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Resumo

Introdugao: Pacientes com doencga renal crénica (DRC) em hemodialise (HD) e
receptores de transplante renal (RTR) sdo de alto risco para desfechos adversos
apds infeccdo por SARS-CoV-2, com letalidade entre 25% e 30%. Foram
priorizados para vacinagao contra a COVID-19. Utilizamos um ensaio multiplex de
alta sensibilidade e especificidade, capaz de detectar simultaneamente anticorpos
(AC) contra cinco proteinas do SARS-CoV-2: a spike completa (FS), seus dominios
S1 e S2, o dominio de ligagdo ao receptor (RBD) e o nucleocapsideo (NC).
Objetivo: Avaliar a resposta humoral (RH) a vacinagédo contra o SARS-CoV-2 em
RTR, em HD comparados a controles saudaveis (CS), utilizando a tecnologia
Luminex. Métodos: Estudo prospectivo observacional, de centro unico. RTR do
ambulatorio de TX, pacientes em programa de HD que tinham recebido esquema
vacinais contra COVID-19. Amostras séricas foram coletadas 30-90 dias apds a
segunda (SD) e a terceira doses (TD) vacinais. Resultados: Entre 139
participantes, a soropositividade, especialmente anti-RBD, foram em RTR (40,6%;
intensidade média de fluorescéncia [MFI] 7.859) comparadas as HD (90%; MFI
33.706) e CS (72%; MFI 20.921) (p < 0,001) apds a SD. Apos a TD, as respostas
permaneceram menores em RTR (71%; MFI 27.588) do que em HD (92%; MFI
34.400) e CS (100%; MFI 39.400) (p < 0,001). Um subgrupo de 16/78 RTR recebeu
a quarta dose, destes 83,7% dos RTR desenvolveram anti-RBD, enquanto HD e CS
ja haviam soro convertido apds SD. Anticorpos NC, indicativos de infecgao prévia,
foram detectados em 9,7% dos RTR, 64% dos HD e 4,5% dos CS (p < 0,001).
Conclusdao: Os RTR apresentaram RH reduzida, atingindo 83,7% de

soroconversao apds QD. O Luminex mostrou-se util no monitoramento pos-vacinal,



apesar do custo e da disponibilidade limitados. A menor resposta entre RTR reforga
necessidade de estratégias vacinais personalizadas. Os NC diferenciam imunidade
vacinal de infec¢do natural.

Palavras-chave: SARS-CoV-2, transplante renal, hemodialise, reposta vacinal,

Luminex, imunogenicidade, terapia renal substitutiva

Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS): ODS 3 — Saude e Bem-

Estar.



Abstract

Background: Patients with chronic kidney disease (CKD) on hemodialysis (HD) and
kidney transplant recipients (KTRs) are at high risk for severe outcomes after SARS-
CoV-2 infection, with case-fatality rates of 25-30%. These groups were prioritized
for COVID-19 vaccination. A multiplex assay with high sensitivity and specificity was
developed to detect antibodies (Ab) against five SARS-CoV-2 proteins: the full spike
(FS), its S1 and S2 domains, the receptor-binding domain (RBD), and the
nucleocapsid (NC). Objective: To assess the humoral immune response (HR) to
SARS-CoV-2 vaccination in KTRs, HD, and healthy controls (HC) using Luminex
technology for Ab detection against multiple viral targets. Methods: This single-
center prospective observational study evaluated HR in KTRs, HD, and HC. Serum
samples were collected 30-90 days after the second (SD) and third (TD) vaccine
doses, and a subgroup of KTRs was re-evaluated after a fourth booster dose (QD).
Results: Among 139 participants, Ab responses, especially anti-RBD, were
significantly lower in KTRs (40.6%; mean fluorescence intensity [MFI] 7,859) than in
HD (90%; MFI 33706) and HC (72%; MFI 20,921) (p < 0.001) after the SD. After the
TD, responses remained reduced in KTRs (71%; MFI 27,588) versus HD (92%; MFI
34,400) and HC (100%; MFI1 39,400) (p < 0.001). Following the QD, 83.7% of KTRs
developed anti-RBD, whereas most HD and HC participants had already
seroconverted after the SD. Anti-NC, indicating prior infection, were detected in 9.7%
of KTRs, 64% of HD, and 4.5% of HC (p < 0.001). Conclusions: KTRs exhibited a
reduced HR to SARS-CoV-2 vaccination, achieving 83.7% seroconversion only after
the fourth dose. The Luminex assay proved useful for post-vaccination monitoring

despite higher cost and limited availability. The impaired response among KTRs



underscores the need for personalized vaccination strategies and highlights the role
of NC in distinguishing vaccine-induced from infection-related immunity.
Keywords: SARS-CoV-2, kidney transplant, hemodialysis, vaccine response,

Luminex, immunogenicity, renal replacement therapy

Sustainable Development Goals (SDGs): SDG 3 — Good Health and Well-Being.



Lista de abreviaturas

Anti-RBD: Anticorpo anti-dominio de ligagao ao receptor (anti-receptor binding
domain)

APCs: Células apresentadoras de antigeno

BAU/mL: Unidades de ligagao de anticorpos (Binding Antibody Units)
COVID-19: Doenga causada pelo coronavirus de 2019 (Coronavirus disease 2019)
CS: Controles saudaveis

DRC: Doenca renal crbénica

ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay ou Ensaio de Imunoabsorg¢ao
Enzimatica

HD: Pacientes em hemodialise

MFI: Intensidade média de fluorescéncia (median fluorescence intensity)
mRNA: Acido ribonucleico mensageiro

OMS: Organizacado Mundial da Saude

PRNT: Poder Relativo de Neutralizagao Total

RTR: Receptores de transplante renal

SARS-Cov-2: Coronavirus 2 da sindrome respiratoria aguda grave

T CD4+: Linfécitos T auxiliares

T CD8+: Linfocitos T supressores

UTI: Unidade de terapia intensiva
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1. REFERENCIAL TEORICO

1.1. Pandemia de COVID-19

A pandemia de COVID-19, causada pelo virus SARS-CoV-2 (Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus 2), foi inicialmente identificada em Wuhan,
China, em dezembro de 2019. Em margo de 2020, a Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) declarou o estado de pandemia global, marcando o inicio de uma crise
sanitaria, social e econdmica sem precedentes '. O SARS-CoV-2 é um
betacoronavirus de RNA de cadeia simples, pertencente a familia Coronaviridae,
com alto potencial de transmiss&o entre humanos 2.

A doenca apresenta amplo espectro clinico, variando de infecgdes
assintomaticas a formas graves de sindrome respiratéria aguda, insuficiéncia
multiorganica e morte 3. Os fatores de risco mais fortemente associados a COVID
grave incluem: idade avangada, presengca de comorbidades como hipertensao
arterial, diabetes mellitus, obesidade e doenga renal cronica (DRC) e condi¢des de
imunossupressao 4.

O impacto da COVID-19 foi particularmente acentuado em populagdes com
doencas renais e em receptores de transplante renal (RTR). Pacientes em
hemodialise (HD) necessitam de deslocamentos frequentes, de duas a trés vezes
na semana em ambientes compartilhados, o que aumenta a exposicao viral.® Ja os
RTR apresentam risco elevado de morbimortalidade devido a imunossupressao e a
resposta imune deficiente frente a infecgdo.” Antes da vacinagéo, as taxas de

letalidade entre transplantados renais variavam de 25% a 30%?8.
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A introdugéo das vacinas contra o SARS-CoV-2 representou um marco na
reducao da mortalidade global. No Brasil, a campanha de imunizagao teve inicio em
janeiro de 2021, priorizando profissionais de saude, idosos e, posteriormente,
pacientes expostos a imunossupressdo cronica®. As principais vacinas utilizadas
foram  CoronaVac  (Sinovac/Instituto  Butantan),  ChAdOx1 nCoV-19
(Oxford/AstraZeneca/Fiocruz), BNT162b2 (Pfizer-BioNTech) e Ad26.COV2.S
(Janssen), que empregam diferentes plataformas tecnoldgicas.°

Apesar da ampla cobertura vacinal, a emergéncia de novas variantes de
preocupacao, como Delta e Omicron, evidenciou a necessidade de doses de reforco
e do monitoramento continuo da resposta imune, especialmente em grupos
vulneraveis''. Esses desafios reforcam a importancia de estudos que avaliem a
imunogenicidade vacinal em pacientes com DRC, em HD e em RTR, contribuindo
para o planejamento de estratégias de protecdo mais eficazes.

1.2. O sistema imune e a resposta vacinal

O sistema imunolégico € responsavel pela defesa do organismo contra
agentes infecciosos, incluindo virus, bactérias e parasitas. Ele atua por meio de
mecanismos inatos e adaptativos, que interagem de forma coordenada para
eliminar o patdgeno e estabelecer memdria imunoldgica. A resposta imune
adaptativa é mediada por linfécitos B e T, que desempenham papéis
complementares na neutralizagdo e destruigdo de antigenos virais'2.

Na infeccdo pelo SARS-CoV-2, a imunidade humoral e a celular atuam de
forma integrada. A resposta humoral envolve a produgédo de anticorpos
neutralizantes, principalmente dirigidos contra a proteina Spike (S), especialmente

o dominio de ligagado ao receptor (RBD), essencial para a entrada viral na célula
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hospedeira'®. Ja a resposta celular é mediada por linfocitos T CD4* e CD8*, que
auxiliam na producdo de anticorpos e na eliminacdo de células infectadas,
respectivamente. 1415

A vacinagdo tem como objetivo mimetizar a infecgdo natural, induzindo
imunidade protetora sem causar doencga. As vacinas contra o0 SARS-CoV-2 utilizam
diferentes plataformas: virus inativado, vetor viral ndo replicante, mRNA e proteina
recombinante. Todas concebidas para estimular a producdo de anticorpos anti-
Spike e a ativagéo de linfocitos T de memodria.'®'” A eficacia vacinal depende de
multiplos fatores, incluindo idade, presenga de comorbidades, status imunolégico e
tipo de vacina administrada.’®

Em condigdes fisioldgicas, a resposta vacinal gera imunidade de longa
duracao, caracterizada pela produgao sustentada de anticorpos e pela ativagao de
células B e T de memoria. Contudo, em individuos com imunossupressao ou
doencas cronicas, essa resposta pode ser parcial ou transitéria, exigindo reforgos
vacinais e monitoramento imunolégico continuo. %20

O entendimento dos mecanismos imunoldgicos € essencial para elucidar a
variabilidade na resposta vacinal observada entre individuos saudaveis, pacientes
em HD e RTR. A distingao entre as respostas imunes humorais e celulares, assim
como entre a imunidade decorrente da infecgdo natural e aquela induzida pela
vacinagao, orienta a selecao de métodos laboratoriais capazes de captar essas
diferencas. Nesse sentido, abordagens multiplex, como a tecnologia Luminex,
permitem uma avaliagdo mais abrangente da imunogenicidade vacinal ao
possibilitar a andlise simultdnea de multiplos alvos imunolégicos em uma unica

amostra.
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1.2.1 Fundamentos da resposta imune humoral e celular

A resposta imune adaptativa € composta por dois bracos principais, humoral e
celular, que atuam de maneira integrada na defesa contra agentes infecciosos. Apos
o reconhecimento do antigeno, as células apresentadoras de antigeno (APCs),
principalmente as células dendriticas, capturam, processam e apresentam
fragmentos antigénicos aos linfécitos T, iniciando a cascata de ativagéo
imunoldgica.’?2!

