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RESUMO

A COVID-19 é uma doenca que teve seu inicio na cidade de Wuhan, na China, e
rapidamente se alastrou por todo o mundo levando a Organiza¢do Mundial de Saude a
declarar pandemia em Marc¢o de 2020. Devido ao grande numero de Obitos registrados
pela doenca, o avanco cientifico em busca de formas de prevencao e tratamento contra
0 SARS-CoV-2 levou ao desenvolvimento de diferentes plataformas de vacina.
Pesquisas avaliando a eficacia das vacinas ap0s a imunizacdo mostraram diferentes
resultados quanto a resposta induzida pela vacinagcdo devido as diferentes vacinas
disponiveis. Com isso, entender melhor sobre a resposta imune celular em diferentes
protocolos é importante para entender melhor sobre a resposta induzida pela vacina.
Nosso objetivo nesse trabalho foi avaliar o perfil de linfécitos T e B de memoéria e T
foliculares em individuos vacinados para a COVID-19. Coletamos amostras de sangue
periferico de 12 individuos vacinados para COVID-19 , separamos as celulas
monocleares e cultivammos com antigno RBD do SARS-CoV-2 as culturas, e avaliamos
os linfécitos T e B de memdaria e T foliculares por citometria de fluxo. Além disso, foram
avaliados os niveis de IFN- y e IL-10 no sobrenadantes das culturas por ELISA. Como
resultado, encontramos maiores fréquencias de celulas T EMRA e T EM nos
participantes vacinados e nos subgrupos também (homologo, heterologo, 3 e 4 doses).
Encontramos maior expressao de IFN- y e TGF- 3 pelas celulas T EM, e maiores niveis
de IL- 10 e IFN-y no sobrenadante das culturas estimuladas nos participantes vacinados.
Nossos resultados sugerem gque independente do esquema vacinal, a resposta imune é
semelhante e efetora.

Palavras-chave: SARS-CoV-2; Vacinacdo; Células T de Memodria; Células B
de Memodria;Células T Auxiliares Foliculares; Citocinas



ABSTRACT

COVID-19 is a disease that began in the city of Wuhan, China, and quickly spread
across the world, leading the World Health Organization to declare a pandemic in
March 2020. Due to the high number of deaths caused by the disease, scientific
advancements in the search for prevention and treatment methods against SARS-
CoV-2 led to the development of different vaccine platforms. Research evaluating
the efficacy of vaccines after immunization showed varying results regarding the
iImmune response induced by vaccination, due to the different vaccines available.
Therefore, understanding more about the cellular immune response under different
protocols is important to better comprehend the vaccine-induced response. Our
objective in this study was to evaluate the profile of memory T and B lymphocytes
and follicular T cells in individuals vaccinated against COVID-19. We collected
peripheral blood samples from 12 vaccinated individuals, separated mononuclear
cells, cultured them with the SARS-CoV-2 RBD antigen, and analyzed the memory
T and B lymphocytes and follicular T cells using flow cytometry. Additionally, levels
of IFN-y and IL-10 in the culture supernatants were measured by ELISA. As a result,
we found higher frequencies of EMRA and EM T cells in vaccinated participants and
across subgroups (homologous, heterologous, 3 and 4 doses). We observed
increased expression of IFN-y and TGF-8 by EM T cells, as well as higher levels of
IL-10 and IFN-y in the supernatants of stimulated cultures from vaccinated
participants. Our results suggest that, regardless of the vaccination protocol, the
immune response is similar and effective.

Keywords: SARS-CoV-2; Vaccination; Memory T Cells; Memory B Cells; T
Follicular HelperCells; Cytokines
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1. INTRODUCAO GERAL

Na cidade de Wuhan, na China, foram registrados os primeiros casos de uma
infeccdo respiratoria causada por um virus, o0 SARS-CoV-2, agente responsavel
pela COVID-19. Trata-se de um Betacoronavirus (HARRISON, et al; 2020), que
se espalhou rapidamente em todo mundo levando a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) a declarar pandemia em mar¢co de 2020 (OMS, 2020). Os
individuos infectados podem apresentar desde sintomas leves, até a sindrome
do desconforto respiratorio agudo (SDRA) e inflamacdo ndo controlada, que
pode estender a faléncia de mdultiplos 6rgdos. A gravidade da doenca esta
relacionada a uma desregulacdo do sistema imunoldgico que prejudica a
erradicagdo do virus (BAKHIET; TAURIN, 2020). Até o inicio de novembro de
2022, foram registrados mais de 695.000.000 casos confirmados de COVID-19
e mais de 6.800.000 mortes no mundo (Coronavirus ultima situacéo (Covid-19) |
TRT Portuguese, [s.d.]), sendo no Brasil foram confirmadosmais de 37.000.000
casos e 700.000 6bitos (MINISTERIO DA SAUDE; 2024).

Em 2002 e em 2012, respectivamente, outras duas espécies de coronavirus
levaram a duas epidemias, a sindrome respiratéria aguda grave (SARS-CoV) na
China,e no Oriente Médio a sindrome respiratéria do Oriente Médio (MERS-
CoV), ambos patdgenos zoonoéticos e semelhantes ao SARS-CoV-2 (HU, et al;
2020).Embora a similaridade entre as espécies, 0 SARS-COV-2 tem uma maior
taxa de transmissdao (HARRISON, et al; 2020). Sua transmissao ocorre
principalmente pelas vias respiratorias, ainda que tenha sido detectado no trato
gastrointestinal, saliva e urina, que seriam possiveis vias de contagio, onde o
virus entra em contato com outros individuos e inicia seu processo infeccioso
(GUAN et al., 2020).

Apés a contaminacdo, o SARS-CoV-2 inicia seu processo de infeccao celular
através de uma das proteinas estruturais presentes em sua superficie, a spike
(S) (HARRISON, et al; 2020). A fuséo do virus com as células ocorre através da
ligacdo entre uma das subunidades da proteina S (0 dominio de ligacdo ao
receptor, também conhecido como RBD) com a enzima conversora de

angiotensina 2 (ECA2) (KIRTIPAL, 2020), receptor expresso em diversas células
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nos humanos, que participa da regulacdo do sistema renina-angiotensina
(GHEBLAWI et al., 2020). Esse mecanismo de infeccdo leva ao processo de
replicacdo viral e acaba desencadeando uma resposta imunoldgica com intuito de

erradicar o virus do organismo (KIRTIPAL, 2020).

A resposta imune eficaz contra o virus é dependente principalmente da expresséo
de interferons tipo | e I, contudo, 0 SARS-CoV-2 inibe a expressao dessas citocinas
com o intuito de escapar do sistema imune, prejudicando a resposta imune inata
efetiva (GUSEV et al, 2022). A resposta imune celular atuacontra o virus e se mostra
eficiente no combate a COVID-19, onde os linfécitos T respondem a antigenos
especificos desenvolvendo uma resposta positiva realizada pelas linfécitos T CD4*
gue recrutam outras células do sistema imunolégico, e ativando linfécitos T CD8* que
eliminam diretamente as células infectadas através da citotoxicidade especifica
(BOECHAT et al., 2021). Os linfécitos B participam da resposta imune celular e
humoral, pois se diferenciamem plasmadcitos e comecam a secretar anticorpos
especificos para neutralizar o virus, juntamente com as células T foliculares
circulantes (T rH) que estimulam a producdo de anticorpos de alta afinidade
(TORBATI et al.; 2021).

Ao decorrer da pandemia, diferentes plataformas de vacina foram desenvolvidas
para combater a COVID-19, mostrando sua eficiencia e protecao (CAl et al., 2021),
e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) avaliou e autorizou o inicio de estudos
clinicos em diversas categorias, incluindo vacina inativada, vacina atenuada, vacina
vetorial, RNA e DNA, subunidades proteicas e vacinas com particulas semelhantes
a virus (LI et al., 2022). No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) aprovou quatro vacinas que foram disponibilizadas a populacgéo:
CoronaVac, ChAdOx1 nCoV-19 (AztraZeneca), BNT162b2 (Pfizer-Biontech) e
Ad26.Com V2.Janssen (PAULA et al., 2022). Entretanto estudos mostram que a
imunidade obtida por meio da vacinacao de duas doses contra a COVID-19 declinou
com o tempo, resultando em uma protecéo reduzida sugerindo a necessidade de
uma dose extra (WILDER-SMITH; MULHOLLAND, 2021). Ademais, os meétodos
heterdlogos de imunizagdo podem ser uma alternativa quando a disponibilidade de
vacinas é limitada (AU; CHEUNG, 2022), portanto, € crucial compreender mais
profundamente a resposta imunoldgica de memadria que ocorre nos individuos

imunizados com diversas plataformas de vacina
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 COVID-19

A familia Coronaviridae (COVs) é composta por diferentes linhagens de virus que
possuem a capacidade de infectar mamiferos e algumas espécies de aves
(V'KOVSKI et al; 2021). Uma das classificagbes de género deste agrupamento
sdo o0s Betacoronavirus, grupo em que encontramos patégenos como SARS-
CoV e MERS-CoV, que podem levar ao desenvolvimento de infeccBes no trato
respiratério (GORBALENYA et al.; 2020). No final do ano de 2019, um novo virus
pertencente a mesma familia, foi descrito como agente etioldgico da COVID-19,
0 SARS-CoV-2. Os primeiros casos foram registrados em individuos na provincia
de Hubei, em sua capital Wuhan, China. Os pacientes infectados pelo SARS-
CoV-2 apresentavam febre, dispneia, tosse e infiltragdo pulmonar, entre outros
sintomas que se assemelhavam a pneumonia. (HU et al;2021). Devido a sua alta
taxa de transmissédo e o surgimento de casos em diversos paises, aOrganizacao
Mundial de Saude declarou pandemia em Marco de 2020 (MURALIDAR et al.,
2020). Até setembro de 2023 mais de 695.000.000 de casos foram registrados
no mundo, sendo mais de 6.000.000 de mortes confirmadas pela COVID-19
(TRT, 2023). O Brasil € o quinto pais com omaior nimero de casos registrados,
sendo mais de 37.783.855 milhdes de casosconfirmados e mais de 705.000
6bitos pela doenca (MINISTERIO DA SAUDE, 2024).

