
COVID-19, as proteinas N e S sdo os antigenos mais imunogénicos. Os anticorpos contra a
proteina N aparecem primeiro, e apesar de ser um marcador sérico precoce é confiavel para
exposicao ao virus, todavia, os anticorpos contra a proteina S se desenvolvem um pouco mais
tarde e pode se ligar ao envelope viral. 1sso compreende que o IgG contra a proteina S é um
marcador de exposicdo viral que indica recuperacdo. Como a maioria dos epitopos
identificados para ambos o0s virus se concentram nas proteinas estruturais virais, sera
informativo mapear os epitopos identificados no SARS-CoV / MERS-CoV com os do SARS-
CoV-2. Com os epitopos dos trés virus identificados, sera benéfico para aplicacdo em
Imunizagdo passiva usando soro convalescente de pacientes recuperados de SARS ou MERS
(ABDULLAH et al., 2020; KETLOY et al., 2020).

Os pacientes respondem ao virus gerando anticorpos IgM especificos em até 6 dias
pos exposicdo ao SARS-CoV-2, em seguida responde com a producdo de 1gG em pouco mais
de uma semana, sendo que pacientes graves do sexo feminino geram titulos de 1gG mais
precoces e mais elevados, assim, esse tipo de informacdo ajuda no desenvolvimento de
estudos que indicam que o soro convalescente contém anticorpos que podem neutralizar o
SARS em cultura de celulas, e posteriormente testado em humanos com sintomas graves.
Evidéncias significativas indicam que uma resposta imune inata desregulada contribui para a
apresentacdo clinica de pacientes com infec¢des graves por COVID-19 (FOCOSI et al., 2020;
VARDHANA, et al.,2020; KELLAM et al.,2020).

Ciente dessas observacGes acerca da soroconversdo e do tempo de memoria
imunolégica, um estudo feito por Mo et al. (2006) mostrou que de 98 pacientes com SARS,
todos tinham titulos de ligacdo de anticorpos detectaveis ao longo de 2 anos, mas que, em um
subconjunto, os titulos diminuiram durante este periodo. Dezoito individuos com anticorpos
neutralizantes tiveram titulos que atingiram o pico no dia 30 apos alta e depois declinaram
gradualmente de modo que apés 2 anos, 1/18 ndo tinham anticorpos neutralizantes
detectaveis, e 0s pacientes restantes tinham titulos de anticorpos baixos proximos aos niveis
basais. Devido a essa situagcdo, pequenos grupos de estudos tentaram detectar se existe
possibilidade de reinfec¢do por CoVs endémicos nas suas comunidades. Em alguns hospitais
no Quénia, reinfecgdes por coronavirus humano foram detectadas ao longo de um periodo de
6 meses (dezembro a maio de 2010) em 46 de 163 pacientes (28%). A maioria das reinfeccoes
resultou em titulos de virus baixos e diminuicdo da doenga. No entanto, para um pequeno
namero (11%), a reinfeccdo resultou em maior dispersdo do virus em comparacdo com a

infeccdo anterior. Levando a probabilidade de que quando as reinfeccdes ocorreram até 80



dias apds a primeira infec¢do, a carga viral da infeccdo secundéria foi geralmente baixa. No
entanto, a reinfeccdo apo6s 80 dias pode resultar em alta carga do genoma viral, sendo capazes
de transmissdo posterior (KELLAM et al.,2020).

Consideravelmente mais estudos sorologicos bem controlados sdo necessarios, com
mais foco em como os ensaios de ligacdo de anticorpos se correlacionam com as medidas de
protecdo soroldgica contra a infeccdo e reinfec¢do do virus, como os ensaios de neutralizacdo
do virus. E claro que a maioria das pessoas infectadas com SARS-CoV-2 exibe uma resposta
de anticorpos entre 10 e 14 dias ap6s a infeccdo. Em alguns casos leves, a deteccdo de
anticorpos requer muito tempo apds os sintomas e, em um pequeno numero de casos, 0S
anticorpos ndo séo detectados, pelo menos durante a escala de tempo dos estudos relatados
(KELLAM et al., 2020).

4.6 Terapia de Imunizagio Passiva

Sem o desenvolvimento oficial de uma vacina e a falta de opg¢des terapéuticas com
resultados comprovados e efetivos, a terapia de plasma convalescente tem sido considerada
como uma das apostas de controlar o avan¢o da SARS em pacientes graves ou de forma
profilatica. Conhecida como terapia de imunizagdo passiva, ela é relatada pela transferéncia
de anticorpos especificos do patégeno, a pacientes em risco de desenvolver ou que sofram no
momento com a infec¢do, com o objetivo de promover uma imunizagdo a curto prazo até que
o individuo consiga desenvolver uma resposta imune ativa. A aplicacdo terapéutica é
abordada na forma grave ou inicial; na forma grave, em pacientes internados com
insuficiéncia respiratéria grave (FR>30; SatO 2<30%) e precoce, no inicio dos sintomas.
Além da forma terapéutica, existe a profilatica que abrange a equipe de salde e das pessoas
que foram recém expostas a contaminados (BOECHAT et al., 2020; KUMAR et al., 2020;
KU et al., 2020).

A técnica abordada iniciou-se no comego dos anos de 1900, no inicio do século XX.
Porém os primeiros relatos de sucesso do uso dos hemocomponentes foram em 1918, quando
1.703 pacientes foram tratados de pneumonia e influenza espanhola, com plasma
convalescente, o que causaram um declinio clinicamente significativo no risco de morte.
(OZDEMIR et al., 2020; ROJAS et al., 2020; KUMAR et al., 2020; KU et al., 2020).



Nessas epidemias, alta letalidade e falta de terapéutica comprovada levaram a
utilizacdo de soro de convalescenca. Derivado de amostras da literatura anterior. segundo
pesquisadores, o que foi de extremamente importante para abordagens terapéuticas como
sarampo, caxumba e influenza (BLOCH et al., 2020; KUMAR et al., 2020; KU et al., 2020).

Esses anos de pesquisa sugeriram que tanto o processo quanto a teoria sdo simples.
Basicamente o sangue de uma pessoa recém recuperada de uma infec¢do viral é coletado e as
hemacias sdo separadas do plasma. Esse soro coletado, possui anticorpos produzidos por
antigenos de uma pessoa gque Se recuperou com sucesso, entdo o soro € injetado na pessoa
infectada para que os anticorpos combatam o antigeno do virus, como na figura 5 podendo
ocorrer através de uma técnica comum chamada aférese, no qual serd discutido
posteriormente. Os anticorpos que estdo presente nesse sangue “imune” podem mediar seus
efeitos terapéuticos em diversas formas, sdo capazes de se ligar ao “antigeno” viral que é uma
molécula especifica que estd presente no organismo que invadiu o corpo humano, e neutraliza,
impedindo sua atividade infectante diretamente, como também ativando via complemento, o
que fagocita ou opsoniza o antigeno. (BLOCH et al., 2020; MORABITO et al., 2020;
KUMAR et al.,2020).

Figura 5 - O esquema mostra o uso plasma convalescente no COVID-19. Basicamente, um individuo
que se apresentava enfermo com SARS-CoV-2, se recupera e 0s anticorpos neutralizantes do virus, produzidos
no seu sangue, ¢ coletado, identificado e administrado de maneira profilatica, na prevencéo do virus em
determinados individuos (ex.: profissionais de satde) e potencialmente em individuos ainda infectados com a

doenca na expectativa de que diminua seus sintomas e a mortalidade.
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Os estudos anteriores que relatam o tratamento feito com outros coronavirus, como

SARS e MERS, demonstram que a administracdo do plasma de pacientes convalescentes que



contem anticorpos em niveis elevados, ajuda a reduzir a disseminacdo da infeccdo e da
mortalidade, diminuindo o tempo de internacgéo e os sintomas clinicos, sem efeitos colaterais
significativos e com producéo tecnologicamente acessivel e simples. Shen et al., 2020 apud
Kumar et al., 2020, descrevem em um ensaio clinico que a transfusdo de plasma
convalescente possui beneficios no tratamento de pacientes em estado critico por SARS-CoV-
2, tendo em vista que 0 mesmo ndo € considerado transmissivel por transfusdo de sangue,
além de ter um alto potencial de resultados positivos. Kumar et al. (2020) destaca os desafios
e riscos da administracdo passiva de soros convalescentes, o principal desafio € a
disponibilidade de doadores, o rastreamento pode ser dificil e demorado encontrar pacientes
aptos para a doagdo, e 0s riscos seriam as transmissdes de doencas sérica, que sao aquelas
associadas a transmisséo de outras infeccdes sanguineas por transfusdao (BLOCH et al., 2020;
KUMAR et al., 2020).

Para a que ocorra a imunizagdo passiva, € muito importante isolar os anticorpos
produzidos pela doenca do SARS-CoV-2 recuperada do paciente, jA& que 0s anticorpos
aumentados, devem ser produzidos em larga escala para o tratamento de pacientes, como uma
forma rapida de profilaxia ou emergéncia, enquanto o desenvolvimento eficaz, como vacina, é
um processo mais demorado, tanto quanto novos medicamentos. Nas doencgas de origem viral,
0s anticorpos atuam através da ativagdo do complemento, opsonizacdo e mediacdo da
citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC) e principalmente através da
neutralizacdo viral, que seria o bloqueio a entrada da ceélula viral, evitando assim sua
replicacdo (MORABITO et al., 2020).

Os anticorpos de neutralizacdo podem ter como alvo um epitopo comum nesses virus e
oferecem potencial para a prevencéo e o tratamento de COVID-19, eles incluem os anticorpos
especificos ao patdgeno de todos os isotipos de imunoglobulina (IgG, IgM, IgA e IgE). Na
infeccdo por SARS-CoV-2, o0 antigeno-alvo principal que esta associado a neutralizacdo é a
proteina Spike, que é responsavel pela ligacdo do SARS-CoV-2 as células epiteliais, incluindo
pneumdcitos. Os anticorpos nas imunoterapias passivas de Covid-19 séo policlonais por
natureza, com multiplos epitopos contra os paratopos SARS-CoV-2, incluindo o dominio de
ligagdo ao receptor (RBD) na proteina Spike, o que também pode ser considerado um bom
antigeno para vacina, pois contém regides que induzem a producdo de anticorpos
neutralizantes para prevenir a ligagdo de SARS-CoV-2 a ACE2 (ABDULLAH et al., 2020;
MORABITO et al., 2020).

4.7 Coleta e Avaliagdo



Muitos estudos com resultados promissores e positivos, relatam a eficiéncia do uso do
plasma convalescente no SARS-CoV e no SARS-CoV-2, porem todos foram controlados de

Efeitos adversos da transfusdo do plasma convalescente em pacientes com COVID-19
Reacbes Menores Reacdes Moderados/Graves

Elevacdo transitdria da temperatura corporal Reagdes imunoldgicas aos ingredientes do

forma inadequada, sugerindo a possibilidade de viés. Ainda assim, nenhum dos estudos
analisados em revisdes sistematicas relataram eventos adversos graves, embora o relato de tais
eventos certamente ndo fosse abrangente. Os estudos recentes em pacientes COVID-19
mencionados anteriormente ndo relataram quaisquer eventos adversos significativos (quadro
1). (TIBERGHIEN et al., 2020)



de 0,5-1,5 °C em até 120 minutos pds Soro.

transfusao (9 %).

Coceira ou Erupcdo Cutanea (4 % - Em Anafilaxia

transfusGes muito rapidas).