A resposta humoral € mediada pelos linfécitos B, que, apds estimulo
antigénico e cooperacgao dos linfocitos T CD4* auxiliares, sofrem diferenciacao em
plasmdcitos produtores de anticorpos. Os anticorpos neutralizam o patégeno por
diferentes mecanismos: bloqueio da ligagao viral ao receptor celular, opsonizacao e
ativagao do sistema complemento. A imunoglobulina G (IgG) é o principal marcador
de imunidade duradoura, enquanto a imunoglobulina A (IgA) é importante na defesa
de mucosas, como nas vias respiratorias.??

A resposta celular envolve os linfécitos T CD8* citotoxicos, que reconhecem
e destroem células infectadas, e os linfécitos T CD4*, que coordenam a resposta
imune por meio da secrecgédo de citocinas e do suporte a ativagao dos linfocitos B.'
A geragao de células T e B de memoria garante resposta rapida e eficaz em
exposicoes subsequentes ao mesmo antigeno, constituindo o principio da
imunidade protetora induzida por vacinas.??

A magnitude e a duracdo dessa resposta dependem de multiplos fatores,
incluindo a carga antigénica, a via de administracdo da vacina, a idade, o estado
nutricional e o grau de imuno competéncia do hospedeiro.'®2* Em individuos com

disfungdo do sistema imunoldgico, como pacientes com DRC ou sob uso de



16

imunossupressores, ha reducao na ativacgao linfocitaria, na producao de citocinas e
na diferenciagao de plasmacitos e células T de memodria, o que resulta em resposta
vacinal atenuada.?®
Esses fundamentos sao essenciais para compreender as diferencas
observadas na imunogenicidade entre individuos saudaveis e pacientes com DRC,
em HD ou RTR, além de justificar o uso de metodologias mais sensiveis, como 0s
ensaios multiplex, para avaliagéo detalhada da resposta humoral?®.
1.2.2 Mecanismos de acao das vacinas contra o SARS-CoV-2
As vacinas contra o SARS-CoV-2 tém como principal objetivo induzir

respostas imunes protetoras que previnam a infecgao sintomatica e reduzam a
gravidade da COVID-19. A maioria das plataformas utiliza a proteina Spike (S) como
antigeno-alvo, por ser responsavel pela ligagdo do virus ao receptor da enzima
conversora de angiotensina 2 (ECA2) nas células hospedeiras. A exposigao
controlada a essa proteina leva a geragao de anticorpos neutralizantes e a ativagao
de linfécitos T CD4* e CD8*, simulando a imunidade adquirida pela infecgédo natural,
mas sem o risco da doenga.'426.27
Os mecanismos imunolégicos envolvem:
1. Apresentagao antigénica por células dendriticas, com ativacao de linfécitos T

especificos;
2. Ativacao de linfécitos B e formacao de centros germinativos, com producgao de

plasmacitos secretores de anticorpos anti-Spike/RBD;
3. Formacdo de memoria imunoldgica, incluindo linfécitos B e T de longa

duracdo. 4?7

As principais plataformas vacinais incluem:
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Vacinas de mRNA (BNT162b2 — Pfizer-BioNTech; mRNA-1273 — Moderna):
utilizam RNA mensageiro encapsulado em nanoparticulas lipidicas, induzindo
respostas humorais e celulares potentes, predominantemente do tipo Th1 (A
resposta imune Th1 é mediada por linfocitos T CD4" e caracteriza-se pela
producao de interferon-gama (IFN-y), promovendo a imunidade celular, a
ativagao de macréfagos e o controle de patégenos intracelulares, especialmente
virus).10.17

Vacinas de vetor viral nao replicante (ChAdOx1/AstraZeneca;
Ad26.COV2.S/Janssen): adenovirus modificados que expressam o gene da
proteina S, estimulando imunidade combinada B e T.28.2°

Vacinas de subunidades proteicas (NVX-CoV2373/Novavax): contém proteina S
purificada com adjuvantes, promovendo elevada produgdo de anticorpos
neutralizantes. Essa vacina no foi utilizada no Brasil ainda.30:3

Vacinas inativadas (CoronaVac; BBIBP-CorV): utilizam virus inativado completo,
gerando resposta mais ampla, porém com titulos séricos inferiores as vacinas
de mRNA.32

Estudos comparativos demonstram que vacinas de mRNA e de vetor viral

produzem titulos mais altos de anticorpos anti-Spike e memoaria T duradoura (maior

que 6 a 12 meses).3336 Estratégias heterdlogas (“mix-and-match”) mostraram

respostas amplificadas e maior durabilidade.’’Além da imunidade sistémica, ha

evidéncias de respostas em mucosas (IgA secretéria) e de uma imunidade hibrida

mais robusta em individuos previamente infectados e vacinados.?”-38
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1.3 Aimunidade na doenga renal crénica, hemodialise e transplante renal
A doencga renal cronica (DRC) € acompanhada de uma resposta imune

comprometida, que afeta tanto a imunidade inata quanto a adaptativa. Pacientes

com DRC apresentam maior suscetibilidade a infeccdes e menor resposta a

vacinas, fendbmenos atribuidos a uremia, a inflamacéo sistémica3%4° e, no caso dos

transplantados renais, ao uso dos imunossupressores.

Entre os mecanismos principais destacam-se:

a) Disfuncdo da imunidade inata, com comprometimento da quimiotaxia e
fagocitose de neutrdéfilos e mondcitos;

b) Alteragdes da resposta T, incluindo reducédo da expansao de CD4* e CD8%, e
exaustado linfocitaria;

c) Defeitos na resposta B, com produgdo reduzida de anticorpos e perda de
memoria humoral;

d) Inflamacao cronica e estresse oxidativo, que perpetuam um estado de
imunossenescéncia precoce.

Em pacientes em HD, a exposi¢ao repetida a biomateriais e o contato com
membranas extracorporeas ativam o complemento e intensificam a disfungao
imune, levando a respostas vacinais menos robustas.*’ Nos RTR, o uso continuo
de medicamentos imunossupressores, como tacrolimo, micofenolato (mofetila ou
sédico) e corticosteroides, suprime a ativacao de linfocitos T e B, resultando em
soroconversao reduzida e menor resposta celular apés a vacinacao contra o SARS-
CoV-2.41-43

Evidéncias recentes demonstram que doses adicionais e esquemas heterdlogos

aumentam a taxa de resposta humoral e celular nesses pacientes.**4® O
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entendimento desses mecanismos € essencial para otimizar protocolos vacinais em
individuos com DRC, HD e transplante renal.
1.4 Respostas humorais e celulares a vacinagéo contra SARS-CoV-2 em diferentes
populagdes

A resposta imune a vacinagcdo contra o SARS-CoV-2 apresenta ampla
variabilidade interindividual, determinada por fatores como idade, comorbidades,
imunossupressao e tipo de plataforma vacinal. A imunidade protetora depende da
integracdo entre resposta humoral (anticorpos neutralizantes) e resposta celular
(linfécitos T CD4* e CD8* especificos), que juntas promovem neutralizagao viral,
eliminacado de células infectadas e formagdao de memodria imunoldgica de longa
duragéo. 3?7
1.4.1 Populacéao geral e individuos saudaveis

Nos individuos imunocompetentes, as vacinas de mRNA (BNT162b2, mRNA-
1273) e de vetor viral (ChAdOx1, Ad26.COV2.S) induzem altos titulos de anticorpos
neutralizantes anti-Spike e anti-RBD, ja apds sete a 14 dias apds a segunda dose.
Paralelamente, ocorre expansao de linfécitos T CD4* do subtipo Th1 e T CD8*
citotdxicos especificos para epitopos da proteina Spike. 333646 A resposta atinge o
pico entre duas e quatro semanas e depois decai gradualmente, permanecendo
acima do limiar protetor por mais de seis meses. A formagao de células B de
memoria garante rapida producdo de anticorpos em exposi¢cdes subsequentes,
inclusive a variantes virais*’. A resposta celular T mostra maior durabilidade,
persistindo por mais que 12 meses em diversos estudos.*84?

A magnitude da resposta imune correlaciona-se positivamente com a idade

jovem, auséncia de comorbidades e intervalo adequado entre as doses. A resposta
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hibrida (infecgdo prévia + vacinagao) induz titulos até 25 vezes superiores de
anticorpos neutralizantes e perfil policlonal mais amplo.5°
1.4.2 Idosos

O envelhecimento esta associado ao fendmeno da imunossenescéncia,
caracterizado pela reducdo progressiva do repertério de linfécitos T naive,
alteracbes funcionais das células B e diminuicdo da produgdo de citocinas,
culminando em respostas imunes menos eficientes. Em individuos com idade igual
ou superior a 65 anos, observa-se uma resposta humoral de menor magnitude e
declinio mais acelerado, bem como comprometimento da resposta mediada por
linfécitos T. Este processo € frequentemente agravado pela coexisténcia de
comorbidades crbénicas prevalentes nessa populagdo, como diabetes mellitus,
hipertensao arterial sistémica e doencgas cardiovasculares, condicbes que também
sdo comuns em pacientes com DRC. Tais comorbidades contribuem para um estado
persistente de inflamacgao sistémica, disfuncado endotelial e alteracbes metabdlicas,
fatores que, de forma integrada, impactam negativamente a imunogenicidade
vacinal.

Evidéncias demonstram que esquemas de doses de refor¢co sao capazes de
restaurar, ao menos parcialmente, os niveis de anticorpos neutralizantes e a
resposta imune celular em individuos idosos, particularmente na presenca de
multiplas comorbidades, sustentando a necessidade de estratégias vacinais
diferenciadas e individualizadas nesse contexto clinico..5'-%? Estratégias de reforgo
“booster” mostraram restaurar a neutralizacdo sérica e a imunidade celular nesse

grupo.s3
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1.4.3 Individuos imunocomprometidos

Pacientes sob tratamento imunossupressor, com céancer hematoldgico,
doencas autoimunes ou transplantados de 6rgéos sélidos e medula éssea, exibem
menor soroconversao e reatividade T apos a vacinagdo.®* O uso de agentes como
micofenolato, rituximabe ou corticosteroides compromete a ativagao linfocitaria e a
formacdo de memoria.?® Nos transplantados renais, estudos mostram
soroconversao menor que 40% apds duas doses de mRNA, enquanto uma terceira
ou quarta dose pode elevar essa taxa para 60 a 70%.4244 Além disso, respostas T
especificas podem ocorrer mesmo na auséncia de anticorpos detectaveis,
indicando protegéo parcial mediada por imunidade celular.%®
1.4.4 Pacientes em dialise e com doenca renal crénica

Os pacientes com doenca renal terminal, especialmente aqueles em HD
cronica, apresentam alteracbes importantes da imunidade que impactam
diretamente na resposta vacinal. Acombinacao entre uremia, inflamacéao persistente
e outras comorbidades resulta em uma resposta imune quantitativa e
qualitativamente inferior a observada em individuos saudaveis.3%40

Em pacientes em hemodialise, a vacinacio resulta em titulos de anticorpos
mais baixos e de menor duracdo quando comparada a controles saudaveis, embora
a maioria alcance soroconversdo.®® A resposta T é geralmente preservada,
sugerindo imunogenicidade parcial, porém eficaz.>” A vacinagédo heterdloga e os
reforgcos subsequentes demonstram melhorar significativamente a resposta imune
nesse grupo, reforcando a necessidade de esquemas individualizados.®® A
vacinagao com plataformas de mRNA e vetor viral induz soroconversao em 85 a