Mesmo semelhante a outros virus, o SARS-CoV-2 tem sua estrutura e
caracteristicas individuais que influenciam na sua forma de infeccdo e
transmissdo. E um virus de RNA fita simples sentido positivo, com quatro
proteinas estruturais importantes para seu processo de replicacéo e formacdao, a
glicoproteina de membrana (M), a glicoproteina do nucleocapsideo (N), a
glicoproteina do envelope (E) e a glicoproteina Spike (S), (GUSEV, E et al. 2022).
A proteina N esta fosforilada junto ao genoma do virus, enquanto a proteina M

e E estéo ligadas ao envelope viral (KIRTIPAL, 2020). A proteina
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Spike (S) é responsavel por mediar a entrada do virus na célula do hospedeiro
e para desenvolver essa funcao, é clivada pela protease semelhante a furina
(TMPRSS2) em duas subunidades (S1 e S2) que tém a funcéo, respectivamente,
de intermediar a ligacdo com as células e induzir a fusdo das membranas celular
e viral (YANG H. RAO Z.; 2021). A subunidade S1 é dividida em dois dominios o
N-terminal (NTD) e o dominio de ligacdo ao receptor (RBD), sendo o RBD
responsavel pela ligacdo ao receptor da enzima conversora de angiotensina
humana 2 (ECA2) presente nas células do hospedeiro e a partir dessa ligacao
inicia o processo de infec¢do das células (YANG H. RAO Z.; 2021), sendo a
principal estrutura que desencadeia respostas imunologicas (WANG MY, et al.
2020). Sua conformagédo muda ‘para cima’ a fim de tornar-se disponivel para o
acesso do receptor e ‘para baixo’ para impossibilitar a ligagdo. (JACKSON CB,
et al. 2022). A partir desse contato, a infecciosidade é determinada e,
posteriormente, o SARS-Cov-2 segue por dois caminhos para a entrada na

célula, ou pela fusdo direta das membranas ou por endocitose (KIRTIPAL, 2020).

Antes do processo de infeccao celular e depois da infeccdo estabelecida, o
sistema imune inato € ativado e inicia sua resposta. Receptores de
reconhecimento padrdo (PRR) reconhecem células infectadas e ativam cascatas
de sinalizacdo celular que promovem a secrecao de citocinas inflamatorias e
antivirais (MAISON D. DENG Y. GERSCHENSON M; 2023). O sistema imune
adaptativo também é ativado através da apresentacdo de antigenos para células
B e linfécitos T pelo do MHC de classe | e ll, e mantém essa resposta sustentada
pela secrecao de citocinas como IFN-y, IL-2 e IL-4 (D PRIMORAC,; et al, 2022).
Com esse estimulo, os linfécitos T tém um importante funcao antiviral sistémica,
participam da ativacao de linfécitos B por meio das células T foliculares (TFH) (Z
CHEN ; E. JOHN WHERRY; 2020). Os linfocitos B se diferenciam em
plasmacitos de vida curta, entram nos linfonodos e passam por um processo de
maturacao e afinidade onde secretam anticorpos capazes de auxiliar no combate
a infeccBes e proteger de infecgdes posteriores (K. ROLTGEN; D. SCOTT;
2021). Todo esse processo de reconhecimento e ativacdo do sistema imune
estabelece uma resposta de memaria apds a infeccdo, capaz de responder a

uma segunda exposicdo ao virus e proteger contra as reinfeccoes
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(MITTELSTAEDT N; et al. 2021)

2.2 Resposta imune humoral e das células de memoéria na infecgéo e
vacinagéo da COVID-19

Tanto a imunidade humoral quanto a imunidade celular estdo envolvidas na
imunopatogénese da COVID-19 (NI et al; 2020). Entre as células do sistema
imune que desempenham importante papel na infeccao pelo SARS-CoV-2, estao
as células de memoria (SETTE; CROTTY, 2020). A indugdo de memoria
especifica para SARS-CoV-2 por células B é importante na protecdo contra
reinfeccbes a curto e longo prazo (COX; BROKSTAD, 2020). Rodda e
colaboradores mostraram a persisténcia de células B de memdria especificas
para SARS-Cov-2 no periodo de 1 a 3 meses do inicio dos sintomas em
individuos que tiveram COVID-19 leve, além de apresentar um aumento ao longo
do tempo e caracteristicas funcionais (RODDA et al., 2021). Em outro estudo
com individuos que tomaram vacinas de mRNA, foi observado a persisténcia de
células B de memodria funcional que duraram por 6 meses e responderam a
variantes do virus (GOEL et al., 2021). Newell e colaboradores mostraram uma
correlacdo negativa entre a frequéncia de células B de memoéria do sangue
periférico e a duracdo dos sintomas clinicos em individuos convalescentes.
Esses mesmos autores mostraram ainda que células B de memoria (IgM* CD24*
naive™9d) se correlacionaram diretamente com as respostas de anticorpos
especificos do virus que permaneceram estaveis ao longo do tempo (NEWELL
et al., 2021).

Outra célula que também contribui na imunopatogénese da COVID-19 séo as
células T. Em um estudo com individuos que tomaram diferentes tipos de vacina,
avaliados no periodo de 5-6 meses ap0s a vacinacdo, observou-se que as
células T respondiam de forma efetiva as variantes do SARS-Cov-2, porém o
reconhecimento mediado por células B foi reduzido na variante Omicron (TARKE
et al., 2022). Colaborando com o resultado descrito anteriormente, outro estudo
observou o aumento precoce de células T especificas para SARS-CoV-2 em
pacientes com a doenca leve (TAN et al., 2021). Zhao e colaboradores mostram

que a inducado de células T CD4* especificas contra epitopos compartilhados
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entre MERS-CoV e SARS-CoV mostrou-se efetiva e protetora (ZHAO et al,
2016). Experimentos com macaco Rhesus convalescentes que tiveram células T
CD8* depletadas mostraram uma reducao na efetividade da resposta imune
guando submetidos a uma segunda exposi¢cao ao SARS-CoV-2 (MACMAHAN et
al, 2021). Rodda e colaboradores mostraram que individuos recuperados que
apresentaram sintomas leves foram capazes de desenvolver células T de
memoéria que ndo sbé persistiram, mas em alguns casos aumentaram
numericamente ao longo de trés meses apos o inicio dos sintomas. Além disso,
os linfécitos de memdéria especificos para SARS-CoV-2 exibiram caracteristicas
associadas a imunidade antiviral potentes produzindo IFN-y e expandindo ap6s
reencontro com antigenos (RODDA et al., 2020). Usando pools de peptideos de
HLA-classes | e II, Grifoni e colaboradores avaliaram as respostas das células T
CD4* e CD8* em individuos convalescentes nao hospitalizados. Eles
encontraram que todos os individuos recuperados estabeleceram respostas de
T CD4* de memodria e 70% estabeleceram respostas de memaoria CD8* ao SARS-
CoV-2 (GRIFONI et al. 2020). Peng e colaboradores mostraram que existe uma
propor¢cdo maior dos linfécitos de memoria T CD8* especificos para proteina
Spike (em vez de CD4*) nos individuos com doencga leve em compara¢do com
agueles que desenvolveram a doenca grave (Peng et al., 2020). Entretanto, este
mesmo estudo mostrou que existem propor¢cdes mais altas de células T CD4*
capazes de produzir mais de uma citocina (INF-y, TNFe IL-2) do que células T
CD8* (PENG et al., 2020).

As células T foliculares sédo importantes na ativacao de linfocitos B e na producéo
de anticorpos no centro germinativo (KRAWCZYK et al., 2007) e a sua
participacdo na resposta imune ao SARS-CoV-2 também merece atencdo. Com
isso, foi realizada uma avaliacdo dessas células em pacientes infectados com
SARS-CoV-2 e sua presenca foi detectada em 100% dos individuos
participantes, e sua persisténcia pelo periodo de seis meses (JORDAN, 2021).
Junto a isso, resultados de um estudo que avaliou individuos que tomaram a
vacina de mRNA mostram células T rn especificas para o SARS-CoV-2 no
linfonodo humano apés a vacinacdo. (MUDD et al., 2022). Uma avaliagdo de
células T CD4* em individuos recuperados e sem contato prévio com 0 Vvirus,

mostrou uma inducéo robusta da subpopulacéo de células T r1 e Thl especificas
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de antigeno apods a vacinacdo em ambos os grupos (PAINTER, Mark M. et al.
2021). Estudo de observacéo prospectiva de uma paciente com a forma leve da
doenca, mostrou um aumento do numero de células T auxiliares foliculares,
células T CD4* ativadas, assim como aumento do titulo de anticorpos especificos
no sangue antes mesmo da resolucao dos sintomas (THEVARAJAN et al., 2020).
Em um outro estudo avaliando o perfil de linfécitos de pacientes convalescentes
da COVID-19, Sekine e colaboradores mostraram que as células T CD4*
especificas para antigenos da superficie viral do SARS-CoV-2 foram polarizadas
em diregéo a um perfil de auxiliar folicular T circulante (cT rn), sugerindo um papel
fundamental na geracdo de respostas de anticorpos especificos, enquantoas
células T CD4* especificas do nucleocapsideo do virus foram direcionadas aum
perfil Thl ou Th1l/Thl7 (SEKINE et al., 2020). Kaneko e colaboradores
mostraram ao avaliar cortes histoldgicos de paciente que morrem por COVID-19
que os centros germinativos (CGs) dos linfécitos B estavam amplamente
ausentes durante a fase aguda do COVID-19. A falta de CGs foi acompanhada
pela auséncia de células B que expressam BCL6 ou células T rH, que s@o
indispensaveis para a geracao de CGs (KANEKO et al., 2020).

Devido ao pouco tempo de circulacdo do virus dentro da populacdo, as
informacBes sobre a duracdo de anticorpos ainda ndo estdo totalmente
estabelecidas. Ja foi descrito o declinio de anticorpos apds a soroconversao de
individuos assintomaticos e que apresentaram sintomas leves. (SEOW et al.,
2020). Em outro estudo, houve uma reducdo do nivel de anticorpos
neutralizantes (NAb) no periodo de 1 a 4 meses ap0s o inicio dos sintomas
(CRAWFORD et al., 2020), diminuicdo que também foi relatada por Haveri e
colaboradores, que indicaram que a protecdo mediada por NAbs pode ser
prejudicada, principalmente depois de uma doenca leve (HAVERI A. et al.;2021),
0 que pode acabar prejudicando a resposta pelo sistema imune. Em
contrapartida, uma avaliacdo longitudinal no periodo de 6 meses identificou a
persisténcia de anticorpos neutralizantes em mais de 85% dos individuos
participantes do estudo (NOH J Y et al, 2021). Com base nessas informacdes,
compreender melhor sobre a resposta imunolégica ao SARS-CoV-2 é
necessario, principalmente sobre a resposta imune celular que pode garantir a

protecdo da populacéo independente da resposta humoral.
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2.4 Vacinas para COVID-19 no Brasil

A necessidade de proteger a populacao e prevenir a propagacao do SARS-CoV-
2, incentivou a busca para entender melhor as caracteristicas do virus e
desenvolver intervengbes como, um tratamento eficaz e vacinacdo da
populacao. A partir disso, a divulgacao de informacées como o sequenciamento
do genoma viral e a colaboracdo entre industrias farmacéuticas, permitiu o
avanco na producao de vacinas contra a COVID-19 (JL GOLOB, et al; 2021).
Diferentes estudos divulgaram progresso em ensaios pré-clinicos de vacinas
contra o0 SARS-CoV e MERS-CoV, que colaboraram com uma redugéo no tempo
de desenvolvimento das vacinas contra o0 SARS-CoV-2, devido a semelhancas
entre os virus (SU; DU; JIANG, 2020). Com isso, diferentes plataformas de
vacinas comecaram seu desenvolvimento, e a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) analisou e aprovou o inicio de ensaios clinicos em diferentes categorias,
vacina inativada, vacina atenuada, vetorial, RNA e DNA, subunidade proteica e
vacinas de particulas semelhantes ao virus (LI et al., 2022). No Brasil, quatro
tipos de vacina foram aprovadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) e distribuidas entre a populagédo, a CoronaVac, ChAdOx1 nCoV-19
(AztraZeneca), BNT162b2 (Pfizer-Biontech) e Ad26.COV2.S (Janssen). Até
setembro de 2023 cerca de 1.028.000 individuos tomaram a 3° dose de reforgo
completando o esquema vacinal em todos os estados do pais (MINISTERIO DA
SAUDE, 2023b).