Flebite e Ictericia generalizada (3 %). Transmissdo do potencial patdégeno
Sobrecarga  circulatoria  associada  a
transfusao (TACO) em pacientes
especificamente com doenca
cardiorrespiratoria, idade avancada e
insuficiéncia renal.

Quadro 1: Efeitos adversos da transfusdo do plasma convalescente.
Fonte: Ozdemir, 2020. (Modificado)

Os doadores podem ser encontrados e identificados, por exemplo, através de estudos
de coorte entre hospitais, a nivel nacional que cuidam de pacientes com COVID-19, os
contactando através de mensagens sociais especificas, na medida que aumenta o nimero de
individuos que recebem alta por cura, também aumenta o nimero de doadores potenciais e
elegiveis de plasma convalescente. Poréem, para a coleta do plasma, é necessario destacar uma
série de limitagdes praticas e alguns obstadculos nos programas de coleta do plasma
convalescente em hemocentros ou hospitais especializados, principalmente se existe o
planejamento de coleta em grande escala. (BLOCH et al., 2020; TIBERGHIEN et al., 2020)

O primeiro passo consiste na elegibilidade do doador convalescente. N&o se pode
contar apenas com a auséncia dos sintomas, a triagem com coleta é indispensavel na selecao
do doador, o que torna o servico sobrecarregado em selecionar doadores aptos. Os critérios se
enquadram principalmente em; negativo para SARS-CoV-2 em teste molecular (RT-PCR)
através de esfregaco nasofaringeo ou sanguineo, com pelo menos 14 dias ap0s cessar 0sS
sintomas principais. Os individuos precisam estar livres de virus no momento da coleta de
sangue, devido ao risco potencial para a equipe de coleta de sangue e outros doadores. Os
riscos especificos relativos ao plasma humano anti-SARS-CoV-2 incluem a transmitido por
transfusdo. 1sso € um discursdo teorica, sendo que o receptor ja esté infectado e no presente
momento ndo ha relatos de transmissdo de um virus respiratério por transfusdo de sangue
(BLOCH et al., 2020; SHEREEN et al., 2020).



O volume do plasma coletado precisa ser adaptado ao sexo, altura e peso de cada
doador, aqueles elegiveis devem ser convidados a submeter-se a uma aférese de plasma,
sendo direcionado ao hemocentro ou hospital de pesquisa. Por meio do preenchimento de um
questionario, ¢ feito a avaliacdo do histérico dos doadores e exames bioquimicos, conforme
especificado pelo FDA e pela ANVISA, reconhecendo os pacientes doadores como
voluntarios. A aférese consiste numa tecnologia automatizada no qual o sangue total é
centrifugado continuamente, até que seus componentes sanguineos sejam separados (globulos
vermelhos, plasma e plaquetas) isso permite a coleta seletiva da fracdo sanguinea desejada
com retorno dos demais componentes ao doador. (BLOCH et al., 2020; SHEREEN et al.,
2020).

Em pesquisas anteriores, o volume a ser coletado do plasma tem sido bastante
variavel, aproximadamente 600ml de plasma pode ser submetido a tratamento para reducéo de
patdégenos em pacientes graves, ainda sim existe a indagacéo acerca do volume em profilaxia
vs. tratamento. Existe também, outras barreiras que podem impedir o sucesso nas doagoes por
aférese, como titulos insuficientes de Ab neutralizantes, falha em atender os critérios para
eleger doadores e exames laboratoriais reprovados. Nesse caso, 0 mais interessante é
concentrar esforcos, em recrutar pacientes convalescentes, que apresentaram sintomas e
exames clinicos significativos para a COVID-19. Na maioria dos paises, os critérios de
elegibilidade exigem um atraso entre a cessacao da doenca e a doacdo de sangue, iSso garante
que tenha uma real auséncia de infeccdo. Além do mais, esse atraso pode favorecer 0s
anticorpos com maior afinidade e, portanto, um plasma convalescente otimizado, na melhor
das hipéteses (BLOCH et al.,2020; TIBERGHIEN et al., 2020).

Os estudos anteriores com o plasma convalescente de infec¢do por SARS-CoV ou
influenza (HIN1), ndo relatam eventos adversos sugestivos de uma provavel “reinfec¢do”, no
momento da transfusdo. Isso poque é recomendado que seja validade a auséncia de RNA do
SARS-CoV-2 no plasma coletado, antes da infusdo. A Francga, por exemplo, passa por
reducdo de patdgenos, e se mantem em quarentena até pelo menos 2 meses, junto com uma
avaliacdo microbioldgica no momento da subsequente doacédo do plasma (TIBERGHIEN et
al., 2020).

Uma vez tratado e qualificado, é feito a tipagem ABO, a determinagdo Rh e o plasma
seguem para transfusdo diretamente ou para criopreservacao para transfusdo posterior ou para
pesquisa (em unidades de 200-250 ml). (ROJAS et al., 2020; TIBERGHIEN et al., 2020). O
processo para aplicacdo e uso é direto e bastante eficiente: uma ou duas unidades de plasma

fresco (aprox. 250-500mL, ou até 5g de IgG) congelado e inativado do virus, coletado de



paciente convalescente individual é administrado a pacientes enfermos do mesmo grupo
sanguineo. Embora o plasma convalescente seja rastreado para titulos de neutralizagdo, os
titulos ndo sdo padronizados e a dose de anticorpos que incluem o 1gG e outros fatores
imunologicos sdo desconhecidos (BLOCH et al., 2020; MORABITO et al., TIBERGHIEN et
al., 2020; KU et al.,2020).

No momento da transfusdo a China empregou uma Unica unidade (200mL) de plasma,
sendo a dosagem selecionada baseada na experiéncia com o uso anterior de plasmaterapia
convalescentes em SARS, que seriam 3,125 ml/Kg de plasma em um titulo de 1:160. Nos
ensaios clinicos essa unidade foi proposta para uso profilatico p6s exposicdo, sendo
adicionadas até mais um ou duas unidades para o tratamento, nos casos onde a doses
profilatica foi aplicada, obtiveram resultados positivos. A duracao da eficacia dos anticorpos é
desconhecida, mas é postulado que dure semanas a alguns meses. Em exemplos de um
paciente de 80kg, resultaria em 250 ml de plasma (3,125 ml/kg x 80 kg = 250 ml > 1:64) o
que aproxima do volume da unidade programada pelo FDA. Este esquema oferece facilidade
logistica para a preparacdo de produtos para transfusées de adultos (CASADEVALL et al.,
2020; BLOCH et al.,2020; TIBERGHIEN et al., 2020).

Para Accorsi et al. (2020) as aplicacdes de forma profilatica, o ideal é o periodo de 7
dias a partir do inicio dos sintomas ou em recente exposi¢do, sugere-se também que a
administracdo de volumes seja de 200 a 600 ml de plasma imune (correspondendo
aproximadamente a 8-10 ml / kg, com um méaximo de 600 ml) uma vez por dia em até trés
dias consecutivos. Este esquema pode ser repetido uma vez. Volumes maiores podem ser
treinados devido ao risco de sobrecarga circulatoria associada a transfusao.

A geracdo de anticorpos com ampla atividade neutralizante contra diferentes
coronavirus, ou pelo menos coronavirus relacionados ao SARS, seria de grande valor para
enfrentar futuras ondas de doenca relacionada ao coronavirus. Se 0s ensaios clinicos
randomizados em grande escala podem demonstrar a eficacia e seguranca da PC, seu uso
terapéutico entre pacientes com doenca grave e uso profilatico em populagdes de alto risco
pode mudar o curso desta pandemia em curso. No entanto, anticorpos amplamente
neutralizantes contra diferentes coronavirus humanos sdo muito raros, provavelmente
relacionados a variacdo de sequéncia da proteina spike e a natureza critica dos epitopos
altamente conservados (KU et al., 2020).

O primeiro alvo dos anticorpos neutralizantes relacionado ao SARS-CoV-2, é a
proteina Spike (S), ela desemprenha um papel importante na entrada do virus nas células

hospedeiras e para chegar a proteina spike inteira, foram desenvolvidos métodos bem



estabelecidos para isolar os anticorpos monoclonais SARS-CoV-2 (ZHOU et al., 2020). Ku et
al. (2020) através de Xiong et al. E Wu et al. (2020) descreve diferentes formas de isolar e
identificar o anticorpos monoclonais para 0 SARS, seja isolando varios anticorpos
neutralizantes de camundongos imunizados com receptores-obrigatérios para SARS-CoV-2
usando a tecnologia de hibridoma ou através da selecdo de uma biblioteca de anticorpos de
dominio Unico. Uma vez que um painel de anticorpos monoclonais é gerado, 0s ensaios
bioquimicos, como ligacdo ELISA, ligacdo baseada em ceélulas, medicdo de afinidade e
mapeamento e categorizacdo de epitopos, sdo comumente usados para caracterizar 0S
anticorpos (FOCOSI et al., 2020; KU et al.,2020).

Os candidatos a anticorpos sdo entdo avaliados quanto as suas atividades de
neutralizacdo em ensaios baseados em células in vitro e em modelos animais in vivo. Como
exemplo, do anticorpo monoclonal, um mAb SARS-CoV (47D11) gerado a partir de um
hibridoma de camundongos humanizados neutralizou 0 SARS-CoV com um IC50 de 0,19 pg
/ ml e mesmo se ligando ao receptor-obrigatério de ambos os virus, ele ndo conseguiu
bloquear a ligacdo ao ACE2, sugerindo a presenca de um epitopo amplamente neutralizante
gue ndo esta diretamente envolvido na ligacdo ao receptor. (KU et al.,2020)

Os anticorpos que se ligam a proteina spike com alta afinidade, podem ser testados
primeiro quanto a sua capacidade de bloquear a interacdo spike com ACE2, como na figura 6,
ou testados diretamente em ensaios de neutralizacdo viral baseados em células in vitro, em
uma situacdo de recursos limitados, ELISA 1gG pode ser um substituto para os testes de
neutralizacdo. O sistema de ensaio in vitro comumente usados para avaliar a atividade de
neutralizacdo de anticorpos contra o coronavirus € baseado na infecgdo por virus vivo da linha
de células Vero ES6.

O Vero E6 ¢ o padrdo ouro do ensaio de neutralizacdo in vitro, em resumo, quando
ocorre a infec¢do por SARS-CoV-2, as células podem apresentar efeitos citopaticos (CPE),
que podem ser observados visualmente ou formar placas virais que podem ser detectadas por
coloracdo imunofluorescéncia. No entanto, este sistema de ensaio é restrito, pois precisa ser
realizado em instalacdes de nivel de biosseguranga 3 (BSL-3) (ALZOUGHOOL et al.,2020;
KU et al., 2020).



Figura 6 - Esquema de funcionamento do mecanismo de competigéo entre a proteina spike na
superficie do SARS-CoV-2, como o anticorpo neutralizante, pelo dominio de ligacdo com receptor (ACE2). A

parte violeta em forma de V é o local de ligacdo do receptor (ACE2) quanto o epitopo do anticorpo.
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foi identificado que o anticorpo monoclonal (CR3022) se liga ao RBD da proteina spike do
SARS-CoV-2. Isto ocorre, provavelmente, pelo fato que o epitopo do anticorpo ndo se
sobrepde ao sitio de ligacdo do receptor ACE2. CR3022 tem potencial para ser desenvolvido
como um candidato terapéutico, porém sozinho ndo consegue uma atividade efetiva, tento a
necessidade de outro anticorpo, como 0 CR3014 ou com outros anticorpos neutralizantes
durante a plasmaterapia na prevencdo e tratamento da infeccdo por COVID-19. Por outro
lado, alguns estudos, mostram gque embora a combinacdo de varios anticorpos neutralizantes
potentes, diminuam a probabilidade de escape, de alguns virus isolado, pode também haver a
diminuicdo da sensibilidade a neutralizacdo. (ZHOU et al., 2020; SHEREEN et al., 2020).