95% dos casos, embora os titulos de anticorpos sejam significativamente menores
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e declinem mais rapidamente do que em controles saudaveis.>® O grau de resposta
depende de fatores como idade, comorbidades, tipo de membrana dialitica e tempo
em terapia renal substitutiva. Foi mostrado que, apdés duas doses de vacinas de
MRNA (BNT162b2 ou mRNA-1273), os pacientes em hemodialise atingem picos
séricos de anticorpos neutralizantes em torno de 30 a 50% dos valores obtidos em
individuos imunocompetentes.%®

Ainda assim, a memaria imunoldgica B é detectavel na maioria dos pacientes,
sustentando alguma protec¢ao contra formas graves da COVID-19. A emergéncia de
variantes de preocupacdo (Alpha, Delta, Omicron) reduziu parcialmente a
neutralizagdo sérica, mas a imunidade T especifica manteve-se altamente
conservada, contribuindo para protegédo contra formas graves.5%°

Reforgos com vacinas bivalentes ou atualizadas restauram titulos
neutralizantes e ampliam o espectro de reconhecimento.®' Esquemas heterélogos
ou reforgos (“booster’) elevam significativamente a soroconversdo e o titulo de
anticorpos neutralizantes, inclusive contra as variantes.5263
1.4.5 Resposta imune humoral e celular em pacientes com transplante renal apos
vacinagao contra SARS-CoV-2

Analises de linfocitos T especificos por IFN-y ELISPOT e citometria de fluxo
demonstram reatividade T detectavel em até 90% dos pacientes, mesmo entre
aqueles com titulos baixos ou indetectaveis de anticorpos.®465. Esses achados
sugerem que a imunidade celular desempenha papel crucial na protegcao desses
individuos, compensando parcialmente a menor resposta humoral.

Nos transplantados renais, a imunossupressao necessaria a profilaxia da

rejeicdo do enxerto representa o principal fator limitante da imunogenicidade
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vacinal. Agentes como micofenolato (mofetila ou sédico), tacrolimo, ciclosporina e
corticosteroides suprimem a ativacao de células T e a diferenciacdo de células B,
reduzindo a capacidade de gerar anticorpos neutralizantes e linfocitos de
memoria.*3% Apos duas doses de vacinas de mRNA, apenas 30 a 40% dos
receptores de transplante renal desenvolvem resposta humoral detectavel, com
titulos frequentemente baixos e declinio precoce.*?** O grau de resposta é
particularmente comprometido em pacientes sob terapia com micofenolato quando
comparado ao uso de azatioprina e inibidor de mTOR, e em regimes de tripla
combinagdo. % Benotmane e colegas® observaram que as melhores repostas
estavam relacionadas a estes fatores: receptor de um primeiro transplante,
transplantados de longa data, taxa de filtragdo glomerular maior que 60
ml/min/1,73m2 e pacientes com imunossupressao minima.

A administragdo de doses adicionais demonstrou melhorar substancialmente
a imunogenicidade: a terceira dose aumenta a soroconversao para cerca de 60 a
70%, e uma quarta dose pode elevar ainda mais essa proporgdo.*>%’ Estudos
recentes também sugerem que esquemas heterdlogos (vetor + mRNA) induzem
respostas mais robustas que esquemas homologos.®
1.4.6 Fatores associados a baixa resposta e estratégias de otimizagdo em
transplantados renais

Diversos fatores modulam a imunogenicidade vacinal nesse grupo: idade
avancgada, uso de micofenolato, linfopenia, tempo pds-transplante menor que um
ano e baixa taxa de filtragdo glomerular, associam-se a respostas reduzidas.®®
Estratégias em investigagao incluem ajuste temporario da imunossupressao, doses

adicionais, uso de vacinas adjuvadas e monitoramento sorolégico e celular



24

individualizado.”®"! A identificacdo precoce de ndo respondedores pode orientar
intervengdes como reforgcos adicionais ou profilaxia passiva com anticorpos
monoclonais.
1.5 Ensaios sorolégicos e imunoensaios para detecgcdo da resposta humoral ao
SARS-CoV-2
A caracterizagao da resposta humoral apds infecgdo ou vacinagao contra o
SARS-CoV-2 é essencial para compreender a imunidade protetora, estimar a
eficacia vacinal e comparar populagdes com diferentes graus de comprometimento
imunoldgico. Diversas metodologias foram desenvolvidas para medir anticorpos
especificos, variando em principio de detecgéo, antigeno utilizado e desempenho
analitico.”>"3
1.5.1 Tipos de anticorpos e antigenos-alvo
A infecgdo natural pelo SARS-CoV-2 induz anticorpos contra multiplas

proteinas estruturais, incluindo nucleocapsideo (NC), proteina Spike (S) e seus
dominios S1 e RBD. Enquanto as vacinas, na maioria das plataformas, induzem
anticorpos direcionados apenas a proteina Spike. Assim, a detecgao de anti-NC
diferencia infeccdo natural de imunidade vacinal, enquanto anti-S e anti-RBD
refletem a resposta ao imunizante.” 7>
1.5.2 Principais metodologias sorolégicas
Os ensaios podem ser classificados em trés categorias principais:
1. Enzima imuno ensaio (ELISA): baseados na ligagdo de anticorpos séricos a

antigenos fixados em placa e detecgcdo colorimétrica. Sdo amplamente

utilizados, com sensibilidade maior que 95 %, mas avaliam apenas um antigeno

por vez.
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2. Ensaios de neutralizacdo: avaliam a capacidade dos anticorpos de inibir a
ligacdo do SARS-CoV-2 ao receptor ACE2 ou de bloquear a infec¢gado em culturas
celulares. Podem empregar virus vivos (PRNT) ou pseudovirus. Embora sejam
0 padrao-ouro funcional, exigem laboratérios de biosseguranga avangada e tém
baixa escalabilidade.”®

3. Ensaios multiplex (Luminex) — permitem a deteccdo simultanea de anticorpos
contra multiplos antigenos em uma unica amostra, usando microparticulas
fluorescentes acopladas a proteinas especificas do SARS-CoV-2 (Spike, RBD,
N, S2). O sistema quantifica a intensidade de fluorescéncia média (MFI)

correlacionada ao titulo de anticorpos.’”"8

COMO FUNCIONA O LUMINEX

Y

Microsferas Anticorpos  Anticorpo Leitura
acopladas ligam-se  secundario Deteccdo da
com antigenos aos antigenos marcado fluorescéncia e
identificagao do
analito

Imagem gerada por inteligéncia artificial ChatGPT5.2.
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1.5.3 O ensaio Luminex e suas vantagens

O método Luminex xMAP® (“multi-analyte profiling”) combina imuno ensaio
e deteccao por citometria de fluxo, oferecendo alta sensibilidade, ampla faixa
dindmica e baixo consumo de amostra. Suas principais vantagens incluem:
quantificagdo de anticorpos contra multiplos antigenos simultaneamente (multiplex);
correlacdo robusta com titulos neutralizantes obtidos por PRNT; reprodutibilidade
elevada e aplicagdo em estudos populacionais e clinicos e possibilidade de
distinguir anticorpos vacinais (anti-S/RBD) de anticorpos pos-infecgao (anti-N).

Estudos demonstram que o Luminex apresenta alta correlagéo (r > 0,9) com
métodos de neutralizagdo e ELISA quantitativos.””’87® Além disso, ¢é
particularmente util em populagdes imunocomprometidas, como transplantados e
pacientes em hemodialise, permitindo detectar respostas de baixa magnitude que
poderiam ndo ser captadas por imunoensaios convencionais.°
1.5.4 Interpretacao e limitacoes

Os niveis de anticorpos anti-Spike/RBD correlacionam-se fortemente com
protecao clinica contra infecgcao sintomatica, embora ndo exista ainda um limiar
universal de protecdo.®° A resposta humoral, contudo, representa apenas parte da
imunidade adaptativa; a auséncia de anticorpos detectaveis nao exclui imunidade
mediada por células T. Entre as limitagdes dos imunoensaios estdo a
heterogeneidade dos kits comerciais, auséncia de padronizagao internacional e
variagdes nos antigenos utilizados.®! Por sua alta sensibilidade e escalabilidade, o
ensaio Luminex baseado em microparticulas acopladas a antigenos Spike/RBD/N
tornou-se uma ferramenta utilizada em estudos de monitoramento sorolégico e

avaliagdo vacinal em pacientes com DRC e transplantados renais.2582
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1.6 Correlagdo entre niveis de anticorpos e protecao clinica (correlatos de proteg¢ao)

A determinacao de correlatos imunolégicos de protecao representa um dos
principais desafios no estudo da resposta a vacinagao contra o SARS-CoV-2. Tais
correlatos permitem estimar a eficacia vacinal, identificar individuos vulneraveis e
orientar decisdes sobre doses de reforco. Em vacinas virais classicas, titulos
especificos de anticorpos neutralizantes s&o aceitos como marcadores de protecao;
no entanto, no caso do SARS-CoV-2, a relagcéo entre niveis séricos de anticorpos e
protecdo clinica € mais complexa, por envolver multiplos componentes da
imunidade adaptativa.?’-83
1.6.1 Anticorpos neutralizantes e risco de infecgéo

Estudos longitudinais mostraram que titulos elevados de anticorpos anti-
Spike e anti-RBD correlacionam-se fortemente com menor risco de infecgéo
sintomatica e hospitalizagdo.848 A meta-analise de Khoury e colaboradores
demonstrou que os niveis de anticorpos neutralizantes explicam até 80% da
variacdo na eficacia vacinal entre diferentes plataformas, sugerindo uma relagao
quantitativa previsivel entre titulos séricos e prote¢do.®® A redugdo progressiva
desses titulos ao longo de seis a 12 meses apds a vacinagao coincide com aumento
do risco de infeccdo, especialmente por variantes com escape imune parcial, como
Delta e Omicron.'34 No entanto, mesmo apods queda significativa de anticorpos, a
protecdo contra doenga grave € geralmente mantida, gragas a contribuicdo da
imunidade celular.
1.6.2 Papel da imunidade celular

A resposta de linfécitos T CD4* e CD8" especificos mostra alta conservagao

antigénica entre variantes e desempenha papel essencial na contengéo da infecgao
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e na prevengao de formas graves.%¢% Estudos demonstraram que mais de 85% dos
epitopos reconhecidos por células T permanecem preservados nas variantes de
preocupagao, sustentando a eficacia vacinal mesmo diante de reducédo na
neutralizagéo sérica.8

Em individuos imunocomprometidos, a presenga de resposta celular
especifica, mesmo na auséncia de soroconversdo, foi associada a desfechos
clinicos mais favoraveis.58
1.6.3 Limiares de protecéo e padronizacao internacional

Embora ndo exista um limiar universalmente aceito, diversos estudos tentam
estabelecer valores-referéncia de anticorpos neutralizantes correlacionados a
protecdo. A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) propds a padronizagéo de
resultados em BAU/mL (Binding Antibody Units), com base no padr&o internacional
WHO International Standard 20/136.%” Resultados de grandes coortes, como
COV002 (Oxford/AstraZeneca) e COV003 (MRNA-1273), sugerem que niveis de
anti-RBD acima de 264 BAU/mL associam-se a reducio de 80% no risco de COVID-
19 sintomatica.® Entretanto, esses valores variam conforme o método analitico e a
populacado estudada.
A auséncia de padronizagdo entre ensaios (ELISA, Luminex, neutralizagdo) e
diferengcas na exposicdo prévia ou imunossupressao dificultam comparacdes
diretas, especialmente em populagdes especiais como pacientes renais crénicos e
transplantados. Nesses grupos, mesmo niveis baixos de anticorpos podem estar

associados a protecao parcial, mediada por imunidade celular.%®
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1.6.4 Aplicagdes clinicas e perspectivas

A monitorizagao soroldgica quantitativa, especialmente por ensaios multiplex
como o Luminex, tem se mostrado util para identificar ndo respondedores e orientar
decisbes sobre reforgos vacinais personalizados.® Entretanto, a interpretagio deve
considerar a natureza multifatorial da protecéo, incluindo memdéria B e T, afinidade
dos anticorpos e capacidade de neutralizar variantes emergentes.