A CoronaVac® é uma vacina de virus inativada desenvolvida pela Sinovac
Biotech aprovada pela OMS para uso emergencial em junho de 2021. Em 17 de
marco de 2022, foram administradas mais de dois bilhdes de doses da
CoronaVac em 52 nacdes e jurisdigcdes, sendo a maioria delas regides de baixa
ou média renda. Portanto, a vacina CoronaVac tem desempenhado um papel
crucial no enfrentamento da pandemia de COVID-19 (JIN et al., 2022). Sua
eficacia foi relatada em um estudo de fase 3, randomizado, aleatério e sob
controle de placebo, onde voluntarios vacinados de 18 a 59 anos, sem
antecedentes de COVID-19 e com exames de PCR negativos, demonstraram

gue CoronaVac® possui alta efetividade contra o desenvolvimento de sintomas

19



da COVID-19, além de um perfil seguro e toleravel (TANRIOVER et al., 2021).
Em outro estudo, resultados promissores da vacina de virus inativado mostraram
que a CoronaVac pode estimular uma resposta de células T CD4* especifica para
antigenos, produzindo um padréo de citocinas efetoras com inflamacéo reduzida
em idosos, além do desenvolvimento de respostas humorais com altostitulos
contra diferentes cepas do SARS-CoV-2 em adultos e idosos (COSTA P et al.,
2022). Embora tenha sido relatado nesses estudos uma boa protecéo induzida
pela vacinacdo com virus inativado, resultados apontam que apesar do
desenvolvimento de anticorpos apds a vacinacao, a imunidade humoral obtida
diminuiu apds 28 dias desde a imunizacao total com CoronaVac. A velocidade
de reducéo dos anticorpos neutralizantes (NAb) foi superior a do IgG especifico
para proteina Spike (JUSAK NUGRAHA et al., 2022).

A vacina ChAdOx1® (AztraZeneca), foi desenvolvida pela Universidade de
Oxford (Oxford, Reino Unido), é uma vacina de adenovirus de chimpanzé que
contém a proteina Spike do SARS-CoV-2 (VOYSEY et al.,, 2021). Estudos
randomizados em trés paises diferentes apdés a aplicacdo de duas doses da
vacina ChAdOx1® mostraram a eficAcia da vacina com poucos relatos de
eventos adversos, assegurando a aplicacdo na populacdo (VOYSEY et al.,
2020). Informac06es fornecidas em outro trabalho indicou que a imuniza¢gdo com
vacinas de vetor viral ChAdOx1® voltadas para o SARS CoV-2
(AZD1222/AZD2816) também apresentaram resultados positivos contra
variantes como, Gamma (P.1) e Delta (B.1.617.2) (SPENCER et al., 2022).
ChAdOx1® nCoV-19 parece ser mais bem tolerado em pessoas mais velhas do
gue em pessoas mais jovens, e possui uma imunogenicidade similar em todas
as idades apos uma dose adicional (RAMASAMY et al.,, 2020). Pesquisas
realizadas no Quénia avaliando a vacina ChAdOx1® nCoV-19 (AZD1222) em
adultos, revelaram que a seguranca, a imunogenicidade e a eficacia contra a
infecc@o assintomatica entre adultos foi similar a observada em outras regifes
do mundo, concluindo que a vacina é segura e imunogénica (CHERUIYOT,;
ORINDI; WARIMWE, 2023).

Outra vacina aprovada para uso no Brasil contra COVID-19 foi a BNT162b2®
(Pfizer-Biontech) é uma vacina de mRNA modificado, administrada em
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nanoparticulas lipidicas entregues as células do individuo, que codificam a
glicoproteina spike (S) do SARS-CoV-2 (PATEL et al.,, 2022). As células do
hospedeiro produzem a proteina S, passando por todo processo de glicosilacao,
clivagem de subunidade e dobramento adequado de proteinas, semelhante ao
que ocorre na infeccdo natural. Posteriormente, as células do sistema imune
reconhecem essa proteina e iniciam seu processo de resposta (VERBEKE et al.,
2021). Em ensaios randomizados avaliando sua eficacia, participantes que
receberam duas doses da vacina mostraram resultados de 95% na prevencgao
da COVID-19, sem diferencas significantes nos subgrupos (idade, sexo, etnia, e
presenca de doencas preexistentes) com baixa ocorréncia de eventos adversos
entre os participantes (POLACK et al., 2020). Em estudos posteriores que
acompanharam individuos vacinados com duas doses da BNT162b2®, mostrou
que a vacina é segura e exibiu um histérico toleravel de eventos adversos. Sua
efetividade contra a Covid-19 atingiu 91,3% apds o periodo de 6 meses. Mesmo
com uma reducao gradual na eficacia da vacina, a BNT162b2® apresentou um
perfil de seguranca favoravel e se mostrou extremamente eficaz na prevencgao
da doenca (THOMAS et al., 2021).

A vacina Ad26.COV2.S® (Janssen) consiste em um adenovirus humano tipo 26
(Ad26) recombinante e incapaz de replicacdo , que codifica uma proteina spike
SARS-CoV-2, conectada a membrana em uma configuracdo estabilizada, essa
vacina foi produzida e desenhada pelas empresas farmacéuticas Janssen da
Johnson & Johnson. Sua eficicia foi comprovada em um estudo que avaliou a
aplicacdo de uma unica dose da Ad26.COV2.S, e mostrou que sua aplicacdo
impediu a infeccdo sintomatica e a assintomatica por COVID-19, além de ser
eficiente contra a doenca grave, hospitalizacdo e 6bito (SADOFF et al., 2021).
Uma unica dose de Ad26.COV2.S proporcionou 52,9% de defesa contra a Covid-
19 de grau moderado a grave-critico. A eficacia diferiu entre as variantes e
observou uma maior protecao contra COVID-19 severa, casos quenecessitavam
assisténcia médica e oObito, e protecado permaneceu por 6 meses (SADOFF et al.,
2022). Sua eficacia contra variantes foi avaliada também em outro estudo, que
mostrou uma reducao de anticorpos neutralizantes contra as variantes B.1.351 e
P.1. Porém, anticorpos nao neutralizantes funcionais e respostas de células T

foram consideravelmente mantidas contra essas
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variantes (ALTER et al., 2021). A vacina Ad26.COV2.S® em um regime primario
de dose Unica e uma dose de reforco homologa ou heteréloga desencadeia
respostas imunologicas humorais e celulares que protegem uma protecao
rigorosa contra a infeccado por SARS-CoV-2, COVID-19, hospitalizacao e Obitos
ligados & COVID-19, além de doencas causadas por variantes emergentes do
SARS-CoV-2 (LE GARS et al., 2022).

A vacinacao da populacao trouxe efeitos benéficos como a queda acelerada no
namero de infec¢cdes sintomaticas e 6bitos por COVID-19, diversos estudos
suscitaram duvidas sobre a reducdo da imunidade causada pela vacina em
grupos vacinados, devido ao passar do tempo e a emergéncia de variantes da
doenca. Informacdes recentes indicam que a imunidade adquirida através da
vacinacdo de duas doses contra a COVID-19 diminuiu com o passar do tempo,
levando a uma protecdo diminuida contra 0 SARS-CoV-2 de forma selvagem e
variantes preocupantes (WILDER-SMITH; MULHOLLAND, 2021), isso indicou a
necessidade de uma dose adicional. Além disso, os regimes de vacinacao
heter6logos em vez dos homologos podem ser uma op¢do quando a
disponibilidade de vacinas é restrita (AU; CHEUNG, 2022). Um ensaio clinico
randomizado confirmou que os esquemas heter6logos e homdlogos de
ChAdOx1® e BNT162b2® sdo capazes de gerar respostas imunes sélidas,
reforcando a adaptabilidade na introducéo de vacinas de mRNA e vetores virais,
sujeitas a questdes logisticas e de fornecimento (LIU et al., 2021). Em um estudo
de coorte retrospectivo com profissionais de satde, mostrou resultados onde as
vacinas de vetor viral e virus inativado tem o potencial de reduzir
consideravelmente a infeccao, internagéo e 6bito, guando complementadas com
uma terceira dose da vacina de mRNA da Pfizer/BioNTech, mesmo com o
aparecimento de uma nova variante do SARS-CoV-2. A protecdo diminuiu ao
longo de 180 dias, sem considerar se ja havia tido COVID-19 antes, reforgcando
a necessidade de outra dose de reforco (MARRA et al., 2023). Uma meta-analise
apresentou resultados que demonstraram que os reforcos heterélogos e
homologos da COVID-19 proporcionam uma protecdo adequada, sendo o0s
reforcos heterdlogos mais aconselhaveis (ZHANG et al., 2023). Colaborando
com os resultados que sugerem o reforco vacinal heterdlogo, um estudo

desenvolvido por Yorsaeng e colaboradores revelou que os individuos que
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receberam a terceira dose da vacina ChAdOx1® nCoV-19 (AZD1222) apos as
duas doses da CoronaVac tinham niveis mais elevados de IgG especifico para
RBD de pico, imunoglobulina total e IgA anti-S1 em comparacdo com os da
CoronaVac® de duas doses, vacinados com AZD1222 de duas doses e
individuos que ja foram infectados (YORSAENG et al., 2021).
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3. HIPOTESES E OBJETIVOS

Hipoteses

HO: Individuos com diferentes esquemas vacinais para COVID-19, apresentam
o mesmo perfil dos linfocitos de memdria, independente do tipo de vacina

aplicada.

H1: Individuos com diferentes esquemas vacinais para COVID-19, apresentam

diferentes perfis dos linfocitos de memdria devido ao tipo de vacina aplicada.