4.8 Regulamentacdes do Procedimento

Embora o uso do plasma convalescente ainda ndo tenha comprovada eficacia no
combate ao COVID-19 e os ensaios clinicos publicados ndo sdo controlados e com poucos
pacientes, o plasma convalescente tem sido usado com compaixdo e responsabilidade nesta
pandemia, por isso 0 governo dos Estados Unidos por meio de um programa de acesso
expandido, divulgou diversos testes clinicos administrado pelo COVID-19 Convalescent
Plasma Project (CCPP19.0rg). Segundo o Ministério da Saude do Brasil, através da ANVISA
(NT 19°/2020), o Brasil considera os hemocomponentes, que sdo produtos oriundos do sangue



total ou do plasma, obtidos por meio de processamento fisico, como produtos bioldgicos, e
passivos de eficacia clinica e seguranca comprovadas, além da qualidade garantida pela
adocdo dos requerimentos de Boas Praticas no Ciclo do Sangue.

A ANVISA alerta que ndo existem estudos conclusivos acerca do uso do plasma
convalescente, ¢ que qualquer procedimento devera ter sua eficacia aprovada pelo Conselho
Federal de Medicina (CFM) ou Ministério da Salde, em situagdes especificas onde sejam
consideradas emergéncias publicas, gravidade da doenca ou risco de vida do paciente, sob
responsabilidade do médico pesquisador, do esclarecimento do paciente ou dos familiares, em
casos onde o paciente ndo responde por si (ANVISA, NT 19°/2020).

A ANVISA (NT 19%2020), também informa que, os pesquisadores ou equipes
médicas devem entrar em contato com os servicos de hemoterapia para formalizar possiveis
parcerias para obtencdo de plasma convalescente, de acordo com os protocolos de pesquisa ou
protocolos clinicos em desenvolvimento, seguindo rigorosamente 0s critérios técnicos
aplicaveis a doacdo, processamento, armazenamento e transfusdo o de sangue, executados em
servicos de hemoterapia, conforme o Ministério da Salde. Ressalta-se que as transfusdes de
plasma sdo geralmente seguras e bem toleradas pela maioria dos pacientes, desde que
seguidos os requisitos técnicos e sanitarios para producdo e uso dos hemocomponentes.
Assim como a FDA (Food and Drug Administration), a ANVISA (Brasil) forneceu
recomendacdes para doacdo de plasma convalescente, assim como no quadro 2 os doadores
devem ter infeccdo documentada de SARS-CoV-2 através da sorologia ou RT-PCR, entre 14
e 28 dias ou mais sem sintomas, um novo teste de RT-PCR negativo e seguir todas as regras e
orientagdes dos hemocentros de cada local (ANVISA NT 19°2020; TIBERGHIEN et al.,
2020).

Quadro 2. Recomendagdes da FDA, EU e ANVISA sobre elegibilidade dos doadores



Recomendagdes
Diagnédstico para
COVID-19

Tempo desde os
ultimos sintomas

Critérios de testagem

HLA Testagem

Titulos de anticorpos

FDA
Evidéncia de COVID-19
confirmada em teste
laboratorial:
- Swab nasofaringeo no
momento da doenga ou
- Teste soroldgico
positivo para anticorpos
anti-SARS-CoV-2.

Completa resolugao dos
sintomas com pelo
menos 14 dias antes da
doagao

Um resultado negativo
para covid-19 por um
teste diagndstico ndo é
necessario para
qualificar o doador

Doadores do sexo
masculino e doadores
do sexo feminino que
ndo estejam grdvidas,
precisam dos
anticorpos anti-HLA

Titulos de anticorpos
neutralizantes SARS-
CoV-2, se disponiveis.

Quando a medigao
estiver disponivel,
recomendamos a
neutralizagao de titulos
de anticorpos de pelo
menos 160. Um titulo

EU
Um diagndstico prévio
de COVID-19
documentado por um
RT-PCR positivo ou um
teste positivo para
anticorpos antiSARS-
CoV-2,
independentemente de
o individuo apresentar
sintomas ou nao.
Individuos que nao
foram testados, mas
tém um histdrico claro
de sintomas de COVID-
19 também podem
doar.
In general, 28 days
should have passed
since full recovery, or
the end of preventive
isolation, before
donation proceeds.
evidéncia laboratorial
de eliminagdo de RNA
viral do trato
respiratorio superior
(RT-PCR negativo); ou
teste soroldgico
positivo para anticorpos
anti-SARS-CoV-2 em
doadores que nunca
desenvolveram
sintomas e nunca
tiveram resultado
negativo do teste RT-
PCR.
Doadores sem histdrico
de transfusao de
sangue e doadoras que
nunca estiveram
gravidas ou que foram
testadas e deram
resultados negativos
para anticorpos anti-
HLA por meio de um
ensaio validado.
O FDA prop&e um limite
de 1: 160, mas observa
que 1:80 também pode
ser aceitavel. Quando a
titulacdo de anticorpos
neutralizantes ainda
nao estiver disponivel, o
plasma pode ser
coletado e congelado
até a liberagdo para

ANVISA
Evidéncia de COVID-19
confirmada em teste
laboratorial:

- Swab nasofaringeo no
momento da doenga ou
- Teste soroldgico
positivo para anticorpos
anti-SARS-CoV-2.

Completa recuperagdo
clinica no periodo de 15
a 30 dias

Swab nasofaringeo (RT-
PCR negativo); ou teste
soroldgico positivo para
anticorpos anti-SARS-
CoV-2 em doadores que
nunca desenvolveram
sintomas e nunca
tiveram resultado
negativo do teste RT-
PCR

Doadores do sexo
masculino e doadores
do sexo feminino que
ndo estejam gravidas,
precisam dos
anticorpos anti-HLA

Segue os padrdes da
FDA e EU.



de 80 pode ser
considerado aceitavel
se uma unidade
compativel alternativa
nao estiver disponivel.

Quando a medigdo ndo
estiver disponivel,
considere armazenar
uma amostra de
retencdo da doagdo de
plasma convalescente

uso, uma vez que o
teste tenha sido
realizado em uma
amostra arquivada e o
resultado esteja
disponivel.

Quando os anticorpos
ndo sdo detectados no
plasma coletado, ele
ndo pode ser
considerado para fins
terapéuticos do COVID-

para determinar os 19 e deve ser

titulos de anticorpos em  disponibilizado para
uma data posterior. outros usos padrao
Fonte: EU programme of COVID-19, ANVISA/MS NT 13°, 19° e 21°, FDA.

Utilizando como referéncia situagdes anteriores que esta modalidade de imunizacéo
passiva foi utilizada experimentalmente (epidemias Ebola, SARS e MERS) e mesmo
considerando o fato de que as evidéncias clinicas, até o presente momento, ndo sdo muito
fortes e sua seguranca estd pouco consolidada acerca do uso do plasma convalescente em
pacientes com COVID-19, o Ministério da Saude e a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Anvisa), em nota técnica (NT 21°/2020) autorizaram no Brasil a pesquisa clinica
com plasma de paciente convalescente. Segundo alguns critérios premeditamente discutidos, a
doacdo por aférese podera ser feita em situacBes especiais, com o objetivo de suprir a
necessidade transfusional de determinados pacientes. Essas doagdes ndo podem comprometer,
a integridades dos doadores, nem dos profissionais de salde que trabalham na hemoterapia,
além do mais, esse servico ndo pode comprometer a assisténcia hospitalar nem do hemocentro
durante a pandemia.

As coletas devem ser realizadas juntamente no servico de hemoterapia, em um
ambiente isolado das demais coletas de sangue, evitando cruzamento de fluxo e possivel
contaminacdo dos doadores e profissionais, de forma regularizada junto a ANVISA,
cumprindo os requisitos técnicos e regulatérios definidos pela Resolugdo da Diretoria
Colegiada da Anvisa - RDC 34, de 11 de junho de 2014 e Portaria de Consolidagdo n° 5, de
28 de setembro de 2017. Além de cumprir com os requisitos regulatorios, precisa cumprir 0s
requisitos técnicos, como coleta, processamento, armazenamento e transfusdo de sangue,
ressaltando principalmente a triagem clinica e laboratorial de forma correta, aos testes pré-
transfusionais e a transfusdo. Tudo isso visando a seguranca de todos que estiverem no
processo da pesquisa, sendo observadas ainda todas as medidas de biosseguranca

recomendadas pelas autoridades de saude.



Eles explicaram a consideragdo em evidéncias na literatura cientifica recente, que
demonstraram que existe uma permanéncia de RT-PCR positivo para o virus SARS-CoV-2
em Swab nasal mesmo ap0s 14 dias da completa recuperacao e que a presenca de anticorpos
IgG anti-SARS-CoV-2 permanece mesmo apds 30 dias. Por isso os candidatos que se
predispuseram a doacdo de plasma, apo6s diagndstico clinico e/ou laboratorial, s6 podem
realizar a doagdo, apo6s o periodo de 30 dias, com a completa recuperagdo (assintomatico e
sem sequelas que o contraindiquem no processo). Apds a coleta a bolsa de plasma precisa
estar rotulada e diferenciada das demais bolsas no servico de hemoterapia, em armazenamento
de forma segregada e com alerta para uso exclusivo em situacéo experimental.

Se tratando de um procedimento de valor experimental, tudo precisa atender as
diretrizes que regulamentam as pesquisas clinicas que envolvem seres humanos. Sendo ainda
considerado, uma situacdo de emergéncia em Saude Publica de importancia nacional
declarada pela Ministério da Saude devido a infeccdo pelo novo Coronavirus, sendo que o
médico prescrito da terapia experimental devera seguir as normas éticas do Conselho Federal
de Medicina. Recomenda-se também a formalizacdo entre o0s pesquisadores e 0s
estabelecimentos onde sera realizado a pesquisa, de maneira que o hemocentro possa se
organizar para atender a demanda estabelecida.

Morabito et al. (2020) descreve um relatério clinico de pacientes enfermos na China,
dez pacientes receberam 200 ml de plasma com titulos de pelo menos 1:640 (recomendados
pela FDA), além de tratamento de suporte com antivirais, havendo melhora significativa nos
sinais e sintomas em pacientes criticamente enfermos, reduzindo também a quantidade do
RNA viral, diminuicdo das lesdes pulmonares, além da reducdo da mortalidade do paciente
em comparacdo com um grupo de controle que possuia um histérico semelhante ao outro
grupo. O valor do nivel normal médio de 1IgG em 200 ml de plasma, foi equivalente a
aproximadamente 2g de 1gG ou 0,03g/kg em adultos de 70 kg, sendo importante ressaltar que
nenhum evento adverso ocorreu nos pacientes transfusionados (CAO et al., 2020;
MORABITO et al, 2020; KU et al., 2020).

4.9 Atualizacbes sobre o método

As Ultimas décadas trouxeram novas tecnologias que se desenvolveram para purificar
e fabricar imunoglobulinas (IG) derivadas do plasma humanos como forma de terapias
medicamentosas, ou chamadas de formulag¢Ges de globulina hiperimune (H-1G), que tem sido

usada de como a segunda linha de imunoterapias passivas contra diversas doencgas virais. Os



HIGs sdo medicamentos derivados de plasma convalescente, com titulos conhecidos de
anticorpos neutralizantes, contra agentes infecciosos especificos (MORABITO et al., 2020).