A relevancia clinica dos niveis de anticorpos detectados por ensaios de
ligagdo foi recentemente reforcada por Aguilar e colaboradores®, que
demonstraram forte correlacdo entre os resultados obtidos por Luminex e ELISA
baseados no dominio de ligagdo ao receptor (RBD) e a atividade neutralizante
medida por ensaio funcional (surrogate virus neutralization test). Em duas coortes
independentes, abrangendo individuos vacinados e convalescentes, os autores
observaram correlagdo significativa (r = 0,85-0,90) entre a intensidade de
fluorescéncia (MFI) e a capacidade de inibigdo da interagdo RBD—ACEZ2, indicando
que o Luminex € um substituto robusto e preditivo de neutralizacdo viral. Essa
evidéncia apoia o uso do Luminex como ferramenta confiavel para a avaliacéo
indireta da resposta protetora induzida pela vacinagao, especialmente em contextos
clinicos e populacionais em que ensaios de neutralizacdo nao estdo disponiveis.
Além disso, reforca a interpretacao dos resultados do presente estudo, nos quais
as diferencas de MFI entre transplantados renais, pacientes em hemodialise e
controles saudaveis refletem variagdes quantitativas na resposta humoral funcional,
alinhando-se aos correlatos de protegdo ja descritos em ensaios clinicos com

vacinas de mRNA.
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Em sintese, o conjunto de evidéncias provenientes de grandes ensaios
clinicos e estudos observacionais, incluindo COVE (Moderna), ENSEMBLE
(Janssen), COVAIL (NIH), além das analises comparativas com metodologias como
o Luminex, consolidou a nogdo de que os titulos de anticorpos anti-Spike e anti-
RBD, expressos em unidades padronizadas (BAU/mL ou IU/mL), constituem
correlatos imunolégicos de protegao validos e reprodutiveis contra o SARS-CoV-2.
A harmonizagao proposta pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) e pelo NIBSC
(padréo 20/136) permitiu a comparabilidade entre plataformas analiticas distintas,
viabilizando o uso de ensaios de ligacdo como substitutos funcionais dos testes de
neutralizacao viral. No contexto da infec¢ao natural e da vacinacéo, estudos como
os de Aguilar e colaboradores 8 demonstraram a correlagdo direta entre MFI
(Luminex) e atividade neutralizante, enquanto os ensaios COVAIL (2025)% e
ENSEMBLE (2025)% confirmaram que a magnitude da resposta humoral, mais do
que o tipo de variante, € o principal determinante de proteg¢ao clinica. Assim, o
presente trabalho se insere corroborando que a quantificagao da resposta humoral
por métodos multiplex representa ferramenta essencial para compreender a
imunogenicidade vacinal em populagées de risco, como pacientes transplantados
renais € em hemodialise, nos quais a imunossupressido ou o estado inflamatério

crébnico podem comprometer a efetividade das vacinas disponiveis.??
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3. OBJETIVOS

Objetivo primario

Avaliar a presenca de anticorpos contra SARS-CoV-2 apds vacinagao em pacientes
em terapia de substituicdo renal, comparados a um grupo de individuos sem doenca
renal.

Objetivos secundarios

* Avaliar a presenca de anticorpos contra SARS-CoV-2 apds vacinacdo em
pacientes transplantados renais;

* Avaliar a presenca de anticorpos contra SARS-CoV-2 apds vacinacdo em
programa de hemodialise;

* Avaliar a presenga de anticorpos contra SARS-COV2 apds vacinacdo em
individuos sem doenca renal;

» Comparar os resultados de presenca de anticorpos contra SARS-CoV-2 entre os
pacientes transplantados renais, em programa de hemodialise e em profissionais

voluntarios da area da saude sem doenca renal.
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Abstract

Background: Patients with chronic kidney disease (CKD) undergoing hemodialysis
(HD) and kidney transplant recipients (KTRs) represent a high-risk population for
adverse outcomes following SARS-CoV-2 infection, with mortality among KTRs
reaching 25% during the pandemic. These patients were therefore prioritized for
coronavirus disease 2019 vaccination in Brazil. A highly sensitive and specific
multiplex-based assay was used to characterize the immune response in these
vulnerable populations by detecting antibodies targeting five distinct SARS-CoV-2
proteins: the full spike (FS) protein, three spike domains (S1, S2, and the receptor-
binding domain [RBD]), and the nucleocapsid (NC) protein. Methods: In this single-
center prospective observational study, we assessed the humoral immune response
to SARS-CoV-2 vaccination in KTRs, HD patients, and healthy controls (HCs) using
a Luminex-based multiplex assay. Serum samples were collected 30-90 days after

the second and third vaccine doses. Results: Among 139 participants, antibody
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responses to the RBD in KTRs (40.6%, mean fluorescence intensity [MFI] 7,859)
compared with HD (90%, MFI 33,706) and HC (72%, MFI 20,921) (p < 0.001) after
the second dose (Test 1). After the third dose (Test 2), the antibody response was
higher in KTRs (71%, MFI 27,588) than in the HD group (92%, MFI 34,400) and HC
group (100%, MFI 39,400) (p < 0.001). Conclusions: KTRs exhibited impaired
humoral responses to SARS-CoV-2 vaccination, achieving 83.7% seroconversion
only after the fourth booster dose. The significantly reduced response among KTRs,
even after multiple boosters, reinforces the need for tailored vaccination strategies.

Introduction

Coronavirus disease 2019 (COVID-19), caused by SARS-CoV-2, emerged in late
2019 and quickly became a global pandemic. [1] Individuals with chronic kidney
disease (CKD), particularly those undergoing dialysis or living with kidney
transplants, have been disproportionately affected. Before the availability of
vaccines, the lethality rate among kidney transplant recipients (KTRs) reached 25—
30%. [2-4] Antirejection medications used in transplant recipients attenuate the
immune responses to SARS-CoV-2 vaccination, increasing the risk of severe
COVID-19[4,5] Although COVID-19 vaccines have become widely accessible in
Brazil, transplant recipients remain at elevated risk for severe disease and mortality
due to insufficient vaccine-induced immunity. These patients, who are often
immunosuppressed, have significantly increased risks of severe illness,
hospitalization, and mortality.[4] Historical data have demonstrated impaired

immune responses to other vaccines, such as those against hepatitis B and
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influenza [5], in this population, raising concerns regarding the efficacy of SARS-
CoV-2 vaccines.

Humoral responses to COVID-19 vaccination in KTRs remain significantly lower than
those observed in healthy individuals, even after a third dose. Neutralizing anti-
receptor-binding domain (RBD) antibodies targeting variants of concern, particularly
Omicron, are often absent or weak in this population [6], a phenomenon exacerbated
by immunosuppressive regimens including tacrolimus and corticosteroids. A recent
systematic review and meta-analysis reported that both humoral and cellular
responses are markedly impaired in KTRs compared with dialysis patients and
healthy controls (HCs), with cellular responses remaining below 70% even after a
third vaccine dose.[7] Additionally, evidence from Brazilian cohorts of convalescent
transplant recipients suggests that; although seroconversion may occur, rates of
intensive care unit admission and mortality remain disproportionately high.[8] These
findings underscores the importance of evaluating immunogenicity and the critical
need to evaluate vaccine-induced protection in this vulnerable group beyond
conventional serological assessments.

The COVID-19 pandemic has exposed critical vulnerabilities to global public health
systems, particularly regarding the protection of immuno-compromised individuals.
Transplant recipients and patients on dialysis are at an increased risk for severe
outcomes from viral infections, reinforcing the importance of monitoring vaccine-
induced immunity to guide preventive strategies.[9] Given the likelihood of future
emerging pathogens, the recent WHO Pandemic Agreement emphasized
coordinated global efforts for prevention and surveillance, including development of

national pandemic preparedness plans and the application of the One Health
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approach to reduce pathogen spillover. These global directives further support the
importance of evaluating immunogenicity in high-risk groups as part of a broader
preparedness efforts.[10]

This study aimed to evaluate the humoral immune response to SARS-CoV-2
vaccination in KTRs, patients undergoing chronic hemodialysis (HD), and HCs using
a Luminex-based multiplex immunoassay. The multiplex Luminex platform offers
several advantages over conventional serological assays, such as ELISA and CLIA.
This method enables simultaneous detection of antibodies against multiple SARS-
CoV-2 antigens within a single sample, improving analytical efficiency.[11] This
method demonstrates higher sensitivity (~90%) and specificity (up to 100%) than
ELISA, enabling detection of up to 22% more anti-RBD antibodies and reducing
false-positive IgM and IgA results.[12] Moreover, the platform distinguishes vaccine-
induced responses (anti-spike) from those resulting from natural infections (anti-
nucleocapsid [NC] antibodies). Santa Casa Hospital benefits from having an
Immunology Laboratory equipped with a Luminex system, enabling this advanced
multiplex analysis.

The objective of this study was to describe the seroconversion patterns across these
groups and to contribute to a better understanding of strategies that may improve
vaccine effectiveness in immunocompromised individuals.

Materials and Methods

This prospective observational study was conducted at the Kidney Transplant
Center of Hospital Santa Casa de Porto Alegre, Brazil. The study was approved by
the local ethics committee (CAAE 50247421.5.0000.5335, approval number:

5.415.970). Adult participants (=18 years old) were invited randomly and allocated



50

into three groups: KTRs (more than 6 months of transplant), patients undergoing
chronic HD}, and participants without CKD, included as HCs. The groups were not
matched. All participants had received at least three doses of COVID-19 vaccines
offered by the Ministry of Health.Blood samples were collected between 30 and 90
days after the second or third dose. A subset of KTRs who received a fourth vaccine
dose was also evaluated. Humoral immune response was evaluated using a
Luminex-based multiplex assay (One Lambda Inc., West Hills, CA, USA).""'2 This
assay simultaneously detects antibodies against five SARS-CoV-2 antigens: full
spike (FS), spike S1, spike RBD, spike S2, and NC. The test procedure involves
incubation with antigen-coated beads, detection of bound antibodies, and
fluorescence intensity analysis. Testing was performed in the immunology laboratory
of the transplant center, which is qualified to use the Luminex platform. The cut-off
points for negative samples were FS, 9100 Median Fluorescence Intensity (MFI); S1
5400 MFI; RBD, 8800 MFI; S2, 4700 MFI; and NC, 1100 MFI. The patients, KTRs,
HD, and HCs received vaccines available at health centers distributed by the Ministry
of Health, usually receiving a booster vaccination according to the first dose
received. Vaccine distribution began in January 2021. The CORONAVAC vaccine,
produced by the Butantan Institute, uses an inactivated virus technique. The Oxford-
Fiocruz vaccine, developed by AstraZeneca; in partnership with the University of
Oxford and produced by the Oswaldo Cruz Foundation (Fiocruz, Brazil), is based on
viral vector technology. The Pfizer-BioNTech vaccine employs messenger RNA
technology. Since the onset of the COVID-19 pandemic, SARS-CoV-2 has evolved
through successive variants of concern, including gamma (P.1), first identified in

Manaus, Brazil, in December 2020; delta (B.1.617.2), predominant from mid-2021;
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and later omicron (B.1.1.529), detected in December 2021, and globally dominant
throughout 2022.[13-15] The Brazilian national COVID-19 vaccination campaign
began on January 17, 2021, prioritizing health-care workers, indigenous populations,
and institutionalized elderly individuals, followed by a gradual age-based rollout.[16]-
Immunosuppressed patients, including kidney transplant recipients and individuals
on chronic HD, were included in subsequent phases after official recommendations
from the Brazilian Ministry of Health.[16] In our cohort, older patients began
vaccination in January 2021, while younger participants received their first doses
starting in March 2021, reflecting the early age-based prioritization. Broader access
to all immunosuppressed individuals occurred later, following specific ministerial
directives.