Objetivo Geral

Avaliar o perfil de linfocitos T e B de memoria e T foliculares em individuos

vacinados para a COVID-19.
Objetivos especificos

Em células mononucleares do sangue periférico (CMSP) de individuos

vacinados para COVID-19:

1) Avaliar o perfil de linfocitos T de memoria (CD4*CD45RO*CCR7*)
especificos para o antigeno RBD do SARS-CoV-2;

2) Avaliar o perfil de linfocitos B de memoaria (CD4CD19*CD27*) especificos
para o antigeno RBD do SARS-CoV-2;

3) Investigar a frequéncia de células T foliculares circulantes (CTrH)
CD4*PD1*CXCR5%;

4) Avaliar o perfil de linfocitos T e B de memoria e cT r1 nOs diferentes
protocolos utilizados;

5) Avaliar a expressao de citocinas intracelulares (INF-y, IL-10) nos linfocitosT

e B e no sobrenadante das culturas.
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Capitulo 1: PERFIL DOS LINFOCITOS DE MEMORIA EM DIFERENTES
PROTOCOLOSDE VACINACAO PARA A COVID-19

4.1 INTRODUCAO

No final do ano de 2019, um surto de pacientes com sintomas relacionados a
uma pneumonia de origem desconhecida foram relatados por diversas
instituicbes de saude locais na cidade de Wuhan, na China (ZHU et al., 2020). A
identificagdo de um novo virus, semelhante a outros virus que levaram a
epidemias no passado, levou a descoberta de um novo patégeno, o SARS-CoV-
2, agente etiologico responsavel pela COVID-19 (PARASKEVIS et al., 2020),
doenca que se disseminou rapidamente por todos os paises levando a
declaracédo do surto de COVID-19 em Janeiro de 2020. Apesar dos estudos
iniciais terem apontado que o meio de transmissao seria 0 consumo de peixes e
animais silvestres em um unico mercado local de animais selvagens, sugerindo
uma possivel transmissao de animal para humano, as pesquisas recentes
evidenciaram a disseminacdo do SARS-CoV-2 de pessoa para pessoa atraves
do contato direto, sendo os principais sintomas febre, tosse, fadiga e dispneia
(LAl et al., 2020).

Antes da pandemia do SARS-CoV-2, um novo coronavirus capaz de infectar
humanos surgiu em 2002 como resultado de uma mutacdo proveniente de
hospedeiro ndo humano. Foi determinado que esse virus, conhecido como
SARS-CoV, foi 0 agente causador do surto de SARS que atingiu a provincia de
Guangdong, na China. A propagacéo do SARS-CoV foi limitada ao contato direto
com pessoas infectadas, e sua infectividade foi minima durante a fase de
incubacdo. Em uma diferente epoca, a Sindrome Respiratoria do Oriente Médio-
CoV (MERS-CoV) surgiu apds o aparecimento de um novo coronavirus humano
relatado pela primeira vez no Oriente Médio em 2012. As manifestagdes clinicas
do MERS-CoV incluiram infec¢cdo assintomatica, sindrome do desconforto
respiratorio agudo, choque séptico, faléncia de mudultiplos 6rgdos e morte
(TIRELLI et al., 2023). O SARS-CoV-2 possui caracteristicas semelhantes outros
dois agentes etioldgicos, e é transmitido através de goticulas maiores e aerossois

gerados ao respirar, falar, espirrar ou tossir e em menor grau, também
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pode ser transmitido através de superficies infectadas. (PUHACH; MEYER;
ECKERLE, 2022). E um virus composto por RNA fita simples, encapsulado e de
sentido positivo. O seu genoma contém quatro proteinas estruturais principais:

Spike (S), envelope (E), nucleocapsideo (N) e membrana (M) (YU et al., 2023).

Seu mecanismo de entrada nas células do hospedeiro envolve duas formas de
acesso, podendo ser através da ligacao direta com a superficie celular ou o
escape dos endossomos. As duas formas de acesso envolvem a interacao
sequencial de duas subunidades de proteina spike (S), a subunidade S1 distal e
a subunidade S2, localizada de maneira mais proxima a membrana viral (LIM,
2022). A subunidade S1 estabelece uma ligacdo com o receptor enzinam
conversora de angiotensina 2 (ECA2) através do seu dominio de ligacdo ao
receptor (RBD), provocando alterac6es conformacionais que revelam um "sitio
S2" interno, que auxilia na fusdo da membrana (SUBHOMOI BORKOTOKY;
DEY; ZAVED HAZARIKA, 2022). Ao invadir as células hospedeiras, o virus
possui diversos mecanismos principais que podem resultar em danos
generalizados, impactando os sistemas organicos como, a toxicidade viral direta,
danos e inflamacdo das células endoteliais, que resultam na formacédo de
microtrombos e disfungdo microvascular, ativagdo excessiva do sistema
imunoldgico inato e sindrome da tempestade de citocinas, além de desregulacao
do sistema renina-angiotensina-aldosterona, ocasionando lesdes nos tecidos por
vasoconstricdo e permeabilidade vascular e permeabilidade vascular (BALDELLI
et al., 2022).

Apos sua infeccao, o sistema imunolégico do hospedeiro é capaz de reconhecer
0s antigenos virais e responder a esses estimulos. Ao detectarem a proteinas do
SARS-CoV-2, os receptores TLR2, iniciam uma resposta imunoldgica inata,
resultando na liberacdo de TNF-a e IFN-y no organismo. A via antiviral IFN
representa um dos principais mecanismos inatos contra infecgdes virais. Ao
mesmo tempo, as células do hospedeiro também produzem citocinas e
guimiocinas, tais como IL-6 e TNF, dando origem a tempestade de citocinas
(MAISON; DENG; GERSCHENSON, 2023). Na resposta imune adaptativa,

estudos indicam que as células B, células T CD4"* (células T auxiliares) e células
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T CD8* (células citotoxicas) desempenham um papel crucial no controle do
SARS-CoV-2. As células T auxiliares foliculares CD4* (TrH) e as células B nos
tecidos linfoides secundarios auxiliam na maturacéao da afinidade do anticorpo e
na mudanca de isotipo de forma complexa, resultando em protecdo imunologica.
(SHEN et al., 2023). Uma das principais funcdes das células T CD4* € a de atrair
células efetoras adicionais para o local do antigeno viral, a partir da ativacdo do
gene CCL3/4/5 (MIP-1s) e da quimiocina CXCL1, exclusiva das células T CD4*
(SILVA et al.,, 2022). Além disso, as células T CD8* contra o virus, com
capacidade citolitica contra células infectadas, sé@o identificadas ja no primeiro
dia apds o inicio dos sintomas. Normalmente, sua rapida inducdo acontece na
primeira semana e chega a alcancar o pico em 2 semanas. Essa dinamica de
células T CD8* especificas do virus esta ligada a melhores desfechos dainfeccéo
pelo SARS-CoV-2, bem como a sua habilidade de gerar grandes quantidades de
moléculas citotoxicas, como IFN-y e granzima B e perfurinas. (SHEN et al.,
2023). ApoOs a erradicacdo do virus, células de memdria permanecem no
organismo para controlar possiveis reinfecgfes. Essas células séo divididas em
subpopulacdes que possuem diferentes funcdes, células naive(T nave) e células
T de memoria central (T cwm), as células T efetoras de memoria(T em) e células T
de memdria efetora terminalmente diferenciada (T emra) (SAULE, et al., 2006).
As células Tnaive e T cwm, presentes principalmente nos linfonodos, desempenham
func6es de maneira mais tardia. Por outro lado, as células T efetoras de memoria
(T em) e as células T de memoaria efetoraterminalmente diferenciadas (T emra)
estao situadas em tecidos inflamados ondeexercem fungdes efetoras de maneira
imediata, produzindo citocinas e respostasde citotoxicas (CACCAMO N et al;
2005).

Diante da situacdo epidemiologica que preocupa todo o mundo, iniciou-se o
processo de desenvolvimento de vacinas com diferentes plataformas. A
vacinagao é responsavel por gerar respostas imunes de memoria e proteger os
individuos de reinfecgdes, diminuindo as chances do desenvolvimento das
doencas (RAHMANI et al.,, 2022). Diferentes plataformas de vacinas foram
incluidas na lista de uso emergencial da Organiza¢do Mundial da Saude (OMS),
ou receberam autorizagcdo de uso emergencial, para a distribuicdo e aplicacao

entre a populacdo como, vacina de vetor viral, de mRNA ou virus inativado (LIU;
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YE, 2022). Estudo em individuos vacinados com a vacina de vetor viral,
Ad26.COV2.S (Janssen) observou que a imunizacdo gerou respostas
imunolégicas humorais e celulares por um periodo de 8 meses ap0ds a vacinacgao.
Adicionalmente, notaram um aumento de anticorpos que neutralizam variantes
do SARS-CoV-2 (BAROUCH et al., 2021). Estudos envolvendo a ChAdOx1
(Aztrazeneca) mostraram que essa vacina é segura e bem tolerada,
demonstrando protecdo detectavel por um periodo de até 6 meses
(SOBIESZCZYK et al.,, 2022). A vacina inativada (CoronaVac) mostrou uma
eficacia de foi de 83,7% a prevencao da necessidade de assisténcia e em casos
moderados e graves foi de 100% (TANRIOVER et al., 2021). A vacinagdo com
dose dupla da BNT162b2 (Pfizer), vacina de mRNA foi avaliada em um estudo
multinacional controlado por placebo, proporcionou 95% de protecdo contra a
Covid-19 em individuos com 16 anos ou mais (POLACK et al., 2020). Esse
conjunto de dados mostra a eficacia da vacinagdo contra COVID-19 e a
importancia de entender como sistema imune responde a essas diferentes
exposicdes. Com isso, € importante entender melhor sobre a resposta
imunolégica de memoria desencadeada nos individuos vacinados comdiferentes
plataformas de vacina. O objetivo desse trabalho foi avaliar o perfil delinfécitos T

e B de memodria e T foliculares em individuos vacinados para a COVID-19.
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4.2 METODOLOGIA

4.2.1 Populacgao do estudo

Foi realizado um estudo de corte transversal nos individuos vacinados e
convalescentes da COVID-19 no periodo de Marco a Novembro de 2023. Um
questionério online utilizando a plataforma do google forms foi divulgado por meio
virtual, para a populacéo responder informacdes sobre 0 esquema vacinal que foi
aplicado e a infeccao por COVID-19. A partir disso, selecionamos 12 individuos
doadores de plasma, de ambos os sexos (figura 1). Os individuos deveriam estar
assintomaticos por pelo menos 30 dias. Foram incluidos individuos maiores de
18 anos, ambos os sexos e nao incluidos no menores de 18 anos, gestantes,

individuos com imunodeficiéncias e em uso de imunossupressores.