As imunoglobulinas hiperimune (H-1Gs) sdo produzidas seguindo o processo de
producdo de IG, por meio do fracionamento, onde ocorre uma mistura purificada de 1gGs,
uma mistura de 1gG humano, nesse caso, de acordo com as propor¢des dos pacientes
convalescentes do COVID-19. Ao final, o produto terd& um conjunto diversificado de
anticorpos policlonais contra 0 SARS-CoV-2, com um titulo de neutralizacdo medido de
forma padronizada, com uma concentracao precisa de 1gG (solucéo a 10% é o mais comum)
antes de ser liberado para aplicagdo. Sendo um medicamento, o H-IG precisa ser
regulamentado pelas autoridades de satde e produzidos em empresas biofarmacéuticas que
possuam infraestrutura especifica para produzir terapias derivadas de plasma, assim como
varias empresas anunciaram os programas de producdo de H-IG (MORABITO et al., 2020).

Quando coletado e processado, o plasma fabricado para H-IG, é submetido a uma
sequéncia de etapas que podem levar até alguns meses: etapas como fracionamento,
purificacdo, incubacdo, teste de liberacdo, acabamento e embalagem. Este processo é que
garante a pureza, seguranca e titulos adequados de anticorpos neutralizantes antes da liberacao
para seu uso clinico. O processo de fabricacdo dos H-1Gs pode ser feito em escala comercial,
seguindo o processo descrito, chegando até o processamento de até 20.000 | de plasma,
embora a dose clinica seja definida em ensaios clinicos, os titulos de neutralizacdo in vitro do
produto acabado informardo a selecdo da dose. Até 0 momento, nenhum ensaio clinico de alta
qualidade demonstrou eficacia e seguranca convincentes do H-IG em epidemias de
coronavirus. Havendo a necessidade de ensaios clinicos randomizados para estabelecer o
equilibrio risco-beneficio desta intervencdo para Covid-19. Os resultados dos ensaios de
controle randomizados que investigaram o uso de H-1G sugerem alguma eficécia clinica, que
pode estar relacionada a titulos uniformemente elevados de anticorpos antivirais nas
preparacOes farmacéuticas. Portanto, pode haver mérito em concentrar esforcos futuros em H-
IG ou em formulagdes concentradas de anticorpos antivirais. (SULLIVAN et al., 2020;
MORABITO et al., 2020).

A seguranga e a eficacia do procedimento sdo essenciais, embora os estudos que
envolvem o plasma convalescente no COVID-19 ainda s&o mal controlados. Por isso um
ensaio randomizado, avaliando a seguranca e a eficacia antecipadamente, poderia ser a
abordagem mais cientifica e solida no processo de tratamento, configurando que esses testes
em situacbes de pandemias/epidemias infecciosas agudas transitorias sdo um grande desafio.

Os estudos de caso-controle sdo menos satisfatorios, porém ainda podem ser uma opcao



razodvel se os controles forem muito comparéveis com os fatores conhecidos e desconhecidos
que possam impactar o final do estudo (SULLIVAN et al., 2020; TIBERGHIEN et al., 2020).

Grande parte dos ensaios clinicos estdo focados em pacientes graves e que incluem a
morte como desfecho da pesquisa, ou a ndo necessidade do suporte de ventilacdo. Os
desfechos secundarios sdo mais variaveis como duragdo de hospitalizacdo, necessidade de
oxigenacdo, assim com impactos nos titulos de anticorpos pos-transfusdo. A forte ralacdo
entre os desfechos primarios é o que facilitara no desenvolvimento de comparac6es e meta-
analises dos estudos. Parte das pesquisas clinicas estdo destinadas ao uso do PC como medida
profilatico pos-exposicdo, com estudos randomizados e duplo cego, comparando a eficacia e a
seguranca do plasma anti-SARS-CoV-2 vs. Controle (plasma ndo imune) entre adultos que
tiveram exposicdo por contato ao COVID-19, porém assintomaticos (ACCORSI et al., 2020;
BARONE et al, 2020; BLOCH et al.,2020).

Os Centros de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC) dos Estados Unidos, descreve
uma exposi¢do como um contato proximo de aproximadamente 2 metros de um paciente com
COVID-19 por um periodo prolongado sem o uso de equipamentos de protecdo individual
(EPIs). Disposto entre pessoas que convivem com pacientes, pacientes imunocomprometidos,
idosos ou em profissionais de salde que estdo em contato direto. Sendo considerado seguro e
eficaz, a profilaxia com PC pds-exposicdo oferece uma intervencdo protetiva, protelando a
progressao para doenca critica podendo evitar sobrecarga de recursos de cuidados intensivos
ou internagbes hospitalares. Outros estudos avaliam o uso do plasma humanos convalescente
em pacientes com quadros iniciais leves, moderados e graves que requerem uso de ventilacao
mecénica (ACCORSI et al., 2020; BARONE et al, 2020; BLOCH et al.,2020).

Relacionado as pesquisas sobre a terapia com plasma convalescente, o contexto ndo é
tdo amplo quando comparamos com outros métodos, principalmente em situac@es de crises ou
surtos na saude publica. No momento, existem varios ensaios clinicos em andamento que
investigam o plasma convalescente em diversas configura¢fes do Coronavirus, alguns desde o
inicio da pandemia; como medida profilatica pos exposi¢do, no tratamento da doenca
sintomética em casos leve, moderados, severos com complicagfes respiratorias e pacientes
com ventilagdo. Caso exista pacientes que ndo atendam os critérios clinicos para as pesquisas,
0 FDA nos Estados Unidos, por exemplo, aprovou protocolos para utilizacdo do PC em
emergéncia e acesso expandido de experimentacao e pesquisa (BOECHAT et al., 2020).

No dia 26 de marco de 2021 o presidente do Instituto Butantan, juntamente ao prefeito
de duas cidades paulistas (S&o Paulo — Brasil), em publicacdo no site oficial do centro de

pesquisa (butantan.gov.br), deram inicio ao projeto piloto de uso de plasma convalescente



aqui no Brasil em pacientes em estado de salde leve, testados positivos para o COVID-19.
Pessoas imunossuprimidas, com comorbidades e maiores de 60 anos, estdo listadas como
aptas para receber o tratamento segundo o instituto. O projeto piloto se destaca nessas duas
cidades (Santos e Araraquara) devido a busca das suas autoridades pelo instituto no intuito de
realizar o tratamento nos pacientes locais, como forma de escape da crise que alastrava nas
cidades em casos agudos da COVID, com uma curva epidemioldgica explosiva da variante P1
do novo coronavirus. Para isso, hemocentros com diversas unidades espalhadas pelo estado de
Sdo Paulo se tornaram pontos de coleta, armazenamento e distribuicdo do plasma hiperimune
(convalescente).

As cidades pilotos montaram estruturas que avaliaram 0s impactos do plasma
hiperimune em pacientes positivos, acompanhados pela equipe do Butantan. Desta forma,
com a assertiva do projeto piloto é possivel que este tratamento se amplie em outros
municipios do estado. A partir do conhecimento dos estudos clinicos realizados no Brasil e no
mundo com plasma convalescente, sera possivel obter as informacfes necessarias para
aplicacdo da terapia, como exemplo, a aplicacdo do plasma se torna essencial em uso precoce
nos pacientes, em especifico nas primeiras 72h do surgimento dos sintomas em volumes
especificos, ndo sendo eficaz em aplicacdo tardia, como em pacientes graves, segundo o
protocolo Diretrizes para o Uso de Plasma Convalescente no Tratamento de Pacientes com
Covid-19 (ABHH , 2021 ) que foi validado pela Associagdo Brasileira de Hematologia e
Hemoterapia. O plasma foi obtido por meio de doacgéo voluntéria de plasma por aférese ou de
plasma por meio de doacdo de sangue total de pessoas que ja foram contaminadas pelo novo
coronavirus, tendo como requisito ter sido contaminada pela Covid-19 pelo menos 30 dias
antes do ato da doacdo, estar em boas condicdes de salde, ter entre 16 e 69 anos, pesar no
minimo 50 kg, evitar alimentacdo gordurosa antes da doacdo e apresentar documento original
com foto. Gestantes e Parturientes estdo proibidas de realizar a doacdo, por motivos ja
discorridos ao longo deste trabalho, sendo assim apenas mulheres nuliparas e homens estardo

aptos para doacao.
5. Materiais e Métodos

5.1 Desenho do estudo

O presente trabalho trata-se de um estudo de revisdo sistematica e metanalise de
ensaios clinicos randomizados, reportado conforme a recomendacdo PRISMA (Principais

Itens para Relatar RevisGes sistematicas e Meta-analises) (MOHER et al., 2010). O protocolo



das etapas de construcdo desta revisdo sistematica foi publicado na International Prospective
Register of Systematic Reviews (PROSPERO) sob registro CRD42020183221.

5.2 Buscas nas bases de dados

As buscas foram elaboradas, utilizando estratégias de busca com operadores booleanos
nas seguintes bases de dados: MEDLINE (Medical;Literature Analysis and Retrieval System
Online), através do PubMed; EMBASE e Science Direct, utilizando termos indexados,
palavras-chaves e sindbnimos relacionados a coronavirus humano e plasma convalescente, e
incluidos textos em portugués, inglés e espanhol. Outras fontes, foi considerada literatura
cinzenta como parte do material de busca para revisao bibliografica, como: Boletim Semanal
da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), ReBEC (Registro Brasileiro de
Ensaios Clinicos), sites de organiza¢BGes nacionais e internacionais como, Organizacdo Pan
Americana da Saude (OPAS), Ministério da Saude do Brasil (MS) e Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

No inicio de 2021, foi apresentado uma nova base de dados cientificas e registros de
ensaios clinicos, referentes as publicacbes e sobre 0 COVID-19, com sua relacdo com avangos
de pesquisa, vacinas, diagndsticos e tratamentos suporte, sendo de extrema importancia para o
desenvolvimento da pesquisa, foi incluido uma base de registros de ensaios clinicos
especificos sobre 0 COVID-19, chamado COVID-NMA, que é uma iniciativa internacional
que trabalha em conjunto com a OMS, liderada por uma equipe de pesquisadores da Clinical
Trials (National Institutes of Health — incluido o registro de estudo COVID-19 do Cochrane),
Cochrane, International Clinical Trials Registry Platform ICTRP e de outras instituicbes ao
redor do mundo, sendo feita a pesquisa de forma conjunta pelo repositério. Todos 0s outros
dados encontrados nas outras bases de dados foram filtrados e caso fossem elegiveis a
pesquisa, eram comparados com 0s dados do repositorio e posteriormente eliminados por
duplicidade ou inclusos por elegibilidade, sendo que a maioria dos estudos encontrados nas

bases indexadas, j& apresentavam registro no repositério do COVID-NMA.

5.3 Estratégia de busca

A coleta foi realizada entre dezembro de 2020 a abril de 2021, sendo o repositorio
NMA atualizado semanalmente desde o seu funcionamento (maio/2020), tendo uma
atualizacdo frequente de informacOes. Foi elegido abril um periodo consideravelmente
razodvel para processamento, sistematizagdo e metanalise das informagdes dos ensaios

clinicos que ja tivessem sido concluidos/publicados em tempo suficiente de escrita e defesa da



dissertagdo. Foram utilizadas as palavras-chave e sinGnimos de acordo com as bases de dados,
utilizando os operadores booleanos “AND” e “OR” como mostra o quadro 3. A busca foi feita
por meio das palavras encontradas nos titulos, assuntos e resumos dos artigos, limitados aos
ultimos 2 anos de pesquisa/publicacdo (Dez/2019 — Abr/2021).