Statistical analyses were performed using tests appropriate for the type and
distribution of each variable. Categorical variables are presented as absolute and
relative frequencies, age as mean and standard deviation, and remaining
quantitative variables as median and interquartile range (IQR). Normality was
assessed using the Kolmogorov-Smirnov test. Comparisons among groups were
conducted using ANOVA (for age), Kruskal-Wallis test with Dunn's test for multiple
comparisons, and chi-square test with the aid of adjusted standardized residuals.
For comparison between tests 1 (after second vaccine dose) and 2 (after the third
vaccine dose), McNemmar and Wilcoxon tests were applied. For analyses of three
doses in KTRs, the Friedman test and Cochran's Q test with Bonferroni correction
for multiple comparisons were applied. Analyses were performed using SPSS

software version 25. The significance level was set at P < 0.05.
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Results

A total of 139 participants were included in the study: 78 KTRs, 29 HD patients, and
32 HCs who received a second boost (first test). A total of 31 KTRs, 25 HD patients,
and 22 HCs completed a third boost (second test). A subset of 16 out of the 78 KTRs
who received the fourth vaccine dose was also analyzed.

Table 1 presents the demographic characteristics of the KTRs, HD, and HC. The
mean age of participants was similar across the groups (KTR: 54.7 + 13.2 years;
HD: 54.3+13.3 years; HC: 51.9114.3 years), p=0.679. The proportion of female
participants was slightly higher in the HD and HC) groups than in the KTR group.
The most frequent etiology of CKD in the KTR group was genetics (ADPKD, Alport),
followed by other causes, and chronic glomerulonephritis. The most common
etiologies in the HD group were chronic glomerulonephritis and systemic arterial
hypertension. No statistically significant differences were observed between the
groups for this variable. Among the KTRs, most received a kidney from a deceased
donor (72.7%).

Vaccination was administered after transplantation in most KTRs (89.7%), whereas
10.3% of the patients received the vaccine prior to the procedure. The median time
between transplantation and the administration of the first vaccine dose was 10
years (IQR, 2 to 14 years), which was calculated for patients who received the first
dose post-transplant. No variables showed statistically significant differences
between the KTR and HD groups, indicating that the groups were comparable in

terms of age, sex, and CKD etiology.
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In the KTR group, 9 patients (12%) received the heterologous BNT162b2 vaccine,
27 (35%) received CoronaVac, and 42 (53%) received the Oxford-Fiocruz vaccine.
In the HD group, two patients (7%) received BNT162b2, seven (24%) received
CoronaVac, and 20 (69%) received Oxford-Fiocruz. In the HC group, 15 individuals
(47%) received the CoronaVac; and 17 (53%) received the Oxford-Fiocruz.

Table 2 presents the humoral responses in KTRs within the subject analysis after
tests 1 and 2 of serological measurements (Luminex). Test 1 corresponded to the
analysis after the second vaccine booster dose, whereas Test 2 referred to the
response after the third booster dose. The table compares the humoral immune
responses in KTRs (n = 31) at both time points using the Luminex assay. The data
included the frequency of antibody positivity (Spike, Spike S1, RBD, Spike S2, and
NC) and median fluorescence intensity (MFI) values (with interquartile ranges [IQR])
for each antigen.

An increasing trend in anti-spike antibody positivity was observed between tests 1
and 2 (58.1% vs. 74.2%, p = 0.063). However, the MFI for spikes increased
significantly in Test 2 (14,691 [2136—34,506] vs. 35,348 [9936—46,930]; p < 0.001).
Statistically significant increases in the MFI values were observed for Spike S1 (p =
0.015), RBD (p = 0.003), and Spike S2 (p = 0.001), indicating progressive
enhancement of the humoral response over time. The positivity rate for anti-RBD
antibodies increased from 41.9% to 71.0% (p = 0.007), suggesting a favorable
immunological response after the third booster dose. In contrast, the response to the
NC protein remained consistently low (6.5% and 9.7%; p = 1.000), with no significant

change in MFI values (p = 0.468), suggesting the absence of prior SARS-CoV-2
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infection. As NC antibodies are typically generated following natural infection, their
low detection may reflect minimal or no viral exposure in this cohort.

Table 3 presents the results of the comparison of humoral responses among the
three groups (KTR, HD, and HC) after the second vaccine dose (first test). In the first
serological assessment; performed 30-90 days after the second vaccine dose,
antibody responses were significantly lower in KTRs than in HD patients and HC.
Positivity for anti-spike antibodies was observed in 55.1% of KTRs, 100% of HD
patients, and 84.4% of HC (p < 0.001). The median MFI for anti-spike antibodies
was markedly reduced in the KTRs (14,691 [IQR 1,690-31,650]) than in the HD
(42,244 [38,668—45,601]) and HC (35,211 [14,428-41,525]) (p < 0.001).

A similar pattern was observed for antibodies directed against spike S1 and RBD
antigens. The proportion of positive samples for anti-S1 was 49.3% in KTRs, 100%
in HD, and 78.1% in HC (p < 0.001), with median MFls of 5,077 [774-13,773], 26,693
[18,813-30,737], and 13,968 [6,388-26,841], respectively. Anti-RBD antibodies
were detected in 40.6% of KTRs, 90% of HD patients, and 71.9% of HC (p < 0.001),
with median MFls of 7,859 [333-18,374], 33,706 [26,265-39,329], and 20,921
[9,134-33,197], respectively.

No significant differences were found in anti-S2 antibodies across the groups (p =
0.328). Anti-NC antibodies, indicative of prior infection, were rare among KTRs
(2.9%) and HC (3.1%), but were more frequent in HD patients (20%) (p = 0.046).
Table 3 presents a comparison of humoral responses among the three groups after
the third vaccine dose (Test 2). In the second serological assessment, antibody
responses improved in all groups but remained significantly lower among KTRs than

among HD patients and HC. Positivity for anti-spike antibodies increased to 74.2%



95

in KTRs, 92% in HD patients, and 100% in HC (p = 0.015). The median MFI for anti-
spike antibodies increased in KTRs to 35,348 [9,936—46,930], remaining significantly
lower than those observed in the HD (41,831 [38,995-44,605]) and HC (45,998
[44,188—-48,369]) groups (p = 0.003). For the spike S1 domain, positivity was 74.2%
in KTRs, 92% in HD, and 100% in HC (p = 0.015), with corresponding median MFI
values of 21,895 [4,862-31,980], 28,260 [22,574-30,700], and 37,667 [34,616—
40,405] (p < 0.001). Similarly, anti-RBD antibodies were detected in 71% of KTRs,
92% of HD patients, and 100% of HC (p = 0.006), with median MFI levels of 27,588
[4,936-36,290];; 34,440 [30,830-37,396];; and 39,400 [37,037-41,329],
respectively (p = 0.001). Regarding antibodies against the S2 domain, 64.5% of
KTRs, 88% of HD patients, and 100% of HC were positive (p = 0.003). Anti-NC
antibodies were present in 9.7% of KTRs, 64% of HD patients, and 4.5% of HC (p <
0.001). Overall, these results demonstrated a marked enhancement in the humoral
response following the third vaccine dose in all groups, with KTRs showing
significant improvement but still exhibiting lower seroconversion rates and antibody
levels compared to HD and HCs.

Table 4 presents a complementary longitudinal analysis performed in a subgroup of
16 kidney transplant recipients from among 78 patients with available serum
samples after all four vaccine doses. A progressive increase in antibody positivity
and fluorescence intensity was observed across successive doses, indicating
gradual improvement in the humoral immune response. Positivity for anti-spike
antibodies increased from 50% after the second dose to 68.8% after the third dose,
and 87.5% after the fourth dose of the vaccine (p = 0.011). The MFI also increased

substantially; from 10,002 [1,543-33,129] to 33,594 [7,829-47,621] after the third
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dose, reaching 34,465 [28,381-43,505] after the fourth dose (p = 0.003). Similarly,
anti-S1 antibody positivity increased from 50% to 68.8% and finally to 87.5% (p =
0.011), while the MFI increased from 4,909 [812—-14,023] to 18,355 [3,959-30,362]
and 17,083 [10,776-29,541], respectively (p = 0.001). For anti-RBD antibodies,
positivity increased from 37.5% to 62.5% and 81.3% at the final doses (p < 0.001),
with corresponding MFI values of 3,597 [316-17,836], 25,970 [13,493-35,602], and
26,370 [13,020-38,165], respectively (p < 0,001). Anti-S2 antibody detection
followed a similar trend, increasing from 37.5% to 68.8% across the four doses (p =
0.066); however, the difference was not statistically significant. Anti-NC antibodies
were detected in only one participant (6.3%) after the third and fourth doses (p =
0.368).

Overall, this within-subject analysis highlighted a stepwise enhancement of the
humoral immune response in transplant recipients following booster doses, although
antibody levels remained below those observed in the HD and HC groups.

Discussion

This study confirms the markedly reduced humoral immune response to SARS-CoV-
2 vaccination in KTR, even after three or more doses, compared to HD and HC,
which was observed in other studies. [16-17]

Despite multiple doses of mRNA vaccines, a substantial proportion of KTR fail to
develop detectable neutralizing antibodies, particularly against critical viral domains
such as the RBD.[7] In comparative analyses, only 35—-41% of transplant recipients
developed detectable neutralizing antibodies against Omicron subvariants BA.1 and

BA.5, while over 90% of HCs exhibited robust responses.[18] These findings align
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with prior literature showing that pharmacological immunosuppression plays a
critical role in blunting both B-cell- and T-cell-mediated vaccine responses.[4] One
study demonstrated improved vaccine response by modifying the
immunosuppressive regimen in elderly patients, maintaining a low dose of
calcineurin inhibitors, and converting to everolimus instead of mycophenolate.[19]
Another study observed a better response to the vaccine after a short period of
mycophenolate withdrawal.[20] The potential modulation of immunosuppression has
been associated with increased seroconversion rates. However, this strategy
remains controversial because of the risks of allosensitization and subclinical
rejection, as suggested by elevated levels of donor-specific antibodies and donor-
derived cell-free DNA in some studies. This highlights the need for individualized
immunization protocols and close immunological monitoring of KTR.[21]

Despite improvements in the clinical management of COVID-19 and reductions in
hospital mortality among KTR compared to the early phases of the pandemic, as
observed in Brazilian cohorts, this population continues to exhibit high rates of
adverse outcomes and low seroconversion following standard vaccination
protocols.[22.23] Notably, even with a fourth vaccine dose, more than 50% of
transplant recipients; in recent trials; have failed to develop effective neutralizing
antibodies, especially against variants such as Omicron.