Com base nas informacdes coletadas através do questionario, separamos em
grupos que realizaram diferentes esquemas vacinais em: vacinacdo homologa
ou heteréloga e vacinacdo com 3 e 4 doses. As informacdes sobre a vacinacdo
foram conferidas no cartdo de vacinacdo fisico ou no aplicativo para celular
fornecido pelo Governo Federal do Brasil, 0 ConectSUS. Todos os individuos de
todos os grupos doardo 30 mL de sangue total, coletado em tubos contendo

heparina, para as analises propostas no estudo.

29



82 respostas
Tomaram a
» | Spikevax (vacina
M bivalente)
N&o tomaram a N=5
Spikevax
n=78

N&o teve infecgao
Por SARS-Cov-2
N=26

\J

v

Teve infecgéo
Por SARS-Cov-2
N=52

|

Aceitaram
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Figura 2: Esquema vacinal dos subgrupos da populagéo estudada.
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4.2.2 Separacdao e cultura de células mononucleares do sangue periférico

dos individuos vacinados e convalescentes para COVID-19

Foram coletados 30mL de sangue total em tubos contendo heparina para que
fossem separadas as células mononucleares do sangue periférico (CMSP) por
meio do gradiente de concentracdo Ficoll-Pague PLUS (GE Healthcare
Mississauga, ON, Canada). Foi ajustado a uma concentracdo de 1 x 107
células/mL em meio RPMI, contendo 10% de soro fetal bovino inativado,
penicilina 100U/mL, estreptomicina 100uL/mL, L-glutamina 2mM, 30mM HEPES
(Life technologies GIBCO BRL, Gaithersburg, MD). Em seguida, um total de 2 x
108 CMSP foram estimuladas com 2ug/mL da proteina RBD em RPMI completo
e semeadas em placas de 24 pocos a 37°C e 5% de COz, por um periodo de trés
a cinco dias para diferenciacdo em células de memoria. As células foram
estimuladas ainda com 50 fl de toxdide tetanico (TT) como controle positivo da

ativacao de células de memoria.

4.2.3 Avaliacdo do fenotipo de linfécitos T e B de memédria, células T

foliculares circulantes e citocinas por citometria de fluxo

Finalizado o tempo de cultivo, foi adicionada brefeldina A (10 yg/ml; Sigma, St.
Louis, MO) pelo periodo de 4h e incubada 37°C e 5% de CO.. Para marcagéo das
células, foram adicionados 20ul/poco de anticorpos especificos para moléculas de
superficie das células T e B de memaria e células T foliculares, diluidos em
solucéo de diluicdo de anticorpos (tampéo salina fosfato - PBS 1x +azida 1M +
fracdo V de albumina bovina - BSA) e as placas serdo incubadas, protegidas da
luz por 15 minutos a 4°C. Foram realizadas 3 lavagens sucessivas utilizando-se
solucdo de lavagem (PBS 1x + azida 1M + BSA), em seguida as ceélulas seréo
ressuspensas em 200 pl de formaldeido 2%, e adiquiridas utilizando-se o aparelho
FACSCanto (Becton Dickinson), num total de 200.000 eventos.

A estratéegia de analise empregada teve como objetivo caracterizar

fenotipicamente através da andlise dos marcadores de superficie celular as
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subpopulacdes de linfocitos de memédria T CD4*CD45RO*CCR7*- e B
(CD4-CD19*CD27"), além das células foliculares (Tr1 - CD4*PD1*CXCR5%) com
anticorpos monoclonais contra marcadores de superficie celular, conjugados
com fluorocromos isotiocianato de fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE) e
“‘cycrhome” (CY): PE-Cy7”, PerCP-Cy5.5, “Allophycocyanin” (APC), da

eBioscience™ utilizando citometria de fluxo.

A populagdo de Linfocitos foi selecionada pela fluorescéncia inespecifica da
disperséo direta (from the forward scatter - FSC) e disperséo lateral (from the
side scatter - SSC) (Figura 2A). Para avaliar o perfil das células T de memoria
dos individuos vacinados para COVID-19, as culturas celulares foram estimuladas
comantigeno RBD foram marcadas de acordo com a expressao de moléculas de
superficie CD45R0O, CCR7 e CD45RA, para classifica-las em: células T naive
(CD45RO" CCR7* ou CD45RA* CCR7"), células T de memoéria central (Tcm
CD45R0O* CCR7* ou CD45RA" CCRT7"), células T efetoras de memoria (Tewm;
CD45R0O* CCR7~ ou CD45RA" CCR7) ou células T de memodria efetora
terminalmente diferenciada (Temra; CD45RO™ CCR7- ou CD45RA" CCRTY)
(Figura 2B). Além disso, selecionamos a populacdo dos linfécitos B
(CD3"9CD19") (Figura 2F), das células B de memodria (CD19*CD27*) (Figura
2G), e a populacdo de células T folicular, separando em Folicullar helper
(PD1MCXCR5™) e Peripheral helper (PD1MCXCR5M9) (Figura 2E).
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Figura 3 Plots representando a estratégia de sele¢édo das populagdes de células analisadas (A-
G).

424 ELISA no sobrenadante das culturas de células

As placas de microtitulagdo com 96 pocgos foram revestidas com um volume de
50 pl de 2 ug /mL de antigeno recomendado no kit para a citocina especifica
diluido em PBS 1x filtrado durante a noite a 4°C. As placas foram entao
bloqueadas por 2h a 37°C usando 200uL de ELISpot a 5% em 1x solucéo salina
tamponada com fosfato (PBS). As amostras de soro/plasma foram entéo diluidas
1:50 em PBS 1x e 100 uL de cada amostra foram aplicados a placa de ELISA,
revestida e incubada por 2 h a 37°C. As placas foram lavadas e incubadas com
anticorpos marcados com HRP (Sigma Aldrich, MI, EUA), diluidos a 1: 2000 em
albumina bovina (BSA) a 5% em PBS 1x. Apds incubacdo por mais 1h em
temperatura ambiente, as placas foram lavadas e reveladas com substrato
TMB/E (Merck Millipore, MA, EUA). Finalmente, a reacao sera interrompida com
1M H2SOa4 e os valores de densidade 6ptica foram lidos a 450nm (Spectramakx,
Molecular Devices Corporation Sunnyvale, CA.). O controle de soro negativo
foi executado cada vez que o ensaio foi realizado. O valor de corte para
amostras de soropositividade sera definido como o valor médio na densidade
optica 450 (em uma diluicdo de 1:50) para as 16 amostras de soro negativas
mais 3 desvios padrao (SDs).
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4.2.5 Andlises estatisticas

Os dados foram analisados utilizando-se o programa GraphPadPrism 8.0
(GraphPad Software, San Diego, CA EUA). As diferencas entre as frequéncias
de linfécitos de memodria e a expressdo de citocinas dos individuos
convalescentes e vacinados para COVID-19 foram avaliadas com o teste Mann-
Whitney para analises ndo pareado e ndo paramétrico. As frequéncias de células
positivas sdo expressas em mediana (minimo e maximo) da porcentagem ou a
média de intensidade de fluorescéncia (MIF). As diferencas de concentracéo de
anticorpos entre os grupos de pacientes convalescentes e vacinados foram
determinadas pelo teste t de Student. As concentracdes de anticorpos foram
expressas em meédia e desvio padrdo (pg/mL). A analise de correlacdo entre
citometria de fluxo, dados de ELISA de imunoglobulina sérica total e dados
clinicos foi realizada usando coeficientes de correlagdo de Pearson para
conjuntos de dados iguais ou maiores que 35 valores ou correlagdo néo
paramétrica de Spearman para conjuntos de dados com menos de 35 valores. A

significAncia estatistica sera estabelecida no intervalo de confianca de 95%.

4.2.6 Consideracfes éticas e de biosseguranca

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de
Farmacia (numero do parecer 4.697.661), da Universidade Federal da Bahia.
Todas as informacdes obtidas através das analises das amostras coletadas
foram mantidas sob sigilo e s teve acesso as mesmas, a equipe clinica e de
pesquisadores. Todo o trabalho foi desenvolvido de acordo com os critérios da
Regulamentacédo de Bioética no Brasil, Resolu¢do 466/2012 de dezembro de

2012 do Conselho Nacional de Saude e resolugbes complementares.

Os doadores incluidos na pesquisa foram abordados conforme descricdo
anterior, aos proéprios individuos ou a seus responsaveis, quando foram

explicados os propésitos da pesquisa, operacionalizagdo, possiveis riscos e
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assisténcia, informacfes também contidas no Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE). A eles foi disponibilizado tempo para pensar se concordam
ou ndo em participar, antes que sejam entrevistados mediante questionario e

assinem o TCLE.

Os experimentos seguiram as normas de Biosseguranca de acordo com a Lei no.
11.105 de marco de 2005. Os individuos que fazem parte dos grupos estudados
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) autorizando a
utilizacdo dos dados de prontuario e coleta e armazenamento de materiais

biolégicos.
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4.3 RESULTADOS

4.3.1 Dados demograficos

Para avaliar o perfil dos linfocitos de memoéria e células T foliculares em
individuos vacinados para COVID-19, recrutamos individuos partir das respostas
fornecidas ao questionario, dos 83 que responderam, 12 individuos que tomaram

a vacina e tiveram infecg¢ao foram selecionados e aceitaram participar.