Quadro 3 - Palavras-chave utilizadas na busca eletronica acrescidas dos operadores booleanos “AND”
e “OR” e a fontes de busca determinada.
Base de Dados Estratégias de Busca NUmero de titulos (antes
da triagem)

Medline (via Pubmed) (((((("coVID-19" [Supplementary Concept] OR  7.659 titulos
2019 novel coronavirus
infection [all fields] OR 2019-nCoV infection [all
fields] OR COVID-19
pandemic [all fields] OR coronavirus disease-
19]all fields] OR 2019-nCoV
disease [all fields] OR COVID19J[all fields] OR
2019 novel coronavirus disease [all
fields] OR coronavirus disease 2019[all fields]
OR "severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2"  [Supplementary
Concept] OR Wuhan coronavirus [all
fields] OR Wuhan seafood market pneumonia
virus [all fields] OR COVID19
virus [all fields] OR COVID-19 virus [all fields]
OR coronavirus disease 2019
virus [all fields] OR SARS-CoV-2[all fields] OR
SARS2[all fields] OR 2019-nCoV [all
fields] OR 2019 novel coronavirus [all fields]))
OR (“coronavirus'[mesh] OR
cov [all fields] OR Coronavirus [all fields] OR
""coronavirus infections"[mesh] OR
human coronavirus [all fields] OR “coronavirus
nlé3, human'[mesh] OR
“coronavirus oc43, human"[mesh] OR
"coronavirus 229e, human*[mesh] OR
covid-19[all fields] OR new coronavirus [all
fields] OR 2019-ncov [all fields] OR
novel coronavirus [all fields] OR betacoronavirus
[all fields]))))) AND
(("Plasma"[Mesh] OR Plasma [all fields] OR
Plasmas [all fields] OR Blood
Plasma [all fields] OR Blood Plasmas [all fields]
OR Convalescent sera [all fields]
OR Convalescent serum [all fields] OR
convalescent plasma [all fields] OR
Convalescent whole blood [all fields] OR Pooled
human Immunoglobulin [all
fields] AND ((clinical [Title/Abstract] AND trial
[Title/Abstract]) OR clinical trials as topic
[MeSH Terms] OR clinical trial [Publication
Type] OR random*[Title/Abstract] OR random
allocation [MeSH Terms] OR therapeutic use
[MeSH Subheading])))

EMBASE (coronavirus OR covid-19 OR 2019-nCov) 24
(convalescent plasma)

Science Direct (covid-19 OR 2019-nCov) AND (convalescent 350




plasma) AND (Clinical trials)
Fonte: Elaboragdo do Autor

5.4 Critérios de Elegibilidade do Estudo

Foram incluidos na pesquisa apenas ensaios clinicos randomizados que avaliaram o
uso do plasma convalescente (PC) em individuos com diagnostico de COVID-19 (confirmado
pelo PCR), em qualquer estado clinico associado ou ndo a outro tipo de tratamento
farmacoldgico em braco controlado. Foram considerados os ensaios clinicos randomizados
(concluidos ou em andamento, com conclusdo até final de maio/2021, com informacdes
suficientes para uso dos preprints), que apresentassem o0s Riscos Relativos (RR) ou Média e
Desvio Padréo e seus correspondentes Intervalos de Confianca (IC), além do nimero total de
pacientes, para resultados continuos ou dados suficientes para calcular esses parametros, para
ser feito a metanalise. E para resultados dicotdmicos, registrar o nimero de eventos e 0
numero total de participantes em ambos os grupos de tratamento e controle, em relacdo a
aplicacdo do plasma convalescente, levou em consideracdo tanto aplicacdo de dose Unica,
quanto de mais de uma dose, no estudo como todo.

Foram excluidos os estudos que ndo apresentaram caracteristicas importantes da
amostra como idade, sexo e gravidade da doenca, comorbidades associadas, ensaios com
lactantes ou pediatricos; artigos que ndo apresentaram informacdes relevantes sobre o
tratamento (ex.: Quantidade de plasma utilizado, tempo entre cada transfusdo, uso de
medicamentos em tratamento paralelo).

Para os critérios de inclusdo de cada paciente, estavam entre: pacientes hospitalizados
com idade >18 (com idade média de 55 a 65 anos em todos os estudos) com evidéncia de
infeccdo por SARS-CoV-2 por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) de amostra de swab
nasofaringeo, orofaringeo ou aspirado traqueal dentro de 14 dias antes do inicio da
randomizacdo, com infiltracdo toréxica confirmados por exame de imagem e saturacdo de
oxigénio < 94 % de ar ambiente ou necessidade de oxigénio suplementar (incluindo

ventilagdo ndo invasiva ou oxigénio suplementar de alto fluxo.

5.5 Desfecho e Extracéo de Dados

A elaboragdo desta pesquisa foi estruturada a partir de desfechos clinicos conforme
relatados pelos estudos incluidos, tais como, desfecho primario: diminuicdo do risco

mortalidade relacionada a infeccdo por COVID-19 e desfechos secundarios: cura ou melhora



dos sintomas clinicos e a diminui¢do do tempo de internagdo em unidade de terapia intensiva

(UTI) e ou qualquer outra causa, além de relatos do surgimento de efeitos adversos.

5.6 Selecéo de dados

A primeira parte do processo de selecéo, entre dezembro/2020 a mar¢o/2021, foi feita
em 4 etapas, a primeira com busca ativa com os operadores booleanos nas bases de dados, a
segunda etapa, como critério de eliminacdo, seria leitura do titulo dos artigos/trabalhos que
ndo estivessem relacdo com o tema da pesquisa, logo ndo seguiram para leitura do resumo
(ex.: titulos que apresentassem medicamentos como brago experimental unicamente ou
utilizasse outras substancias que nao fossem o plasma convalescente, além de estarem fora do
escopo de elegibilidade do trabalho, através de palavras chaves ndo relacionadas), apds a
selecdo, a terceira etapa como critério de eliminacdo, foi a leitura dos resumos dos pre-
selecionados e eliminacdo dos que ndo estivessem dentro dos critérios de elegibilidade e
desfechos. Na segunda parte, foi feita a avaliacdo do texto na integra dos estudos pré-
selecionados para confirmacdo da elegibilidade, seguido da extracdo de dados dos artigos,
como no quadro 5 e da identificacdo dos aspectos metodoldgicos, sendo realizado por dois
revisores independentes. Quando havia discordancia entre eles, os revisores liam novamente o
artigo para reavaliacdo. Se a divergéncia persistisse, um terceiro revisor independente
avaliava e tomava a deciséo final.

Os 4 artigos foram lidos de forma analitica e seletiva e organizados em uma tabela
com informacgdes relevantes das pesquisas, como as caracteristicas - autor, ano e pais;

amostra; desfechos e resultados, como mostra o quadro 5.

Os seguintes dados foram extraidos;

Quadro 5 — Dados extraidos dos estudos clinicos segundo as informag@es utilizadas na pesquisa.
Informacdes Gerais Autor, pais, ano.

Caracteristica/Amostra Desenho do  estudo, numero de

participantes, e intervengéo;

Desfechos do estudo Efetividade:
- Melhora dos sintomas clinicos em 28 dias
pos-transfusdo

- Tempo médio de hospitalizacdo pos-



transfuséo (UTI)

- Risco de mortalidade (por qualquer causa)
Seguranca:

- Eventos Adversos (N° de participantes que
apresentem grau 3 e 4 de eventos adversos
ou reacdes agudas de transfuséo)

Resultado Finalizacdo da pesquisa

Fonte: Autor

5.7 Analise Estatistica

Foi realizada a analise de acordo com os desfechos estudados: melhora dos sintomas
clinicos (em 28 dias), tempo de hospitalizacdo pos-transfusdo e mortalidade. Para o0s
desfechos mortalidade e exacerbacGes foi utilizado modelo de efeito randémico e para o
desfecho gravidade da doenca foi utilizado média e desvio padrdo. Os dados foram exibidos
graficamente usando forest plot, que é “uma exibicéo grafica de resultados estimados de uma
quantidade de estudos cientificos sobre a mesma questao, junto com os resultados gerais. Um
p valor inferior a 0,05 foi considerado estatisticamente significante” (ABDUL et al., 2008).

A heterogeneidade estatistica entre os estudos foi avaliada pelo Teste de
Inconsisténcia 12. Os seguintes pontos de corte foram adotados: 0% a 25% - heterogeneidade
leve, aceitavel; 25% a 50% - heterogeneidade moderada; > 50% heterogeneidade alta
(HIGGINS et al., 2011). A analise de sensibilidade foi avaliada reanalisando os dados
utilizando uma variacdo razoavel dos resultados dos estudos, onde havia alguma incerteza
sobre os resultados, examinando a influéncia individual de cada estudo.

Foram geradas tabelas de risco de viés, para avaliar o viés de publicacdo. As analises
foram realizadas no programa Review Manager Versao 5.3 (RevMan 5.3) que é Software
colaborativo da Cochrane para preparar e manter suas préprias revisoes, além de facilitar a
preparacdo de protocolos e a revisdo completa, incluindo texto, caracteristicas dos estudos,
comparacéo de tabelas e estudo de dados (NORDIC COCHRANE CENTRE, 2014).

5.8 Risco de Viés

Foi usada a ferramenta Review Manager 5.3 para analisar o risco de viés nos
resultados dos ensaios clinicos. Avaliamos o0s seguintes tipos de viés, conforme descrito no
Capitulo 8 do Cochrane Handbook for Systematic Reviews of Interventions (HIGGINS,

2011). Viés decorrente do processo de randomizacdo; Viés devido a desvios das intervengoes



pretendidas; Viés devido a falta de dados de resultado; Viés na medicdo do resultado e Viés
na selecdo do resultado relatado.

6. Resultados
6.1 Selecé@o dos Estudos

Em 29 de maio de 2021, a iniciativa NMA COVID-19, havia registrado 2.910 ensaios
clinicos com énfase no tratamento do novo coronavirus, desse total, 176 ensaios em todo o
globo, estavam relacionados ao uso do plasma convalescente como forma de tratamento, com
maior frequéncia entre abril e junho de 2020 a maioria sendo realizada nos Estados Unidos.

O status da maioria dos ensaios eram: 58 ensaios fora do tempo de pesquisa/defesa da
dissertacdo (maior parte dos estudos com média de término em Dez/2021); 28 ensaios que ndo
possui 0 mesmo desfecho (ex.: saida da oxigenacdo, saida da ventilacdo mecanica, limitacdo
das atividades sem oxigenacdo, tempo de intubacdo ou apenas avaliacdo bioquimica/carga
viral); 24 estudos interrompidos/suspensos/sem informacéo suficiente da base de registro ou
dos autores; 20 estudos que ndo possuem grupo controle/atribuicdo de grupo unico; 5 estudos
completos sem publicagdes (ou preprints); 4 estudos em andamento, mas sem dados
publicados (preprints) e sem previsdo de término; 4 estudos nao-randomizados
(retrospectivos) e 3 estudos ativos, mas sem recrutamento.