The introduction of updated vaccines targeting specific subvariants (e.g., XBB.1.5)
[17,22,24] has elicited broader neutralizing responses. However, their clinical
efficacy in immunocompromised individuals remains modest and short-lived. Data
from the Centers for CDC and Prevention’s VISION Network reported that vaccine

effectiveness in this group dropped from 28% to 13% over a span of 120-179 days
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post-booster. These limitations emphasize the importance of optimizing both the
type and timing of the booster administration.[18]

A systematic review of nine studies and 727 KTRs demonstrated a pooled
seropositivity rate of 60% after the fourth dose, with approximately 30% of prior non-
responders achieving seroconversion. Importantly, no major safety concerns or
episodes of acute rejection were reported in the analyzed studies. However,
immunosuppressive regimens containing Belatacept or mycophenolic acid are
consistently associated with poor response. Although the heterogeneity between
studies was high, the findings suggest that a fourth vaccine dose offers a meaningful
immunological benefit for many KTRs, reinforcing the role of repeated boosting in
transplant protocols, as confirmed in our study.[17]

Our findings further support the applicability of Luminex-based multiplex assays for
monitoring post-vaccination immune responses, corroborating previous evidence.
[25,26] This technique allows for the simultaneous detection of antibodies against
multiple viral antigens with high sensitivity and specificity, including the differentiation
between vaccine-and infection-induced responses. However, owing to their cost and
resource requirements, widespread implementation of Luminex assays in routine
clinical settings remains challenging, particularly in low-resource contexts.
Collectively, our results and the broader literature emphasize the need for dynamic
vaccination strategies tailored immunosuppressed patients. These include
heterologous boosters, passive immunization with monoclonal antibodies [19,27]
personalized timing of immunosuppressive adjustments, and integration of
accessible serological monitoring platforms. Ongoing research and policy adaptation

are essential for protecting vulnerable populations during the management of SARS-
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CoV-2. Further research is essential to inform public health policies aimed at
reducing the COVID-19 burden on immunosuppressed individuals.

In conclusion, kidney transplant recipients showed a lower immune response to
SARS-CoV-2 vaccines than HD patients and healthy individuals, even after multiple
doses. However, antibody formation increased with the booster dose.

Limitations and Strengths

This study has some limitations. Although it was conceived at the beginning of
SARS-CoV-2 vaccines, sample collection occurred during the evolution of the
COVID-19 pandemic, with different numbers of participants in each group. This may
have influenced the profile of circulating variants and the timing of immune
responses. Additionally, the relatively small sample size in the subgroup receiving
the fourth vaccine dose limits generalization. Nevertheless, a major strength of this
study lies in the use of a Luminex-based multiplex immunoassay, which is a highly
sensitive and specific method capable of simultaneously detecting antibody
responses to multiple viral antigens. This technology provides robust insights into
both vaccine- and infection-induced humoral responses, which are particularly
relevant in immunocompromised populations such as kidney transplant recipients.
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available due to ethical and privacy restrictions involving sensitive patient
information. Data are available from the corresponding author upon reasonable
request and with approval of the local ethics committee
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Table 1. Patients’ demographic data

KTRs HD HC p-
value
n 78 29 32
Age meantPD 54.7+13.2 54.3313.3 51.9+14.3 0.679
Sex women 35 16 18 0.444

(44.9%)  (55.2%)  (56.3%)
men 43 13 14

(55.1%)  (44.8%)  (43.8%)

CKD cause CGN 12 7 (24,1%) 0.442
(15.4%)
HTN 7 (9%) 5(17,2%) 0.300
DM 5(6.4%) 5(17,2%) 0.130
Genetics 17 4 (13,8%) 0.514
(21.8%)
Others 25 4 (13,8%) 0.100
(32.1%)
unknown 12 4 (13,8%) 1.000
(15.4%)
Live donor 1 21
(27.3%)
2 57
(72.7%)

12 vaccine Dose pre TX 8 (10.3%)
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post TX 70
(89.7%)
Time from the 1st median 10 [2 - 14]
dose post TX, in [IQR]

years (n=70)

Note. Baseline demographic and clinical characteristics of kidney transplant
recipients (KTRs), hemodialysis patients (HD), and healthy controls (HCs). Data
are shown as median [IQR] for continuous variables or n (%) for categorical
variables. CKD etiologies, vaccination schemes, vaccine types, and timing
between doses are displayed. Abbreviations: KTR, kidney transplant recipient;
HD, hemodialysis; HCs, healthy controls; CKD, chronic kidney disease; DM,

diabetes mellitus; HTN, hypertension; IQR, interquartile range.
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Table 2. Humoral response in kidney transplant recipients (KTRs) after the

first and second serological tests

12 test 22 test p-value
n_(%)/median n_(%)/median
[IQR] [IQR]
KTRs 31 31
Spike (+) 18 (58.1%) 23 (74.2%) 0.063
Spike Fluoresc 14691 [2136 - 35348 [9936 - 0.001
34506] 46930]
Spike S1 (+) 16 (51.6%) 23 (74.2%) 0.016
Spike S1 6052 [680 - 21895 [4862 - 0.001
Fluoresc 17420] 31980]
RBD (+) 13 (41.9%) 22 (71%) 0.004
RBD Fluoresc 7859 [330 - 27588 [4936 - 0.001
22307] 36290]
Spike S2 (+) 16 (51.6%) 20 (64.5%) 0.125
Spike S2 5749 [447 - 12365 [2142 - 0.001
Fluoresc 11409] 23219]
NC (+) 2 (6.5%) 3(9.7%) 1.000
NC Fluoresc 1110 [380 - 916 [325 - 0.468
4763] 5342]

Note. SARS-CoV-2 antigens included in the Luminex multiplex immunoassay: full

spike sequence,

Abbreviations:

nucleocapsid; IgG, immunoglobulin G; KTR, kidney transplant recipient

S,

S1, S2,

spike protein;

receptor-binding domain,

RBD,

receptor-binding domain;

and nucleocapsid.

NC,
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Table 3. Humoral response in kidney transplant recipients (KTRs),
hemodialysis (HD), and healthy controls (HCs) after the first and second

serological tests among the groups

X HD HC p-value
n n n
(%)/median (%)/median (%)/median
[IQR] [IQR] [IQR]
1st Test (n) 69 10 32
Spike (+) 38 (55.1%) 10 (100%) 27 (84.4%) 0.001
Spike 14691 [1690 42244 35211 0.001
Fluoresc - 31650] [38668 - [14428 -
45601] 41525]
Spike S1 (+) 34 (49.3%) 10(100%) 25(78.1%) 0.001
Spike S1 5077 [774 - 26693 13968 0.001
Fluoresc 13773] [18813 - [6388.5 -
30737] 26841.5]
RBD (+) 28 (40.6%) 9 (90%) 23 (71.9%) 0.001
RBD 7859 [333 - 33706 20921 0.001
Fluoresc 18374] [26265 - [9134.5 -
39329] 33197]
Spike S2 (+) 31 (44.9%) 7 (70%) 16 (50%) 0.328
Spike S2 3849 [586 - 12344.5 5409 [1615 0.072
Fluoresc 11409] [3178 - - 14563]

23390]
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NC (+) 2 (2.9%) 2 (20%) 1(3.1%) 0.046
NC Fluoresc 695[249-  2350.5[289 482.5[212- 0.256
2696] - 9224] 2369]

X HD HC
27 Test (n) 31 25 22
Spike (+) 23 (74.2%) 23(92%) 22 (100%) 0.015
Spike 35348 [9936 41831 45998 0.003
Fluoresc - 46930] [38995 - [44188 -
44605] 48369]
Spike S1 (+) 23 (74.2%) 23 (92%) 22 (100%)  0.015
Spike S1 21895 [4862 28260 37667.5 0.001
Fluoresc - 31980] [22574.4 -  [34616 -
30700] 40405]
RBD (+) 22 (71%)  23(92%)  22(100%)  0.006
RBD 27588 [4936 34440 39400.5 0.001
Fluoresc - 36290] [30830.5-  [37037 -
37396] 41329]
Spike S2 (+) 20 (64.5%) 22 (88%)  22(100%)  0.003
Spike S2  12365[2142 20915 33518.5 0.001
Fluoresc - 23219] [11683 - [21799 -
30349] 39245]
NC (+) 3 (9.7%) 16 (64%) 1 (4.5%) 0.001
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NC Fluoresc 916 [325- 12111 546 [312-  0.001
5342] [6459.3 - 1508]
28266]

Note. Comparative antibody reactivity in kidney transplant recipients (KTRs),
hemodialysis patients (HD), and healthy controls (HCs). Data are presented as n
(%) and median fluorescence intensity (MFI) [IQR]. p-values reflect group
comparisons. Abbreviations: KTR, kidney transplant recipient; HD, hemodialysis;
HC, healthy control; MFI, median fluorescence intensity; IQR, interquartile range;

S, spike protein; RBD, receptor-binding domain; NC, nucleocapsid.



Table 4. Complementary analysis of the three tests in the 16 kidney

transplant recipients (KTRs)

72

12 test 22 test 32 test p-value
n n n
(%)/median  (%)/median  (%)/median
[IQR] [IQR] [IQR]
KTRs 16 16 16
Spike (+) 8 (50%) 11 (68.8%) 14 (87.5%) 0.011
Spike 10002 33594 [7829 34464.5 0.003
Fluoresc [1543.5 - -47621.5] [28381 -
33129] 43505]
Spike S1 8 (50%) 11 (68.8%) 14 (87.5%) 0.011
(+)
Spike S1 4909 [812.5 18355[3959 17083 0.001
Fluoresc - 14023] - 30362] [10776.5 -
29541]
RBD (+) 6 (37.5%) 10 (62.5%) 13 (81.3%) 0.005
RBD 3597 [316.5 25970 26370.5 0.001
Fluoresc - 17836.5] [3493.5 - [13020 -
35602] 38165.5]
Spike S2 6 (37.5%) 8 (50%) 11 (68.8%) 0.066

(+)



Spike S2

Fluoresc

NC (+)
NC

Fluoresc

1959.5
[310.5 -
9406.5]

0 (0%)

605 [268.5 -

2240.5]

8186 [1450 -

28285]

1(6.3%)
876.5 [391 -

4171.5]

14765.5 0.001
[2755 -
22489
1(6.3%) 0.368
1052.5[365 0.269

- 5457]
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Note. Antibody reactivity in kidney transplant recipients (KTRs) following

COVID-19 vaccination measured by Luminex. Results are presented as the n (%)

of positive samples and median fluorescence intensity (MFI) with an interquartile

range. P-values compare the reactive and non--reactive subsets. Abbreviations:

KTR, kidney transplant recipient; MFI, median fluorescence intensity; IQR,

interquartile range.
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5.CONCLUSOES

O presente estudo mostrou que apds a segunda dose vacinal (primeiro
teste), apenas 40,6 % dos transplantados renais apresentaram anticorpos anti-
RBD detectaveis (MFI = 7.859), em contraste com 90% dos pacientes em
hemodialise (MFI = 33.706) e 72% dos individuos saudaveis (MFI = 20.921).
Apos a terceira dose (segundo teste), a resposta humoral aumentou, mas
permaneceu significativamente inferior nos transplantados (71%, MFI = 27.588)
em comparagao com o grupo de hemodialise (92%, MFI = 34.400) e com o grupo
controle (100%, MFI = 39.400). Somente apds a quarta dose (terceiro teste),
83,7% dos transplantados alcangaram soroconversao anti-RBD, enquanto os
demais grupos ja haviam atingido essa resposta nas fases anteriores.