Individuos que responderam ao questionario (n =82)

Idade (média) (DP) 35,15 (+11,10)
Género feminino (n) (%) 52 (63%)
Género masculino (n) (%) 30 (37%)
Infeccao (n) (%) 52 (63%)

Individuos recrutados para analise imunoldgica (n =12)

Idade (média) (DP) 31,73 ( £9,96)
Género feminino (n) (%) 6 (50%)
Género masculino (n) (%) 6 (50%)

Infeccéo (n) (%) 12 (100%)

Tabela 1. Caracteristicas demogréficas da populagédo total que respondeu o questionario e
foram recrutados para participar do estudo.
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Plataforma de vacinas (n=12) Numero de doses (n=11)

Heterdlogo 4 Doses
Homélogo (n=7) 3 Doses (n=5) (n=6)
(n=5) (100%) (100%) valor de p (100%) (100%) valor de p
Idade (média) 27,86 (= ns® 27 (=
(DP) 35,8 (+ 11,65) 7,15) 35,2 (+13,63) 4,05) Ns?
Género feminino 4 0,02° 1 <0,0001"
(n) (%) 2 (40%) (57,14%) 4 (80%) (16,66%)
Infeccéo (n) (%) 5 (100%) 7 (100%) - 5 (100%) 6 (100%) -

aTeste de Mannn-Witney; "Teste exato de Fisher.
Tabela 2. Caracteristicas demogréficas dos subgrupos da populagéo estudada.
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4.3.2 Subpopulacdes dos linfécitos T de memadria em individuos vacinados
para o SARS-CoV-2

Foi avaliada a frequéncia das subpopulacdes de células T naive, células T de
memoéria central (T cwm), células Tefetoras de memoria (T em) ou células T de
memoria efetora terminalmente diferenciada (T emra) Nas culturas de CMSP sem
estimulo (WS), estimuladas com antigeno RBD (RBD) e com antigeno do toxéide
tetdnico (TT). Nao foram observadas alteracbes na frequéncia das
subpopulacdes de células de memoria e entre 0S grupos.
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Figura 4: Subpopulagdes de linfocitos de memoéria em culturas de CMSP sem estimulo (WS),
estimuladas com antigeno RBD (RBD) e com antigeno do toxoide tetanico (TT). Frequéncia de
linfocitos de memaria NAIVE (A) memoria efetora (Tem) (B) memdria central (Tem) (C) e EMRA
(Temra) (D) (Teste de Mann-whitney). O histograma e as barras representam a média e + DP.
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4.3.3 Perfil de linfécitos B de memoéria e T foliculares especificos para o
antigeno RBD do SARS-CoV-2

Nas infeccdes virais, os Linfocitos B tem um papel fundamental na diferenciacao
em plasmocitos e na producdo de anticorpos que atuam na neutralizacao,
protegendo os individuos de reinfecgdes (POLLARD, BIJIKER; 2020). Nesse
contexto, as células T foliculares (T r1) desempenham um papel fundamental
auxiliando na producéo de anticorpos pelos linfocitos B (ALONSO et al; 2021), e
nos locais inflamatorios, fora dos tecidos néo linfoides, as celulas T foliculares
periferias (T pH) atuam exercendo a mesma funcdo (YOSHITOMI H; 2022).
Avaliamos o perfil dos linfocitos B baseado na expressdo de CD3'CD19*CD27*
e também a frequéncia de células T rv e T pn marcando a expressédo das
moléculas PD1* e CXCR5*. Nado foram observadas alteracbes entre as
populacbes WS, RBD e TT na frequéncia de células B e dos linfocitos Tfh
periféricos, enquanto houve um aumento da frequéncia de células T folicular

auxiliar estimuladas com antigeno RBD (p<0,03; Figura 5B).

Linfocitos B Folicullar helper

A B
om 6= . C Peripheral helper
o [e) 0 _6 20+
+ . Q O
S ° ) 2 S o ° 15 @
o a o @
a L i3 1%
g 47 B Sacs @ 0 g 10 -
P o " : i S
5 q R =y 5 2 : 3 | o
8 27 2 =
o s Oqg S 5q Oo @
T T T ! I !
0 0 T T T
WS RBD TT ws RBD TT 0

ws RBD TT

Figura 5: Frequéncia dos linfocitos B de memaria (A), das células T foliculares helper (B) e
células T folicular periférica (C) nas culturas sem estimulo (WS) estimuladas com antigeno RBD
(RBD) e com antigeno do toxéide tetanico (TT) *p<0,03 (Teste de Mann-whitney). O histograma
e as barras representam a média e + DP.
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4.3.4 Determinacdo dos niveis de IL-10 e IFN-y no sobrenadante das
culturas de CMSP

As citocinas expressas pelas células sdo importantes para a sinalizacéo,
desenvolvimento de uma resposta imunoldgica efetiva e para a regulacdo da
resposta como, por exemplo, a IL-10 que tem funcéo de regular as respostas
inflamatorias (SARAIVA M; O’'GARRA A. 2010) e o IFN-y, citocina importante na
resposta antiviral que aumenta as fungdes antimicrobianas e induz a um efeito
antiviral nas células (KAK, et al; 2018). Estudos relataram aumentos significativos
no nimero de células T secretoras de IFN-y especificas para os antigenos do
toxdide tetanico (MAYER S; et al, 2002). Com isso, avaliamos os niveis de IL-10
e IFN-y no sobrenadante das culturas de CMSP sem estimulo (WS), estimuladas
com antigo RBD (RBD) e com toxdide tetanico (TT). Observamos aumento dos
niveis de IL-10 (p<0,002; Figura 6A) e IFN-y (p<0,04; Figura 6B) nas culturas
estimuladas com RBD, e o aumento de IFN-y nas culturas estimuladas com TT
(p<0,007; Figura 6B).
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Figura 6: Niveis de citocinas no sobrenadante das culturas de CMSP nas culturas sem estimulo
(WS) estimuladas com antigeno RBD (RBD) e com antigeno do toxoide tetanico (TT). Dosagem
de IL-10 (A) e IFN-g (B). *p <0,04 ** p<0,002 (Teste de Mann-whitney). O histograma e as barras
representam a média e + DP.
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4.3.5 Frequéncia das subpopulacbes de linfocitos T de memodria

especificos para o antigeno RBD do SARS-CoV-2

Quando comparamos as diferentes subpopulacdes de células de memoria
estimuladas com antigeno RBD observamos maior frequéncia de células Tem
(p<0,0017) e Temra (p <0,0001) em comparacdo as populagbes Tcm. As
populacbes de celulas Temra também foram maiores quando comparadas as

populacdes Tnave, Tcv € Tem (Figura 7A)
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Figura 7: Frequéncia das subpopulagfes de linfocitos T de memoéria em culturas de CMSP
estimuladas com RBD (A). ** p < 0,0017; *** p <0,0001 (Teste Kruskal-Wallis). O histograma e
as barras representam a média e + DP.
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4.3.6 Expressédo intracelular de citocinas nas células de memodria
estimuladas com antigeno RBD

Foi avaliada a expressdo de citocinas pelas subpopulacdes de células de
memoria estimuladas com antigeno RBD. Observamos uma maior expressao
intracelular de IFN-y na subpopulacéo T cm quando comparada as
subpopulacdes Tnave € Temra (p<0,04; Figura 8A). ldentificamos a maior
expressao de TGF-B na subpopulagcéo de células Tcm quando comparada as
populagcdes T nave (p<0,04) e T emra (p < 0,0008) e maior producédo da citocina
na subpopulagdo Tem quando comparada a pulacdo Temra (p<0,04; Figura 8B).
Ndo observamos diferenca estatistica na expressdo de IL-10 pelas
subpopulacdes (Figura 8C)
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Figura 8: Intensidade de fluorescéncia de citocinas pelas subpopulagbes de linfocitos de
memoria. Frequéncia das subpopulacdes de linfécitos T de memoéria expressando IFN-y (A) TGF- B
(B) IL-10 (C) em culturas estimuladas com antigeno RBD *p < 0,04 (Mann-whitney) ***p < 0,0008
(Teste de Kruskal Wallis). O histograma e as barras representam a média e + DP.
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4.3.7 Perfil das subpopulacdes de linfocitos T de memaria na vacinagao

homadloga e heterdloga

Foi analisada a frequéncia das subpopulacdes de células de memaoria nos grupos
de vacinacdo homodloga e heteréloga. Observamos uma maior frequéncia de
linfécitos na populacédo T emra € T em NOS grupos homéloga e heteréloga, quando
comparados a subpopulacdo de linfécitos T nave € T cm (p<0,04 e p<0,007,
respectivamente; Figura 9A). Nao foram observadas diferencas estatisticas nos

distindos protocolos avaliados.
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Figura 9: Frequéncia dos subgrupos das células de memodria em diferentes esquemas de
vacinacdo homdloga e heterdloga (A) *p <0,04 p **<0,007 (Teste de Mann-whitney). O
histograma e as barras representam a média e + DP.
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4.3.8 Expressédo intracelular de citocinas nas células de memoria

estimuladas com antigeno RBD na vacinacdo homéloga e heteréloga

Foi analisada a expressao das citocinas nas subpopulacdes de celulas de memdéria
nos grupos de vacinacdo homologa e heteréloga e encontramos que aexpresséo de
TGF-B foi maior na populacdo de células Tcm quando comparadosa populacdo de
células Temra (p<0,02; Figura 10B).
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Figura 10: Niveis de citocinas pelas subpopulac¢des de linfocitos de memdéria. Frequéncia das
subpopulacdes de linfécitos T de meméria expressando IFN-y (A) TGF-f. (B) IL-10 (C) em
culturas de celulas de individuos com protocolos de vacina diferentes, estimuladas com antigeno
RBD. *p <0,02 (Teste de Mann-whitney). O histograma e as barras representam a média e + DP.
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4.3.9 Perfil de linfécitos B e células de memaria T folicular na vacinagéao

homadloga e heterdloga

Foi analisado o perfil dos linfocitos B regulatérias, das células T folicular auxiliar

(T rH) e periférica (T pH) NOS subgrupos de vacinacdo homologa e heterologa,

Observamos maior frequéncia de linfocitos B regulatérios no subgrupo da

populacdo homodloga quando comparado ao grupo de vacinacdo hierdloga

(p<0,01; Figura 9A) e maior frequéncia de células T folicular periférica em ambos

grupos(p <0,007; Figura 11B)
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Figura 11: Frequéncia das células B regulatérias (A), das células T auxiliar (Trn) auxiliares e
periféricas (TpH) (B) em culturas estimuladas com antigeno RBD. *p<0,01 ** p< 0,007 (Teste de

Mann-whitney). O histograma e as barras representam a média e + DP.

45



4.3.1.1 Determinagao dos niveis de IL-10 e IFN-y no sobrenadante das

culturas na vacinacdo homologa e heteréloga

Avaliamos a concentracao de IL-10 e IFN-y no sobrenadante das culturas de
CMSP do grupo WS e RBD. Observamos um aumento na producao de IL-10 na
populacdo de células estimuladas com antigeno RBD no grupo de vacinacéo
heterdloga (p <0,007; Figura 12A). Nao observamos diferencas estatisticas entre

0S grupos na prodcéo de IFN-y (Figura 12B).
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Figura 12: Niveis de citocinas no sobrenadante das culturas de CMSP nas culturas sem estimulo
(WS) e estimuladas com antigeno RBD (RBD) nos grupos de vacinagcao homologa e heterologa.
Dosagem de IFN-y (A) e IL-10 (B). p<0,007(Teste de Mann-whitney). O histograma e as barras
representam a média e + DP.
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4.3.1.2 Perfil de da subpopulacdes de linfocitos T de memdria na vacinagéao

com 3 e 4 doses

Analisamos a frequéncia das subpopulacfes de células de memaoria nos grupos
de vacinacao 3 e 4 doses. Observamos uma maior frequéncia de linfécitos na
populacdo T emra € T EmNOS grupos homoéloga e heterdloga, quando comparados
a subpopulacao de linfocitos T navee T cm (p <0,04 p <0,007; Figura 13A). Nao

identificamos diferenca estatistica entre 0s grupos.