Apds a exclusdo de 146 trabalhos, totalizou 30 no qual foram submetidas a uma busca
ativa pelo material escrito, que seria o resultado da pesquisa (sendo preprint ou o trabalho ja
escrito), que por cadastro nas plataformas de registro de ensaios clinicos, todas ja haviam sido
terminadas. Como resultados finais da busca, 1 ensaio eliminado por critério de exclusdo que
apresentavam pacientes pediatricos, e 17 autores que aparentemente estavam com Seus
ensaios clinicos incluidos no critérios da pesquisa, foram contactados por meio de correio
eletronico (e-mail) cadastrados no site de registro do ensaio e/ou pelo site Research Gate, por
ndo ter sido encontrados material escrito nas bases de dados indexadas, por isso o contato foi
feito para uma possivel liberagdo do material ou preprint para fins académicos, dos
contactados, de 13 autores ndo foi obtida nenhuma resposta, 4 autores responderam que ainda
estavam em processo de desenvolvimento/escrita e apenas 1 liberou o preprint do seu
trabalho, pela plataforma Research Gate. Resultando em apenas 12 trabalhos escritos
encontrados e seguidos para leitura na integra, resultando na exclusdo de 10 artigos por
estarem repetidos ou ndo possuirem os desfechos selecionados pela metodologia, seguindo

apenas com 2 artigos selecionados, como mostra o fluxograma a seguir na figura 7.



Figura 7 - Diagrama de fluxo da pesquisa nas bases de dados NMA COVID-19.
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Fonte: Elaboracéo do Autor.

As pesquisas que estavam completas e ainda ndo publicadas, foram buscadas por meio
do medRxiv, um repositorio de arquivo online de distribuicdo gratuita de manuscritos
completos, mas ndo publicados (preprints) relacionados as areas de ciéncias médicas, clinicas
e ciéncias da saude, caso ndo encontrado seria necessario a tentativa de com 0s autores para
acesso ao preprint das pesquisas.

A pesquisa nas bases de dados, em abril/maio de 2021, resultou em 8.003 artigos antes
do processo de triagem ao total por busca ativa, apos as 2 primeiras etapas do processo de



triagem (rastreamento de titulo e leitura do resumo), ficaram 14 registros apds o seguimento
das 4 etapas. Destes, verificou-se que 10 deles ndo cumpriam todos os critérios de inclusdo,

resultando na selecdo final de 4 artigos, conforme demonstra o fluxograma a seguir (figura 8).

Figura 8 - Diagrama de fluxo da pesquisa nas bases de dados indexadas.
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Foi de saber nosso, que este trabalho teve como precursor um estudo da Cochrane de
KL, Chai et al., 2020 chamado “Convalescent plasma or hyperimmune immunoglobin for
people with COVID-19: a living systematic review (review)”. A diferenga com a nossa

pesquisa, € que na publicacdo do Cochrane, os autores trabalharam com ensaios controlados



ndo randomizados, ndo controlados e ndo randomizados ou quasi-randomizados, além de
ensaios clinicos randomizados duplo-cegos, em nosso caso trabalhamos apenas com
controlados randomizados duplo cego, como forma de afunilar os resultados e tentar diminuir
0s riscos de viés, ao final da pesquisa, Chai et al., 2020, afirma que a efetividade do plasma
convalescente € incerta diante da progressdo da doenca que seria 0 COVID-19, apesar de ser
uma pesquisa continua para época ele determinaram que havia muitas informagdes limitantes

e a falta de material foi 0 que cooperou no final dos resultados.

6.2 Caracteristicas dos estudos

Nas 4 pesquisas participaram 12.217 individuos. Todos os autores (HORBY et al.,
2020; SIMONOVICH et al., 2020; O’'DONNELL et al., 2020; LI et al., 2020), associaram ao
desfecho primério, melhora dos sintomas clinicos em 28 dias (com progressoes de 7 e 14 dias)
e a mortalidade, além da diminuicdo do tempo. Os ensaios foram realizados nos respectivos
paises: Inglaterra, Argentina, Estados Unidos/ Brasil e China, respectivamente.

Para os pesquisadores os dados iniciais dos pacientes internados, foram coletados
usando um formulario de relatério de caso que incluia dados demograficos do paciente, nivel
de suporte respiratdrio, principais comorbidades, adequacdo do tratamento do estudo para
cada caso especifico e disponibilidade de tratamento no local do estudo.

Todos os autores relataram, o uso de outros tratamentos, incluindo corticosteroides,
agentes antivirais, imunossupressores, anticoagulantes, estatinas, sendo que o uso ficou a
critério dos meédicos a frente das pesquisas de cada ensaio, e 0s cuidados de suporte (incluindo
placebo) foram fornecidos de acordo com os padrdes de cada centro/hospital de pesquisa.

O tipo de plasma convalescente transfundido era compativel com o tipo ABO do
paciente. Os pacientes doadores tiveram uma amostra de soro colhida antes da atribuicdo
aleatéria com o objetivo de avaliar a presenca de anticorpos contra SARS-CoV-2 nos locais
de estudo, 90% dos pacientes doadores totais, possuiam um titulo minimo de anticorpos 1gG
totais anti-SARS-CoV-2, com média de >1: 400 analisado por ensaio imunoenzimatico
guantitativo contra a proteina Spike (proteina S), os pacientes deveriam estar pelo menos 14
dias assintomaticos apds a resolugdo de COVID-19 e tiveram um teste de PCR negativo para
SARS-CoV-2 de um cotonete nasofaringeo.

Apenas para Simonovich et al. (2020), o titulo total de anticorpos no plasma
convalescente estava acima de 1: 800, em todos os outros caso a média variou de 1:100 a

1:640. Assim como 0 recebimento do plasma, para O’Donnell et al. e Li et al. (2020) os



participantes randomizados receberam de tratamento, uma Unica unidade de plasma com
valores entre (200-250 mililitros, para Simonovich et al. (2020) a dose Unica foi de 500ml e o
unico estudo que os pacientes receberam mais de uma dose, foi o Horby et al. (2020), onde os
pacientes no grupo de plasma convalescente receberam duas unidades (275 ml —350 ml) por
via intravenosa, a primeira 0 mais réapido possivel apos a randomizacdo e a segunda foi
transfundida durante aproximadamente 2 horas, apds a primeira.

O titulo de neutralizacéo foi determinado com um ensaio de neutralizacdo viral SARS-
CoV-2 que mediu a inibi¢do do crescimento do virus apds a exposicédo a diluicbes de plasma
em série usando transcricdo reversa em tempo real quantitativa-PCR (qQRT-PCR), os maiores
detalhes estdo descritos nos protocolos dos ensaios. O’Donnell et al. (2020) relata uma
preocupacdo com as variantes virais emergentes, por isso foi o unico autor que realizou o
sequenciamento gendmico do SARS-CoV-2 em amostras de swab nasofaringeo de um
subconjunto de pacientes matriculados no Brasil, jA que o ensaio foi realizado em 2 paises
simultaneamente. As sequéncias foram mapeadas para o genoma de referéncia SARS-CoV-2
(sequéncia NC_045512) no National Center for Biotechnology Information (NCBI).

No desfecho de melhora clinica ou diminuicdo dos sintomas, apds 30 dias de
randomizagdo, a melhora foi medida usando uma escala ordinal com base na escala de
sintomas clinicos recomendados pela Organizacdo Mundial da Saiude (WHO, 2020):

1. ndo hospitalizado com retomada das atividades normais;
ndo hospitalizado, mas incapaz de retomar atividades normais;
hospitalizado, sem necessidade de oxigénio suplementar;

hospitalizado, exigindo oxigénio suplementar;

o B~ w N

hospitalizado, exigindo terapia de oxigénio de alto fluxo ou n&o invasivo ventilagio
mecanica;

6. hospitalizado, necessitando de ECMO, IMV ou ambos;

7. morte.

Apos a intervencdo experimental, os pacientes foram acompanhados pessoalmente

durante a admissdo hospitalar e por telefone apés a alta hospitalar em todos 0s ensaios.

7.Discussao

Os resultados da presente revisdo sistematica e metanalise sugerem que o plasma
convalescente ndo provoca efeitos negativos nos desfechos mortalidade e garante estabilidade
durante o tempo de internacdo, porém ndo apresenta diferencas no tempo de internagcdo nem

na melhoria dos sintomas clinicos. (Simonovich et al., 2020; Li et al., 2020 e Horby et al.,



2020) em comparacdo com os resultados de individuos que ndo utilizaram. Quanto o
O’Donnell et al., 2020, percebeu diferenga no uso do plasma convalescente na melhora dos
sintomas em 28 dias e na diminuicdo do risco de mortalidade em pacientes com COVID-19
em estado grave.

Como o plasma convalescente pode ter outros fatores imunomoduladores além dos
anticorpos anti-SARS-CoV-2, como imunoglobulinas, proteinas hemostaticas e citocinas, nos
testes que houve o uso de plasma normal como um comparador permitiu avaliar o efeito dos
anticorpos convalescentes enquanto controlavam esses outros fatores. Embora o uso de
terapia usual fosse permitido em ambos os grupos, ndo foi padronizado entre o0s sitios
participantes. No entanto, Dexametasona ou outros glicocorticoides foram fortemente usados
em ambos 0s grupos de ensaio. No entanto, nenhuma sugestdo de interacdo entre plasma

convalescente e terapias concomitantes foi encontrada.

Em relacdo aos riscos de viés dos estudos apresentamos 2 gréficos:

Random sequence generation (selection hias)

Allocation concealment (selection bias)

Blinding of participants and personnel (performance bias)

Blinding of outcome assessment (detection bias)

Incomplete outcome data (attrition bias)

Selective reporting (reporing bias)

Other bias

0% 26% 501% 78%  100%

.Luw risk of bias DUncIearrisk of bias .High risk of bias

Figura 9 — Gréafico de viés dos estudos de acordo com cada apontamento de risco.

Em reacdo ao primeiro viés, Li et al., 2020, atribuiu ao grupo de plasma convalescente
ou ao grupo de controle em uma proporcdo de 1: 1 e foram categorizados da seguinte forma:
23 pacientes no grupo de plasma convalescente e 22 pacientes no grupo de controle tiveram
COVID-19 grave e 29 pacientes no grupo de plasma convalescente e 29 pacientes no grupo de
controle apresentavam COVID-19 com risco de vida, ndo havendo designacdo aleatdria dos
pacientes nem ocultagédo da alocacdo, como foi feito com os outros autores.

Para Horby et al., 2020, O banco de sangue do hospital em cada local e as equipes de
pesquisa clinica que preencheram os formularios de registro de casos e realizaram outros

procedimentos especificos do estudo ndo foram ocultados, aumento o risco de viés de



cegamento dos avaliadores dos desfechos. E para Li et al., 2020, este foi um estudo aberto e 0
resultado primério foi baseado, até certo ponto, nas decisdes de gerenciamento clinico dos

médicos.

Allocation concealment (selection hiasg)

Dther hias
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Figura 10 — Grafico de viés dos estudos de acordo com cada autor e ensaio.

Em relagdo ao risco de viés, os 4 estudos foram examinados em diferentes niveis de
exposicoes ao plasma convalescente, e as medidas de exposicdo e de resultados foram
claramente definidos, validas e implementadas de forma consistente, como mostra nas figuras
9 e 10, onde os gréaficos de viés, de acordo com cada apontamento de risco e o viés de estudo
de cada autor de ensaio. Li, L et al., 2020, apresentou os maiores riscos de Vviés nos seus
estudos, sendo que o uso da terapia padrdo, foi permitido em ambos os grupos e néo foi

protocolizado, o que poderia ter potencialmente influenciado os resultados.