A presenca de anticorpos anti-nucleocapsideo, indicativa de infecgao
prévia, foi detectada em 9,7% dos transplantados, 64% dos pacientes em
hemodialise e 4,5% dos controles, refletindo diferentes exposi¢cbes ao virus.
Esses achados confirmam que a resposta humoral nos transplantados renais &
marcadamente comprometida, mesmo apdés multiplas doses de vacina,
enquanto os pacientes em dialise apresentam uma resposta maior e o0s
individuos saudaveis, uma resposta robusta e sustentada.

Em sintese, este estudo contribui para o entendimento das respostas
humorais vacinais em populagdes com diferentes graus de comprometimento
imunologico e funcdo renal, oferecendo subsidios cientificos para o
aprimoramento das politicas de vacinagdo e do acompanhamento imunolégico

em pacientes renais e imunossuprimidos.
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6.CONSIDERAGOES FINAIS
O presente estudo faz parte do projeto intitulado “Avaliagao da presenca de
anticorpos contra SARS-COV2 pela técnica de Luminex apés vacinagao
em pacientes transplantados renais, pacientes em programa de
hemodialise”, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) Irmandade
da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre — ISCMPA sob CAAE
50247421.5.0000.5335.

O Servico de Nefrologia e Transplante Renal do Hospital Santa Casa de
Porto Alegre € um centro de referéncia no tratamento de pacientes com doengas
renais e transplante renal o qual essa pesquisa foi realizada voltada a
caracterizagao da resposta humoral induzida pela vacinagao contra SARS-CoV-
2 em diferentes perfis de pacientes renais, demonstra que a imunogenicidade
vacinal apresenta variagdes substanciais entre receptores de transplante renal,
pacientes em hemodialise e individuos sem doenca renal crénica. Utilizando um
ensaio multiplex baseado na plataforma Luminex, foi possivel quantificar
anticorpos dirigidos a multiplos alvos virais, fornecendo uma avaliagao detalhada
do espectro de antigenos reconhecidos e da intensidade da resposta em cada
grupo. Os resultados obtidos evidenciam que pacientes transplantados renais
exibem respostas humorais significativamente reduzidas quando comparados
aos demais grupos, refletindo o impacto da imunossupresséao crénica sobre a
capacidade de geracdo de anticorpos. Ja os pacientes em hemodialise
apresentaram respostas intermediarias, embora heterogéneas, o que sugere
influéncia combinada de fatores clinicos, inflamatérios e imunolégicos préprios

da doenca renal crbnica.
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A producao diferenciada de anticorpos contra os diversos alvos
antigénicos (Spike, S1, S2, RBD e Nucleocapsideo) ressalta a importancia de
analises que ultrapassem modelos binarios de soropositividade, permitindo
identificar perfis imunoldgicos mais refinados e potencialmente correlacionaveis
com protecdo clinica. Esses achados reforcam a necessidade de estratégias
personalizadas de monitorizagdo soroldégica e revacinagdo em grupos
imunologicamente comprometidos.

Do ponto de vista translacional, os dados contribuem para o
aprimoramento de diretrizes assistenciais no manejo de pacientes renais durante
pandemias, destacando a relevancia de abordagens baseadas em risco e no
acompanhamento imunologico continuo. Estudos adicionais, particularmente
longitudinais e com avaliagao integrada de resposta celular, serdo essenciais
para elucidar a durabilidade da imunidade induzida pelas vacinas e sua
associagao com desfechos clinicos nesses grupos de maior vulnerabilidade,
reforcando também a importancia de seguir as recomendagdes do Ministério da

Saude em relagéo ao calendario de reforgos vacinais.
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Clinical utility of donor-derived cell-free DNA during
the period of recovery of renal function after kidney
transplantation.

Pedro Oliveira’, Monica Rika Nakamura'2, Paulo Pierry?,

Renata Glehn-Ponsirenas?, Silvia Casas*, José Levi3,

Renato Forestoi2, Jose Medina-Pestana'2, Helio Tedesco-Silvat2
' Hospital do Rim, Fundagdo Oswaldo Ramos, Sao Paulo, Brazil;
? Nephrology Division, Universidade Federal de Sé&o Paulo, Sdo
Paulo, Brazil; 2 DASA, S&o Paulo, Brazil; + CareDX, Brisbane, CA,
United States.

Introduction: High Kidney Donor Profile Index (KDPI) and delayed
graft function (DGF) duration are risk factors associated with incomplete
recovery of kidney function (IRKF). Kidney biopsies are essential to exclude
the diagnosis of acute rejection (AR). This study evaluates the clinical utility
of monitoring donor-derived cell-free DNA (dd-cfDNA), a kidney injury bio-
marker, in recipients of high KDPI during kidney function recovery.
Methods: This is a single-center, prospective cohort study in recipi-
ents with a high risk of developing DGF, defined as the need for dialysis
within the first week after transplantation. All patients received a single
3mg/kg anti-thymocyte globulin dose, tacrolimus, mycophenolate, and
prednisone. Blood samples were obtained at 14(D14) and 30(D30) days to
measure the percentage of dd-cfDNA. The dd-cfDNA > 0.5% is associated
with an increased probability of acute rejection (AR).

Results: This preliminary analysis includes data from 143 patients. The
median KDPI was 63% [IQR 358], and the mean cold ischemia time was
24+ 8 hours. The incidence of DGF was 76%, with a median duration of
4 [IQR 3-8] days.

At D14, the median GFR was 10mL/min/1.73m2 (IQR 6-18). The median
dd-cfDNA levels were 0.79% [IQR 0.51-1.20], with 109 patients (76%)
showing dd-cfDNA =0.5%. Surveillance biopsies during DGF were per-
formed in 69 (48%) patients showing 4 borderline changes (dd-cfDNA
0.57%, 0.98%, 2.90%, 3.30%), one T-cell mediated rejection IA (dd-cfDNA
0.41%), and 3 T-cell mediated rejection IIA (dd-cfDNA 0.21%, 0.52%,
0.567%). Using dd-cfDNA =0.5% to guide the indication of the surveil-
lance biopsy, we would have avoided 16 (23%) biopsies but missed one
patient with TCMR1A (dd-cfDNA 0.41%) and one patient with TCMR2A
(dd-cfDNA 0.21%).

At D30, the median GFR was 33 mL/min/1.73m2 [IQR 23-47]. The median
dd-cfDNA levels were 0.59% [IQR 0.40-0.80], with 88 patients (62%)
showing dd-cfDNA =0.5%. Surveillance bicpsies performed in 22 (15%)
patients with IRKF showed 3 borderline changes (ddcfDNA 0.17%, 0.67 %,
2.80%), and 1 TCMR1A (dd-cfDNA 2.5%). Using dd-cfDNA =0.56% to
guide the indication of the surveillance biopsy, we would have avoided 8
(36%) biopsies but missed 1 patient with borderline changes (dd-cfDNA
0.17%).

Conclusion: This preliminary analysis suggests that monitoring dd-
cfDNA may assist clinical decisions during DGF and in kidney transplant
recipients with incomplete recovery of graft function.
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1ent of antibodi SARS-COV2 using the
Luminex technique after vaccination in kidney transplant
recipients.

Patricia Bianco'?, Juliana M Alves M Alves'2, Francini FY Yatsuz,
Gisele GM Meinerzs, Roger Kist®, Heloisa HT Tarasconi#,

Lucas LZS Zingano Suardit, Jorge JN Neumanns,

Valter VDG Duro Garcia?, Elizete EK Keitel'-22

 Pathology Graduation Course, Federal University of Health
Sciences of Porto Alegre, Porto Alegre, Brazil: 2 Graduation - Medical
School, Federal University of Health Sciences of Porto Alegre, Porto
Alegre, Brazil; @ Renal and Transplant Unit, Hospital Santa Casa

de Porto Alegre, Porto Alegre, Brazil; * Transplant Immunology
Laboratory, Hospital Santa Casa de Porto Alegre, Porto Alegre,
Brazil.

Introduction: Kidney transplant recipients (KTx) are a high-risk popu-
lation for unfavorable outcomes when infected with SARS-COV2. Lethality
in KTx can reach 25-30%. The immunosuppressants lead to a lower immu-
nological response to infection due to both innate and adaptive immunity
dysfunction. For this reason, KTx are considered priority group for vac-
cination (Vac).

Objective: To evaluate the vaccine response against SARS-COVZ in
KTx and a healthy control group. Methods: Prospective and observational
study. We used a Luminex-based multiplex assay was validated with simul-
taneous antibodies (Ab) screening that determines the presence of IgG
Ab to five SARS-COV2 viral proteins, specifically: full spike protein (FSP),
spike protein (S1, receptor binding domain [RBP]) and the nucleocapsid
protein10 (NCP10). The analysis of serum and plasma samples was done
according to the manufacturer’s instructions. The results are expressed
in mean fluorescence intensity (MFI). Patients were classified as positive
or negative according to automatic calculation of the FUSION program.
Statistical analysis was done using Tukey test HSD.

Results: Sixty vaccinated Kix were included from Aug/21 to Apr/22.
Median age was 58 years, 32 (63%) males, 44 (73%) received a deceased
donor transplant, and the median time between Tx and vaccination was
7,5 years. Samples were collected at least 30 days after the 1st, 2nd and
3rd Vac. Thirty-two were health professionals, control group (CG) median
age 47 years, 18 (56%) females. The analysis was performed after the
first and second Vac. The patients and CG received the vaccines avail-
able at the time. In the KTx there was a significant increase in the humoral
response in FSP after the second dose (x 29769+18878) and third (X
38108+15067) doses compared to the first (x 18520+17032) dose (1x2
dose p = 0.004) (1x3 dose p < 0.0001), but with no difference between
the 2nd and 3rd dose in the KTx group (2x3 p= 0.47). The same was
observed in S1, 1st dose (x 9914+10983), 2nd dose (x 14108 £2715)
and 3rd dose (x 27626+12858) 1x2 P=0.004, 1x3 p<0.0001 and 2X3
p=0.21. In the RDB (1st X 11698+13498), 2nd (x 22943,37+16547), 3rd
(% 31845+140939) the formation of antibodies even after the 3rd dose did
not show significant increase (1x3) p=0.31. KTx compared to the CG
(after 2nd dose- (x 55812+179261)) the response was significantly lower
than CG (1xCG2 p<0.0001). The Ab against NCP10 had a lower MFI in
both groups. NCP10 analysis are 1 (x 2593£4056), 2 (x 4384+6873), 3 (X
7097+12065), CG1 (X 2226=3607) and CG2 (x 3131+5657).
Conclusion: we found that a 3rd dose of SARS-CoV-2 vaccination in
KTRs was associated with an increased antiviral Ab response against FSP
and S1 protein of SARS-CoV-2. Although the neutralizing (RDB) responses
remained markedly low. The NCP10 MF| was negative in both groups,
reflecting a low infection rate.