A
100= *% ** 1
1 *%
*%* |
kY 80= 1 _I*
]
GE, *% * % T
€ 60+ —1 T —
o 0.0556
o —
]
Ko 40 -I_ -|-
=]
0 X
©) ¢
N 20= -|- ! |
0 = | M)

3 Doses 4 Doses

Naive (@ Mem. central () Mem. efetora EMRA

Figura 13: Frequéncia dos subgrupos das células de memodria em diferentes esquemas de
vacinagdo 3 e 4 doses (A) *p < 0,04 p **<0,007 (Teste de Mann-whitney). O histograma e as
barras representam a média e + DP.
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4.3.1.3 Expresséo intracelular de citocinas nas células de memaria

estimuladas com antigeno RBD na vacinag¢do com 3 e 4 doses

Avaliamos a expressao das citocinas nas subpopulacdes de células de memoéria
nos grupos de vacinacdo 3 e 4 doses nao encontramos diferenca entre as
subpopulacdes (Figura 14).
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Figura 14: Intensidade de fluorescéncia de citocinas pelas subpopula¢gdes de linfécitos de
memb¢ria. Frequéncia das subpopulacdes de linfocitos T de memaria expressando IFN-y (A) TGF-
B. (B) IL-10 (C) em culturas estimuladas com antigeno RBD nos grupos de vacinacdo com 3 e 4
doses (teste Mann-whitney). O histograma e as barras representam a média e + DP.
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4.3.1.4 Perfil de linfocitos B e celulas T folicular nos diferentes na vacinagéo

com 3 e 4 doses

Avaliamos o perfil dos linfécitos B regulatorios, das células T folicular auxiliar e
periférica nos subgrupos de vacinacdo com 3 e 4 doses. Observamos maior
frequéncia de linfécitos B regulatérios no grupo WS da populagdo com 3 doses
guando comparado ao grupo estimulado com RBD (p <0,01; Figura 15A) e maior
frequéncia de células T folicular periférica em ambos grupos (p <0,007; Figura
15B)
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Figura 15: Frequéncia das células B regulatérias (A), das células T folicular auxiliar e periféricas
(B) em culturas estimuladas com antigeno RBD nos subgrupos de vacinagao com 3 e 4 doses.
*p<0,01 ** p< 0,007 (Teste de Mann-Whitney). O histograma e as barras representam a meédia e
+ DP.
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4.3.1.5 Determinacdo dos niveis de IL-10 e IFN-y no sobrenadante das

culturas navacinagdo com 3 e 4 doses

Avaliamos a concentracdo de IL-10 e IFN-y no sobrenadante das culturas de
CMSP do grupo WS e RBD. Observamos o aumento da producéo de IL-10 na
cultura estimulada com RBD no subgrupo de 3 doses (p <0,007; Figura 16A). N&o

observamos diferenca nas outras populacdes de célula.
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Figura 16: Niveis de citocinas no sobrenadante das culturas de CMSP nas culturas sem estimulo
(WS) e estimuladas com antigeno RBD (RBD) nos grupos de vacinagcdo homologa e heterologa.
Dosagem de IFN-y(A) e IL-10 (B). *p<0,007(Teste de Mann-whitney). O histograma e as barras

representam a média e + DP.
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4.4 DISCUSSAO

A COVID-19 é uma doenca causada pela a infeccédo do virus SARS-CoV-2 que
se expandiu por todos os paises, levando mais de 6.900.000 individuos a obito
em todo mundo pela sindrome respiratoria aguda grave (Coronavirus ultima
situacao (Covid-19) | TRT Portuguese, [s.d.]), e mais de 700 mil mortes no Brasil
(“Coronavirus Brasil”, 2024). Diante da pandemia, a urgencia em buscar
alternativas que prevenissem a infeccdo e diminuissem 0s casos mais graves
desencadeou a busca por vacinas e tratamentos como alternativa possivel e
eficaz, protegendo a populacdo. Vacinas vetoriais baseadas em adenovirus,
vacinas de subunidade recombinante, vacinas de &cido nucleico e vacinas
inativadas estdo entre os tipos de vacinas atualmente desenvolvidas contra o
SARS-CoV-2 (DONG Y, et al; 2020).

Neste trabalho, avaliamos a resposta celular de mémoria e algumas citocinas
importantes em individuos vacinados para COVID-19. A analise demogréfica do
estudo ndo mostrou diferencas na média da idade dos participantes em nenhum
grupo avaliado. Entretanto, encontramos diferencas estatisticas com relacéo a
proporcado de género porém, esse dado foi encontrado ao acaso, ja que nao
foram aplicados esquemas diferentes de vacinacdo com relacdo ao género.
Porém, estudos mostram que pacientes do sexo masculino tem uma maior
probabilidade de desenvolver a doenga de forma mais grave (CAMACHO MOLL
et al., 2023).

O presente estudo avaliou a subpopula¢gdes de linfocitos de memdéria nos
individuos vacinados e nao encontrou diferencas estatisticas entre os grupos
WS, RBD e TT, contudo, quando avaliamos as subpopula¢cdes de células T de
memaria, Nossos resultados mostraram maior frequéncia da populagéo de células
TEM e TEMRA em todos individuos que participaram do estudo, e quando
avaliamospor diferentes protocolos de vacinagdo também. Os receptores de
migracdo doslinfonodos sé@o expressos pelas células naive (T NAIVE) e células
T de memdria central (T CM), que sado abundantes nos linfonodos e exercem
suas func¢des de maneira lenta. Em contraste, as células T s de memoaria efetora
(T EM) e célulasT de memodria efetora terminalmente diferenciada (T EMRA)

expressam receptores
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que estimulam a migracao para tecidos inflamados, localizadas em locais de
inflamac&o onde desempenham func¢des efetoras imediatas, como a producao
de citocinas e respostas de citotoxicidade (CACCAMO N et al; 2005). Blackwell
e colaboradores avaliaram os individuos apds a vacinacdo com mRNA e
relataram maiores populacdes substanciais de fenétipos respostas de células
CD8"T EM e T EMRA induzidas pela vacina, enquanto que as células T
CD4* consistiam principalmente de memdéria central T CM e memoria efetora
TEM ( BLACKWELL K, et al 2023). Em outro estudo, Yang e colaboradores
relataramum aumento das subpopulagdes de T EMRA e T NAIVE, e diminuicdo
das subpopulagbes T CM e T EM em pacientes que tiveram infec¢des por SARS-
CoV-2 apos reforgos da vacina COVID-19 inativada (M YANG, et al; 2024). Outro

estudo teve como objetivo caracterizar a qualidade das células T CD4" e CD8™
especificas para virus da dengue induzidas pela vacinacdo. As descobertas
relatadas nesse trabalho, indicaram que a vacinacéo protetora contra o virus da
dengue induz células T EMRA CD4* e CD8* com multiplas fungdes, o que implica
gue essas células T especificas para virus podem contribuir para a imunidade
protetora (GRAHAM N et al; 2020). Com esses resultados, identificamos a
importancia das células T de memoria efetora e das células T de memoaria efetora
terminalmente diferenciada na resposta contra reinfecgcdes por SARS-CoV-2,

elas desenvolvem suas funcdes efetoras protogendo esses individuos.

As células B de memodria desempenham um papel importante na gravidade da
reinfeccdo por COVID-19. Durante uma segunda exposicdo ao SARS-CoV-2, as
células B de memodria circulantes séo ativadas e rapidamente se diferenciam em
células secretoras de anticorpos que se ligam a proteina S do SARS-CoV-2 e
impedem que o virus entre nas células hospedeiras bloqueando a interacao do
dominio de ligacdo ao receptor (RBD) com o ACE2 (CHEN, S et al; 2022).
Estudos mostraram a persisténcia de células B de memaria por até 6 meses em
pacientes que tiveram COVID-19, conferindo uma prote¢do parcial contra
possiveis reinfeccdes (SOKAL A et al; 2021). Nossos resultados mostraram
maior fréquencia de células B de memdria nos individuos que tomaram vacina
com esquema homoélogo quando comparado ao grupo com esquema vacinal

heterdlogo. Entretando, estudos mostram que a vacinacdo heter6loga com
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reforco de mRNA resultou em respostas de anticorpos neutralizantes séricos e
celulas B de memodria significativamente maiores que aqueles individuos que
tomaram reforco de ChAdOx1 (vacina de vetor viral) homologo (KAKU V et al;
2021), essa vantagem obtida na vacinacdo heterdloga foi identificada também
em outro estudo onde os individuos que receberam a vacina Pfizer-BioNTech
oito semanas apos a dose inicial da AstraZeneca apresentaram poucos efeitos
colaterais e uma forte resposta de anticorpos dois semanas apés a segunda dose
de reforco (M BOROBIA, 2021). Apesar dos resultados, os individuos que
tomaram vacina com esquema homaologo, apresentaram mior frequéncia células

B de memoaria, garantindo também a protecao desse grupo.

Nossas analises se estenderam também a outras duas populacdes, as células T

foliculares auxiliares (CD4TPD1TCXCR5™) que fornecem sinais para as células
B dentro do centro germinativo, sendo essenciais para reconhecimento e

producdode anticorpos de longa duracdo (HALE et al; 2013) e as celulas T

foliculares periféricas (CD4*PD1TCXCR5") que secretam CXCL13 de maneira
intensa, umaquimiocina essencial para a formacdo de foliculos linféides em
locais inflamatérios fora dos centros germinativos, e ajudam no estabelecimento
da imunidade adquirida auxiliando as células B in situ, funcdo semelhante as
células T foliculares auxiliar (T PH) (YOSHITOMI H; 2022). Asashima e
colaboradores mostraram que as células células TPH (PD-1" CXCR5") induzem

plasmablastos

CXCR3™ por meio do IFN-y na fase inicial da infeccdo viral aguda usando a
COVID-19 como um modelo in vivo de infecg&o viral humana. (ASASHIMA et al,
2023). Em outro trabalho publicado, macacos rhesus foram separados por
grupos, infundidos com plasma convalescente, normal ou sem infusdo, e como
resultado, observou-se um acumulo temporario de células TFH proliferativas e
monaocitos pro-inflamatorios com perfil Thl no sangue periférico. A infecgcéo pelo
SARS-CoV-2 produziu células TFH especificas para as proteinas spike e
nucleocapsideos do SARS-CoV-2, bem como o surgimento precoce de
anticorpos 1gG séricos antivirais (LAKSHMANAPPA S, et al; 2021). Nossos
resultados mostraram maior frequéncia nas TPH quando comparadas a TFH

auxiliares em todos os individuos que participaram do estudo e nos subgrupos
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com diferentes esquemas vacinais. Esses resultados mostram a importancia
dessas células na imunopatogénese da COVID-19 e na protecao fornecida por
essas populacdes celulares, desempenhando suas fungbes auxiliando a
producao de anticorpos antivirais.