Quadro 6 — Caracteristicas dos artigos selecionados.

Autor, ano, Amostra/Caracteristicas Desfecho Resultados
pais
Li, L etal., Ensaio clinico foi aberto, O desfecho primario foi o tempo para melhora clinica Dos 103 pacientes que foram randomizados, 101 (98,1%)

2020 (China)

O’Donnell,
M.R. etal.,
2020
(EUA/Brasil)

Simonovich,
V. A etal,
2020
(Argentina)

Horby, P. W.
et al., 2020.
(Reino Unido)

multicéntrico, randomizado e duplo-
cego. Com um n de 52 pacientes para
plasma convalescente vs padrdo
tratamento padronizado (controle) um
n de 51, estratificado pela gravidade da
doenga.

O método foi ensaio clinico
randomizado, duplo-cego e controlado
por placebo. Com um n de 223
participantes inscritos, 150 foram os
pacientes randomizados para receber
plasma convalescente e 73, foi 0 n para
tratamento padronizado (controle).

O método do ensaio clinico foi duplo-
cego, controlado por  placebo,
multicéntrico. Com um n de 228,
foram designados os pacientes para
receber plasma convalescente e 105
para receber placebo.

O método foi um ensaio clinico
randomizado, controlado, aberto e
multicéntrico em 177 centros/hospitais
no Reino Unido. Com um n de 5795
pacientes no grupo de plasma
convalescente e um n de 5763
pacientes no grupo de tratamento usual
(controle).

dentro de 28 dias, definido como o paciente recebeu
alta com vida ou reducdo da gravidade da doenga. Os
desfechos secundarios incluiram mortalidade em 28
dias e tempo para alta.

O desfecho primario foi o estado clinico 28 dias apds
a randomizagéo, medido usando uma escala ordinal e
analisado usando um modelo de chances
proporcionais na populacdo com intencdo de tratar

O desfecho primario foi o estado clinico do paciente
30 dias ap0s a intervencdo, medido em uma escala
ordinal de seis pontos que varia desde a recuperacdo
total até a morte. Os desfechos secundarios foram o
estado clinico na escala ordinal nos dias 7 e 14 e o
tempo (em dias) para a alta do hospital, o tempo para
a alta da unidade de terapia intensiva (UTI) e a
incidéncia de eventos adversos e graves eventos
adversos

O desfecho primario foi a mortalidade em 28 dias,
analisada com base na intengdo de tratar. Os
desfechos secundérios foram o tempo de alta
hospitalar e em pacientes que ndo recebem ventilacdo
mecénica aleatoria, recebimento subsequente de
ventilagdo mecanica invasiva (incluindo oxigenacéo
por membrana extracorpérea) ou morte.

completaram o ensaio. A melhora clinica ocorreu dentro de 28
dias em 51,9% (27/52) do grupo de plasma convalescente vs
43,1% (22/51) no grupo de controle (diferenca, 8,8% [IC de
95%, -10,4% a 28,0%]. ndo houve diferenca significativa na
mortalidade em 28 dias (15,7% vs 24,0%; OR, 0,65 [IC 95%,
0,29-1,46]; P = 0,30). Dois pacientes no grupo de plasma
convalescente apresentaram eventos adversos horas apdés a
transfusdo que melhorou com cuidados de suporte.

Aos 28 dias, nenhuma melhora significativa no estado clinico foi
observada em participantes randomizados para plasma
convalescente (OR 1,50, intervalo de confianga de 95% (ClI)
0,83-2,68, p = 0,180). No entanto, a mortalidade em 28 dias foi
significativamente menor em participantes randomizados para
plasma convalescente versus plasma controle (19/150 [12,6%]
versus 18/73 [24,6%], OR 0,44, IC 95% 0,22-0,91, p = 0,034).
No dia 30, nenhuma diferenca significativa foi observada entre o
grupo de plasma convalescente e o grupo de placebo na
distribuicdo dos resultados clinicos de acordo com a escala
ordinal (odds ratio, 0,83 (intervalo de confianca de 95% [IC],
0,52 a 1,35; P = 0,46). A mortalidade geral foi de 10,96% no
grupo de plasma convalescente e 11,43% no grupo de placebo,
para uma diferenca de risco de -0,46 pontos percentuais (IC de
95%, -7,8 a 6,8). Eventos adversos e eventos adversos graves
foram semelhantes em os dois grupos.

N&o houve diferenca significativa na mortalidade de 28 dias
entre os dois grupos: 1.399 (24%) de 5.795 pacientes no grupo
de plasma convalescente e 1.408 (24%) de 5.763 pacientes no
grupo de tratamento usual morreram em 28 dias (razdo de taxa 1
-00,1C95% 0 - 93-1 - 07; p =0 - 95). A taxa de mortalidade de
28 dias foi semelhante em todos os subgrupos pré-especificados
de pacientes, incluindo aqueles pacientes sem anticorpos SARS-
CoV-2 detectaveis na randomizacéo.

Fonte: Elaboracdo do Autor



7.1 Mortalidade — Desfecho Primario

O Odds Ratio para o desfecho de mortalidade nos 4 ensaios em destaque, assim como
mostra a figura abaixo (figura 11) foi de 0,79 (IC 95%: 0,54 — 1,17; p-valor = 0.24), sendo
que ndo possui diferenca significativa entre os dois grupos. Os resultados indicam grau
mediano de heterogeneidade entre os estudos incluidos, com 12= 47%. Porém, apesar de haver
uma tendéncia a favor da intervencdo pelo plasma convalescente, ndo ha diferenca
significativa entre os grupos, ou seja, o uso do plasma nao foi eficaz em evitar o numero de

mortes.

Figura 11 — Forest plot da associacao entre o plasma convalescente e a mortalidade por COVID-19.
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Fonte: Review Manager 5.3

O desfecho de mortalidade em 28 dias, para os autores dos estudos foi incluindo
analise do tempo desde a randomizacdo até a morte (com variacdo de 26 a 30 dias entre 0s
estudos), para O’Donnell et al. (2020), todas as mortes registradas ocorreram durante a
hospitalizacdo e nenhuma diferenca significativa entre os grupos foi observada nos outros
desfechos secundarios, Para analise deste desfecho, a tendéncia de favorecer o grupo
randomizado, esta relacionado ao alto titulo de anticorpo anti-SARS-CoV2 que foi associado
com melhoria da mortalidade entre os pacientes internados do que 0s que estavam recebendo
no momento da transfusdo apenas o controle, o que poderia tornar a mortalidade
significativamente menor entre 0s pacientes randomizados para o plasma convalescente. Esse
achado deve ser interpretado com cautela, pois difere dos resultados de estudos maiores com
pacientes internados com capacidade adequada para detectar diferencas na mortalidade, como
o desfecho relacionado a recuperagdo. Em comparacdo com Simonovich et al. (2020) e a
Horby et al. (2020), além da observacdo dos 28 dias, houve também a observacdo nos 7

primeiros dias, e nenhuma diferenca significativa entre os grupos no estado clinico na escala



ordinal foi observada. O ensaio do Simonovich, afirma que os dados s&o consistentes, 0s
comparando com os resultados publicados pelo Kumar et al. (2020), que foi um ensaio clinico
randomizado e controlado em pacientes com Covid-19 moderado, € que ndo mostrou
diferenca na morte no dia 28 ou 30, embora a intervencdo ndo tenha sido cega e o plasma
convalescente infundido tenha titulos muito baixos de anticorpos especificos, assim como Li
et al. (2020), também ndo registrou diferenca significativa nos resultados de mortalidade em
28 dias ou tempo desde a randomizacdo até a alta. Horby et al. (2020) também pontua que
38% dos pacientes do grupo experimental, eram soronegativos e mesmo que tivessem um
aumento acentuado de anticorpos anti-SARS-CoV-2, se tornando soropositivos na
randomizacédo, ndo foi observado nenhum beneficio significativo na sobrevida dos pacientes

com o uso do plasma convalescente.

7.2 Cura/Diminuicdo dos sintomas — desfecho secundario

O Odds Ratio para o desfecho de diminui¢do dos sintomas clinicos em 28 dias pds
transfusdo foi de 1,55 (IC 95%: 0,43- 5,56; p-valor = 0,50), Apesar de haver uma tendéncia a
favor do controle, ndo ha diferenca significativa entre os grupos. Ou seja, 0 uso do plasma nédo
foi eficaz em evitar 0o numero de mortes. Os resultados indicam um alto grau de

heterogeneidade nos estudos incluidos, 12= 96%. Como no exemplo da figura 12.

Figura 12 — Forest plot de associa¢do entre a diminuicdo dos sintomas no uso do plasma convalescente e do

grupo controle.
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Fonte: Review Manager 5.3
Diferentemente da mortalidade, o desfecho dos sintomas clinicos contrasta bastante
para O’Donnell et al. (2020), e ndo mostra nenhuma diferenga significativa na escala clinica
até o dia 28. Uma possivel explicacdo para essa aparente contradi¢do pode ser que, embora 0s
pacientes tivessem maiores chances de sobrevivéncia no plasma convalescente, eles

permaneceram hospitalizados em seu estado clinico inicial (por exemplo, ventilado



mecanicamente) e, portanto, ndo alcangou uma melhora na pontuacdo clinica de 28 dias. A
avaliacéo do desfecho primario do estado clinico em 28 dias, foi o tempo de randomizagao até
a melhora clinica - definida como melhora em pelo menos um ponto da linha de base na
escala ordinal ou vivo na alta hospitalar, 0 que ocorrer primeiro, representado por uma das
seis categorias ordinais mutuamente exclusivas em uma versao adaptada da escala clinica da
Organizacdo Mundial da Satude (OMS). O’Donnell et al., (2020) afirma que mesmo que 0sS
pacientes randomizados 1,5 vezes a chance de uma melhora de até um ponto no estado clinico
no dia 28, essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa na metanalise como mostra a
figura 12. E embora limitados, os dados disponiveis sugerem que a eficacia do tratamento
para plasma convalescente pode depender da duracdo e gravidade da doenca e dos titulos de
anticorpos neutralizantes anti-SARS-CoV-2 no plasma transfundido. Ressaltando que a
duracdo mediana dos sintomas no inicio do estudo foi de 9 dias e que a administracdo precoce
de plasma convalescente de alto titulo pode ter um maior potencial de beneficio (LIBSTER,
R. etal., 2021).

O desfecho para Simonovich et al., (2020), apontou gue no dia 30, nenhuma diferenca
significativa foi observada entre o grupo de plasma convalescente e o grupo de placebo na
distribuicdo dos resultados clinicos de acordo com a escala ordinal, anteriormente citada.
Mostrando que o uso de plasma convalescente ndo resultou em algum beneficio clinico
significativo em comparacdo com o placebo em pacientes com diagnostico de Covid-19
grave. No ensaio, 0s autores garantem que mais de 95% das unidades de plasma
convalescente transfundidas tinham um titulo de anticorpo anti-SARS-CoV-2 total de pelo
menos 1: 800 e que o volume de plasma infundido tinha um fator de correcdo de acordo com
0 peso do participante, mostrando que o resultado ndo tinha relacdo com o titulo de anticorpo.
Esse achado contrasta com os achados de uma série de estudos ndo randomizados que
afirmam que o plasma convalescente tem um beneficio substancial, como o SHEN et al.
(2020), ZHOU et al. (2020) e CHENG et al., (2020).