Biometrix Diagnostica® for the donation of Labscreen COVID PLUS.

ent_of antibodies_against_sars_cov2.317.aspx

https://journals.lww.com/transplantjournal/fulltext/2024/09001/321_3__assessm
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Apresentacao do Projeto:
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Objetivo da Pesquisa:
Objetivo da emenda:

Solicitar a inclusdo da seguinte pesquisadora:

- Dra. Patricia Campos D'Almeida Bianco.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
De acordo.

Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa encontra-se de acordo com a Norma vigente Resolu¢cdo 466/12 para pesquisa em seres
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Continuagéo do Parecer: 5.076.608

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Plataforma

A pesquisa encontra-se de acordo com a Norma vigente Resolucdo 466/12 para pesquisa em seres

humanos.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Apos avaliacdo das alteracdes efetuadas no estudo acima descrito, o presente Comité ndo encontrou ébices

guanto a implementacédo das mesmas.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_185043| 28/10/2021 Aceito
do Projeto 4 E1.pdf 11:49:53
Outros Carta_emenda_inclusao_novo_membro.| 28/10/2021 |VALTER DURO Aceito

pdf 11:47:30 | GARCIA
Outros Carta_submissao_inclusao_novo_memb| 28/10/2021 |VALTER DURO Aceito
ro.doc 11:44:24 | GARCIA
Outros Formulario_de_inscricao_projeto_de_pe| 29/07/2021 |VALTER DURO Aceito
squisa_no_CEP.pdf 09:20:02 | GARCIA
Outros Declaracao_de_confidencialidade_do_s | 29/07/2021 |VALTER DURO Aceito
ujeito _protocolo.pdf 09:19:39 |GARCIA
Outros Declaracao_de _uso_e publicacao_de d| 29/07/2021 |VALTER DURO Aceito
ados.pdf 09:19:25 | GARCIA
TCLE / Termos de | TCLE_Avaliacao_da_presenca_de_antic| 29/07/2021 |VALTER DURO Aceito
Assentimento / orpos_contra_SARSCOV2.pdf 09:15:46 |GARCIA
Justificativa de
Auséncia
Orcamento Orcamento.pdf 29/07/2021 [VALTER DURO Aceito
09:15:24 | GARCIA
Declaracéo de Declaracao_de uso_de dados_e mater| 29/07/2021 |VALTER DURO Aceito
Manuseio Material [iais.pdf 09:14:53 |GARCIA
Biolodgico /
Biorepositorio /
Biobanco
Projeto Detalhado / |Protocolo_v01 21jul2021.pdf 29/07/2021 |VALTER DURO Aceito
Brochura 09:14:07 |GARCIA
Investigador
Outros Carta_submissao_inicial_CEP.doc 29/07/2021 |VALTER DURO Aceito
09:13:30 | GARCIA
Outros Carta_submissao_inicial_CEP.pdf 29/07/2021 |VALTER DURO Aceito
09:13:19 |GARCIA
Cronograma Cronograma.pdf 29/07/2021 |VALTER DURO Aceito
09:12:55 [GARCIA
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Pesquisador: VALTER DURO GARCIA
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Numero do Parecer: 5.415.970

Apresentacao do Projeto:
A avaliagéo anterior ndo se altera em razdo da emenda.

Objetivo da Pesquisa:
A avaliagéo anterior ndo se altera em razdo da emenda.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
A avaliagéo anterior ndo se altera em razdo da emenda.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Solicitacdo de avaliacdo de emenda ao protocolo para implementar algumas altera¢des no protocolo, como
a incluséo de pacientes adultos transplantados renais que receberam dose de refor¢co de vacina contra a
SARS-COV2 em um periodo de 30 a 90 dias apés o reforco.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoéria:
Apresentados e adequados.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
A pesquisa encontra-se de acordo com a Norma vigente Resolu¢cdo 466/12 para pesquisa em seres

humanos.
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Consideracdes Finais a critério do CEP:

mo

ApOs avaliacdo das alteragdes efetuadas no estudo acima descrito, o presente Comité ndo encontrou ébices

guanto a implementacédo das mesmas.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES _BASICAS _194791| 13/05/2022 Aceito
do Projeto 5 E2.pdf 09:42:37
Solicitacdo Assinada | Carta_submissao_documentos_aprovac| 13/05/2022 |VALTER DURO Aceito
pelo Pesquisador ao_emenda_2.pdf 09:41:30 |GARCIA
Responsavel
Projeto Detalhado / |Protocolo_v02_12mai2022.docx 13/05/2022 |VALTER DURO Aceito
Brochura 09:41:00 |GARCIA
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TCLE/ Termos de |TCLE_v2 12mai22.docx 13/05/2022 |VALTER DURO Aceito
Assentimento / 09:40:37 |GARCIA
Justificativa de
Auséncia
Outros Carta_emenda_inclusao_novo_membro.| 28/10/2021 |VALTER DURO Aceito
pdf 11:47:30 GARCIA

Outros Carta_submissao_inclusao_novo_memb| 28/10/2021 |VALTER DURO Aceito
ro.doc 11:44:24 | GARCIA

Outros Formulario_de_inscricao_projeto_de _pe| 29/07/2021 |VALTER DURO Aceito
squisa_no_CEP.pdf 09:20:02 |GARCIA

Outros Declaracao_de_confidencialidade_do_s | 29/07/2021 |VALTER DURO Aceito
ujeito _protocolo.pdf 09:19:39  |GARCIA

Outros Declaracao_de _uso_e publicacao_de_d| 29/07/2021 |VALTER DURO Aceito
ados.pdf 09:19:25 |GARCIA

TCLE / Termos de | TCLE_Avaliacao_da_presenca_de_antic| 29/07/2021 |VALTER DURO Aceito

Assentimento / orpos_contra_ SARSCOV2.pdf 09:15:46 |GARCIA

Justificativa de

Auséncia

Orcamento Orcamento.pdf 29/07/2021 |VALTER DURO Aceito

09:15:24 | GARCIA

Declaracéo de Declaracao_de _uso_de _dados_e mater| 29/07/2021 |VALTER DURO Aceito

Manuseio Material |iais.pdf 09:14:53 |GARCIA
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Biorepositorio /
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo da presenca de anticorpos contra SARS-COV2 pela técnica de Luminex
apols vacinacdo em pacientes transplantados renais e em programa de hemodialise

Pesquisador: VALTER DURO GARCIA

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 50247421.5.0000.5335

Instituicdo Proponente: Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre - ISCMPA
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.886.898

Apresentacao do Projeto:

O projeto em andlise intitula-se : Avaliacao da presenca de anticorpos contra SARS-COV?2 pela técnica de
Luminex apés vacinacdo em pacientes transplantados renais e em

programa de hemodialise

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: avaliar a presenca de anticorpos contra SARS-COV2 ap0s vacinagdo em pacientes
transplantados renais e em programa de hemodiélise.

Objetivo Secundario: avaliar a presenca de anticorpos contra SARS-COV2 apds vacinacdo em pacientes
transplantados renais;e Avaliar a presenca de anticorpos contra SARS-COV2 apds vacinagao em programa
de hemodilise;* Avaliar a presenca de anticorpos contra SARS-COV2 apds vacinagdo em profissionais
voluntarios da area da salde;» Comparar os resultados de presenca de anticorpos contra SARS-COV?2 entre
0s pacientes

transplantados renais, em programa de hemodialise e em profissionais voluntarios da area da saude.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
Riscos: Os riscos estdo relacionados a coleta de sangue do paciente e a confidencialidade. Asseguramos

gue todas as medidas serdo tomadas para minimizar esses riscos e manter a
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confidencialidade do paciente.

Beneficios: Os beneficios serdo de conhecer o status imunolégico apés a vacina e melhor entender a
resposta imune a vacinacao, podendo contribuir no futuro para uma melhor definicdo da politica de
imunizagdo nos pacientes com doenca renal cronica.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
Estudo bem delineado, com intengéo de entender a eficacia e producao de anticorpos anti SRAS-COVID-19
em pacientes em hemodidlise e transplantados renais, pesquisa adequada para ser aplicada na Instituicao.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoéria:
Todos apresentados e adequados.
TCLE apresentado e correto.

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
A pesquisa encontra-se de acordo com a Norma vigente Resolu¢cdo 466/12 para pesquisa em seres
humanos.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
ApOs avaliacdo do protocolo acima descrito, o presente comité ndo encontrou O6bices quanto ao
desenvolvimento do estudo em nossa Instituicdo e poderd ser iniciado a partir da data deste parecer.

Obs.: 1 - O pesquisador responsavel deve encaminhar a este CEP, Relatérios de Andamento dos Projetos
desenvolvidos na ISCMPA. Relatérios Parciais (pesquisas com duracao superior a 6 meses), Relatorios

Finais (ao término da pesquisa) e os Resultados Obtidos (c6pia da publicacao).

2 — Para o inicio do projeto de pesquisa, o investigador devera apresentar a chefia do servigo (onde sera
realizada a pesquisa), o Parecer Consubstanciado de aprovagédo do protocolo pelo Comité de Etica.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES _BASICAS DO _P | 29/07/2021 Aceito
do Projeto ROJETO 1800813.pdf 09:21:01
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Outros Formulario_de_inscricao_projeto_de_pe| 29/07/2021 |VALTER DURO Aceito
squisa_no_CEP.pdf 09:20:02 | GARCIA
Outros Declaracao_de_confidencialidade _do s | 29/07/2021 |VALTER DURO Aceito
ujeito _protocolo.pdf 09:19:39  |GARCIA
Outros Declaracao_de_uso_e publicacao_de_d| 29/07/2021 |VALTER DURO Aceito
ados.pdf 09:19:25 |GARCIA
TCLE / Termos de | TCLE_Avaliacao_da_presenca_de_antic| 29/07/2021 |VALTER DURO Aceito
Assentimento / orpos_contra_ SARSCOV2.pdf 09:15:46 |GARCIA
Justificativa de
Auséncia
Orcamento Orcamento.pdf 29/07/2021 [VALTER DURO Aceito
09:15:24 | GARCIA
Declaracéo de Declaracao_de _uso_de _dados_e_mater] 29/07/2021 |VALTER DURO Aceito
Manuseio Material |iais.pdf 09:14:53 |GARCIA
Bioldgico /
Biorepositorio /
Biobanco
Projeto Detalhado / |Protocolo_v01_21jul2021.pdf 29/07/2021 |VALTER DURO Aceito
Brochura 09:14:07 |GARCIA
Investigador
Outros Carta_submissao_inicial_CEP.doc 29/07/2021 |VALTER DURO Aceito
09:13:30 _|GARCIA
Outros Carta_submissao_inicial_CEP.pdf 29/07/2021 |VALTER DURO Aceito
09:13:19 |GARCIA
Cronograma Cronograma.pdf 29/07/2021 [VALTER DURO Aceito
09:12:55 | GARCIA
Folha de Rosto Sign_folha_de_rosto_estudo.pdf 29/07/2021 |VALTER DURO Aceito
09:12:34 |GARCIA

Situacao do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciacdo da CONEP:
Né&o
PORTO ALEGRE, 05 de Agosto de 2021
Assinado por:
JOAO CARLOS GOLDANI
(Coordenador(a))
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