Para Horby et al.,, (2020) os resultados deste ensaio mostram que o plasma
convalescente ndo melhorou a sobrevida ou outros desfechos clinicos em pacientes
hospitalizados com COVID-19. Mesmo o0s resultados sendo consistentes em todos oS
subgrupos de idade, sexo, etnia, duracdo dos sintomas antes da randomizacdo, nivel de
suporte respiratorio recebido na randomizacdo e uso de corticosteroides, os resultados
tambem s&o consistentes com a evidéncia de estudos randomizados de plasma convalescente

para pacientes hospitalizados com COVID-19, sem evidéncia de beneficio de sobrevivéncia



relatados anteriormente por outros autores (LI et al., 2020; SIMONOVICH et al. 2020;
BAJPAI et al. 2020).

Foi sugerido, mais uma vez, que os beneficios do plasma convalescente dependem do
titulo neutralizante transfundido e que o uso de plasma com titulos mais baixos poderia
explicar os resultados negativos de estudos randomizados anteriores, embora isso ndo
possuissem nenhuma confirmagdo cientifica. Horby et al. (2020) também ndo exclui que
exista a possibilidade de “pequenas melhorias” na probabilidade de alta bem-sucedida do
hospital no dia 28 em pacientes soronegativos que receberam plasma convalescente. No
entanto, os resultados desses desfechos devem ser interpretados com cautela. Assim, ndo foi
encontrada evidéncias de que o plasma convalescente de alto titulo melhorou a sobrevida ou
outros desfechos clinicos pré-especificados em pacientes hospitalizados com COVID-19. Se o
plasma convalescente beneficiaria outros grupos de pacientes é desconhecido e precisaria ser
avaliado em outro desfecho, mesmo para uma quantidade de pacientes tdo grande como foi
nesse ensaio.

Para Li et al. (2020), a melhora clinica foi definida como alta do paciente ou reducao
de 2 pontos em uma escala de gravidade da doenca de 6 pontos. Para todos 0s pacientes
combinados, ndo houve diferenca significativa no resultado primario de tempo para melhora

clinica em 28 dias.

7.3 Tempo de internacdo pds-transfusao — desfecho secundario

Os efeitos no tempo de internacdo pos-transfusdo foram avaliados utilizando diferenca
média com intervalos de confianca de 95% por meio de um modelo de efeito aleatorio. Os
resultados do gréafico, sugerem que ndo ha associacdo estatisticamente significativa entre o
uso do plasma convalescente e o tempo de internacdo (diferenca entre médias= -0,69, IC 95%,
-1,72 — 0,33; p = 0,19). Os resultados indicam um alto grau de heterogeneidade entre 0s
estudos incluidos, 12=99% (Figura 13).

Figura 13 — Forest plot de associacdo entre o uso do plasma convalescente e o tempo de internacdo pos-

transfusao.
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Fonte: Review Manager 5.3

Para a maioria dos ensaios de pacientes com COVID-19 grave ou com risco de vida,
ndo houve diferenca significativa em o tempo de internacdo entre os pacientes que receberam
terapia de transfusdo de plasma convalescente combinada com o tratamento padréo, diferente
daqueles que receberam o tratamento padrdo sozinho. Para O’Donnell et al., (2020) a pesquisa
foi concluida com oito participantes com estado clinico indeterminado no Gltimo dia, mesmo
tendo alta com alta com vida, ndo puderam ser contatados no dia 28. Os outros autores do
estudo descreveram o tempo médio desde a inscricdo na randomizacdo até a alta hospitalar
como de 20 dias.

Para Horby et al., (2020) e Simonovich et al., (2020), nenhuma diferenca a favor do
plasma convalescente foi observada nesse desfecho ou em qualquer um dos subgrupos, no
ensaio do Simonovich et al., (2020), a analise adicional deste subgrupo nédo revelou qualquer
explicacdo clara, e isso foi interpretado como um achado casual, embora uma confirmacéo
adicional em outros estudos possam ser necessaria. J& para Li et al., (2020), o intervalo médio
entre o tempo de internacdo e a randomizacdo foi de 30 dias (com média de 20-39 dias) no
geral, embora o tratamento com plasma convalescente foi associado a taxas mais altas de
resultados negativos da PCR viral para SARS-CoV-2 de esfregacos nasofaringeo em 24, 48 e
72 horas, demonstrando que o tratamento com plasma convalescente foi associado a atividade
antiviral em pacientes com COVID-19.

8. Andlise de Seguranca e Efeitos Adversos

Em todos os 4 estudos, nao foi observado nenhuma diferenca significativa nos eventos
adversos entre 0s grupos de tratamento e muito poucos eventos foram considerados
relacionados a infusdo de plasma. Para O’Donnell et al., (2020) os eventos adversos graves
ocorreram em 39 de 147 (26,5%) pacientes que receberam plasma convalescente e 26 de 72
(36,1%) pacientes que receberam plasma de controle. Esses eventos adversos eram
considerados como definitivamente ou provavelmente associados a transfusdao do plasma, e
incluiram agravamento da anemia, urticaria, erupcdo cutanea e sobrecarga circulatoria
associada a transfuséo, ndo associando a mortalidade. Simonovich et al., 2020, mostra que 0s
eventos adversos relacionados a transfusdo, foram ligeiramente mais comuns no grupo de
plasma convalescente 11 de 228 pacientes (4,8%) do que no grupo de placebo, 2 de 105
pacientes (1,9%:;). Cinco pacientes no grupo de plasma convalescente e nenhum no grupo de

placebo apresentaram reacdes febris ndo hemoliticas.



Os resultados de seguranca da transfusdo, para os eventos adversos, com Horby et al.,
(2020) foram eventos adversos relacionados a transfusdo 72 h ap6s a randomizacao (piora do
estado respiratorio, suspeita de reacdo a transfusdo, febre, hipotensdo, hemolise e eventos
tromboticos), causas especificas, mortalidade e arritmia cardiaca importante. A informacéo
sobre reacdes adversas graves ao plasma convalescente foi recolhida de forma rapida através
do esquema existente de Hemovigiléncia de Perigos Graves da Transfusdo do NHS.

Para Horby et al., (2020), 13 pacientes que receberam plasma convalescente tiveram
notificagcGes submetidas ao esquema de hemovigiléncia de Riscos Graves da Transfusdo: nove
pacientes com reagdes pulmonares (nenhuma considerada como lesdo pulmonar aguda
relacionada a transfusdo, incluindo trés mortes possivelmente relacionadas a transfusao), e
quatro pacientes com febril grave, reacdes alérgicas ou hipotensivas (todas recuperadas). Nas
primeiras 72 horas apds a randomizacdo, reacOes alérgicas graves foram relatadas em 16 de
5795 pacientes (<1%) no grupo de plasma convalescente e 2 de 5763 (<1%) pacientes no
grupo de tratamento usual. A frequéncia de agravamento subito do estado respiratério,
temperatura superior a 39 graus, hipotensao subita, hemdlise clinica e eventos trombdticos
foram amplamente semelhantes nos dois grupos. Em Li et al., (2020), houve 2 casos de
eventos adversos associados a transfusdo relatados. Um caso foi determinado como uma
reacdo transfusional alérgica definitiva ndo severa e o outro caso foi determinado como uma
possivel dispneia associada a transfusdo severa. A taxa € um pouco mais alta do que a taxa
geral de reacOGes associadas a transfusdo de plasma, possivelmente devido ao pequeno

tamanho da amostra.

9. Principais Limitagdes dos Estudos

Os estudos possuem diversas limitagdes. Para O’Donnell et al. (2020), embora o
plasma convalescente tenha sido coletado de doadores com titulo de anticorpo IgG total anti-
SARS-CoV-2 >1: 400, os titulos de anticorpos neutralizantes em algumas unidades de plasma
convalescente eram baixos, e relatam que ndo possuem dados sobre os titulos de anticorpos
em amostras de pacientes randomizados pré e pos-transfusdo, além de que os cuidados de
suporte ndo foram padronizados nos locais de estudo (Brasil e Estados Unidos). No entanto,
ndo foi observado diferengas significativas nos resultados estratificados por pais. Para
Simonovich et al., (2020), a mediana do tempo desde o inicio dos sintomas até a progressao
para insuficiéncia respiratoria € de cerca de 7 dias. Esse intervalo de tempo é semelhante ao
tempo médio desde o inicio dos sintomas até a inscri¢do no ensaio clinico. Assim, nenhuma

conclusdo firme pode ser tirada sobre o potencial eficacia da terapia imune passiva mais cedo



do que a mediana, no momento de entrada no estudo ou em pacientes com formas mais
brandas de doenga.

Li et al., (2020) foi um dos autores que teve menor tamanho da amostra e o estudo foi
encerrado precocemente. E possivel que o estudo tenha sido insuficiente para detectar um
beneficio clinicamente importante da terapia de plasma convalescente. Este também foi um
estudo aberto e o desfecho primario foi baseado, até certo ponto, nas decisdes de manejo
clinico dos médicos, deixando abertura para uma grande quantidade de viés e 0 uso da terapia
padrdo foi permitido em ambos os grupos e ndo foi protocolizado, o que poderia ter
potencialmente influenciado os resultados. O plasma ndo foi usado para o grupo de controle,
que teria sido um grupo de controle mais ideal, tornando possivel o design cego.

Para ambos 0s grupos, periodo de tempo de 28 dias de acompanhamento do estudo
pode ter impedido a observacdo de melhora clinica em pacientes com doengas graves,
especialmente COVID-19 com risco de vida, pois eles podem levar mais tempo para
responder e se recuperar. Assim, os resultados do estudo devem ser interpretados com cautela,
visto que as préaticas podem variar de pais para pais e de hospital para hospital, como 0s tipos
de tratamento padrdo, cuidados de suporte e limites para intubacéo e admisséo hospitalar.

10. Considerac0es Finais

Considerando as limitacGes de cada ensaio, 0s autores concluem que nenhuma
diferenca significativa foi detectada nas andlises realizada nestes ensaios, acreditando que o
uso de plasma convalescente como padrdo de tratamento em tais pacientes deve ser
reavaliado.

Porém, no contexto das variantes emergentes do SARS-CoV-2, em 2021, algumas das
quais podem estar associadas a maior transmissibilidade e doencas mais graves, o plasma
convalescente pode oferecer vantagens terapéuticas distintas. Por ser um plasma
convalescente, que contém anticorpos policlonais, pode ser doado e transfundido localmente,
seu uso pode ser mais adaptavel a mudancas rapidas na ecologia viral local do que outras
intervencdes. Além disso, uma vez que a coleta e distribuicdo de unidades de plasma
convalescente podem ser realizadas usando os protocolos e infraestrutura existentes de doagéo
de sangue, o plasma convalescente pode ser mais escalonavel para uso em paises de baixa e
média renda. Além de se tratar de um processo no qual seria bem empregado em um contexto
inicial de uma pandemia em situacdes de emergéncia na saude publica, até que se consiga um

resultado eficiente de tratamento.



Os resultados que favorecem a metandlise para 0 uso do plasma convalescente deve
ser interpretado com cautela até que os resultados completos de estudos maiores com
pacientes internados com poténcia adequada para detectar diferencas no desfecho primario

estejam disponiveis.



11. Cronograma

Atividade/
Meés

Elaboragdo do

Projeto

Analise dos dados X X X X

Discussdo e

Conclusédo

Quadro 7 — Cronograma de execucédo do projeto do periodo de junho de 2020 a outubro de 2021.
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13. Anexos

Anexo A. Comprovante de Submissdo do artigo cientifico a uma revista de Qualis A4

Anexo B. Artigo Submetido a Revista Panamericana de Salud Publica.