Avaliamos também a producéo de citocinas pelas das células identificadas nesse
estudo como, IL-10, IFN-y e TGF-f. Analisamos a expressdo dessas citocinas
pelas células T de memodria e avaliamos a producdo de IL-10 e IFN-y nos
sobrenadantes das culturas de CMSP. A IL-10 tem um papel importante no
desenvolvimento de quadros leves da COVID-19, suprimindo a inflamacgéo
pulmonar local e induzindo o acumulo de células T especificas do virus, além de
promover células T de memoria residente nas superficies da mucosa respiratoria
(NELSON C, et al; 2023). Contudo, outro estudo mostrou um papel ambiguo da
IL-10, indicando que que os niveis elevados da citocina protegem os pulmdes
enquanto interferem na eliminacao viral, desde os estagios iniciais da infeccao
até a doenca mais grave (LINDNER H, et al; 2021). Nossos dados néao
mostraram diferenca na expressdo de IL-10 pelos linfécitos T de memdria
entretanto, identificamos uma maior produgdo da citocina no sobrenadante das
culturas de CMSP estimuladas com antigeno RBD, mostrando que outras células
sdo fontes produtoras de IL-10, promovendo uma supressao da resposta
imunolégica que pode proteger esses individuos vacinados das formas mais
graves da COVID-19 (SARAIVA; O'GARRA, 2010). Outra citocina analisada em
nosso estudo foi o TGF-B, citocina resposnsavel por regular a producédo de
citocinas inflamatdrias, funcdo relatada e em um estudo publicado que
demonstrou que a neutralizacdo do TGF-B aumentou significativamente a
infiltrac@o celular da circulacao e dificultou a resolugéo do espessamento alveolar
causado pela COVID-19 (SIMA, 2023). Porém, outros resultados relatados
mostraram em casos de COVID-19 grave, uma resposta imune crbnica que é
direcionada pelo TGF-B (FERREIRA-GOMES M et al. 2021), mostrando
diferentes papéis dessa citocina na patogénese causada pela infec¢cdo do SARS-
CoV-2. O IFN-y aumenta a resposta imune contra diferentes espécies de virus e
células cancerigenas, atuando como importante componente da imunidade

celular, sendo possivel alvo para efeitos terapéuticos de diversos tipos de

54


https://journals.aai.org/jimmunol/article/210/1_Supplement/75.05/265697/IL-10-promotes-tissue-resident-memory-T-cells-T-RM
https://www.frontiersin.org/journals/immunology/articles/10.3389/fimmu.2021.602130/full

infeccbes e autoimunidades (KAK G et al; 2018). Como ja foi relatado, quatro
pacientes imunocomprometidos com COVID-19 se recuperaram sem nenhum
sinal de hiperinflamacé&o observado apés o tratamento com interferon gama (VAN
LAARHOVEN et al., 2021). Foi identificado uma maior expresséo de TGF- e
IFN-y pelas células de memodria central e efetora mostando que apesar dasua
menor frequéncia, sdo as subopulacdes que mais expressam citocinas ao serem
expostas ao antigeno RBD do SARS-CoV-2 e desenvolvem suas func¢des.Esses
resultados que encontramos sugerem uma grande importancia dessas citocinas

na resposta imunoldgica contra COVID-19.
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4.5 CONCLUSAO

Diante do exposto, concluimos que nossos resultados mostraram um perfil das
subpopulagdes de celulas T eme T emra em todos 0s grupos avaliados, e uma
maior frequéncia de celulas T foliculares periféricas, sendo as celulas T cv a
subpopulacdo que mais expressa citocinas como TGF-8 e IFN-y. Observamos
também maior frequencia de celulas B de memoria no grupo de vacinacéo
homdloga, sendo a Unica célula a apresentar diferenca entre os grupos, com
isso, concluimos que de maneira geral a resposta celular é semelhante e efetora

independente do esquema vacinal ou da quantidade de doses aplicadas.
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ANEXOS

Projeto de pesquisa perfil de linfécitos de
memoria em individuos vacinados para
COVID-19

Vocé esta sendo convidado a participar desse projeto de pesquisa para que possamos
compreender a resposta imune celular de memaria em individuos vacinados para COVID-
19. Abaixo preparamos perguntas que v&o nos ajudar a filtrar a populagéo do estudo, e
caso se encaixe Nos Nossos critérios, vamos convida-los a participar. E importante
ressaltar que a pandemia da COVID-19 levou a uma grande preocupacéo na populagéo
global, com inimeros individuos que foram a 6bito, e deixou sequelas em grande parte da
populagéo. Sendo assim, a vacinagédo contra COVID-19 tornou-se uma grande aliada
durante a pandemia pois estimula a produgéo de anticorpos neutralizantes que bloqueiam
a entrada do virus na célula prevenindo possiveis infecgdes e reinfecges. Junto a isso, a
resposta imune celular de meméria ajuda a manter essa proteg@o também, pois as células
que reconhecem os antigenos virais permanecem no corpo e conseguem responder de
maneira rapida. Com isso, a comunidade cientifica vem buscando entender melhor sobre
esse novo virus, sua infecgéo e as complicagdes que ele pode causar.

Aprovado pelo Comité de Etica
da Faculdade de Farmaécia (nimero do parecer 4.697.661)
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E-mail para contato em caso de duvidas: projetocovid8@gmail.com

suanneburgos@gmail.com Mudar de conta &

£% Néo compartilhado

* Indica uma pergunta obrigatéria

Sem titulo

66



Nome completo *

Sua resposta

Telefone para contato *

Sua resposta

E-mail para contato *

Sua resposta

Data de nascimento *
Data

dd/mm/aaaa

Género

(O Feminino

(O Masculino

O outro

Tomou vacina para COVID-19? *

O sim
O Néo
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Quantas doses?

O 1dose
O 2 doses
(O 3doses

(O 4doses

Qual vacina foi aplicada na PRIMEIRA dose ? *

(O CoronaVac®

(O AztraZeneca/Oxford®
O Pfizer®

(O Janssen®

(O Néo aplicada

Data da PRIMEIRA dose:
Data

dd/mm/aaaa
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Qual vacina foi aplicada na SEGUNDA dose ? *

(O CoronaVac®

(O AztraZeneca/Oxford®
O Pfizer®

(O Janssen®

(O Néo aplicada

Data da SEGUNDA dose:
Data

dd/mm/aaaa

Qual vacina foi aplicada na TERCEIRA dose ? *

(O CoronaVac®

(O AztraZeneca/Oxford®
O Pfizer®

(O Janssen®

(O Néo aplicada

Data da TERCEIRA dose:
Data

dd/mm/aaaa
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Qual vacina foi aplicada na QUARTA dose ?

(O CoronaVac®

(O AztraZeneca/Oxford®
O Pfizer®

O Janssen®

(O Nao aplicada

Data da QUARTA dose:
Data

dd/mm/aaaa

Qual vacina foi aplicada na QUINTA dose ?

(O CoronaVac®

(O AztraZeneca/Oxford®
O Pfizer®

(O Janssen®

(O Néo aplicada

Data da QUINTA dose:
Data

dd/mm/aaaa
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Ja teve COVID-19?

O sim
O Nao

Ja teve COVID-19 mais de uma vez?

O Sim
O Nao

Periodos da infecgao (més/ano):
ex:

1° infecgao - agosto/2020

2° infecgao - setembro/2021

Sua resposta

Enviar

Limpar formulario
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As informagoes descritas nos campos “Apresentacao do Projeto”, “Objetivo da Pesquisa” e “Avaliagao dos
Riscos e beneficios” foram retiradas do arquivo Informacdes Basicas desta Pesquisa submetido em
23/03/2021, intitulada “PERFIL DE LINFOCITOS DE MEMORIA EM INDIVIDUOS CONVALESCENTES E
VACINADOS PARA A COVID-19".

Recentemente em dezembro de 2019, um surto de pneumonia ocorreu na cidade chinesa de Wuhan, sendo

que a etiologia fol atribuida uma nova espécie de coronavirus, denominada de SARS-Cov-2 (ZHU et al.,

2020), cuja estrutura viral se assemelha ao agente causador de uma outra epidemia de sindrome
respiratéria aguda. o SARS-CoV (Sindrome Respiratéria Aguda Grave), que atingiu a China em 2002
(DROSTEN, 2003). Sao

descritas na literatura seis espécies de coronavirus capazes de causar doengas humanas, duas delas
responsavels por surtos de acometimento respiratério grave, em 2002 na China e em 2012 no Oriente
Médio: SARS-CoV (Sindrome Respiratéria Aguda Grave) e MERS-CoV (Sindrome Respiratéria do Oriente
Médio) (CHENG et al., 2005; KO et al., 2018; ZAKI, 2012).

Embora existam semelhangas estruturals entre essas trés espécies de coronavirus, o SARS-Cov-2

dissemina-se rapidamente, de modo que, em 11 de margo de 2020, a OMS considerou a doencga provocada
por esse virus, a COVID-19, como uma pandemia (OMS, 2020a). Em 04 de janeiro de
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2021, a OMS indicou a existéncia de 83.322 449 casos confirmados de COVID-19 em todo o mundo, com
1.831.412 6bitos, sendo que o Brasil é foi terceiro pals mais afetado em nimero de casos, perdendo apenas
para os Estados Unidos e India (OMS, 2021b). De acordo com dados do Ministério da Satde, em 04 de
janeiro de 2021, existiam no Brasil 7.733.746 casos confirmados de COVID-19 e 196.018 mortes pela
doenca, sendo Sao Paulo, Minas Gerais e a Bahia os estados com maior nimero de notificacdes (BRASIL,
2021). A Bahia, de acordo com boletim epidemiolégico emitido pela SESAB em 03 de janeiro de 2021,
apresentava 496.008 casos confirmados e 9.218 dbitos (BAHIA, 2021).De forma semelhante ao SARS-CoV,
MERS-CoV e Influenza, o novo coronavirus é transmitido pelas vias respiratérias, embora tenha sido
detectado no trato gastrointestinal, saliva e urina, que seriam possiveis vias de transmissao (GUAN et al.,
2020). Apés um perlodo de incubacgao em tomo de 2 a 7 dias, a apresentacao clinica pode variar desde
quadros leves/moderados de febre, tosse, nduseas, vomitos, diarreia e alteracdes no olfato/paladar a até
quadros de insuficiéncia respiratéria demandando ventilagdo mecanica invasiva. Aproximadamente 80% dos
pacientes permanecem assintomaticos ou oligo-sintomaticos, mas 14% cursam com as formas mais graves
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e 6% precisam de cuidados de terapia intensiva. As formas graves acometem individuos mais idosos e/ou
portadores de doencas cardio-vasculares, diabetes mellitus ou condigbes imunossupressoras. Nos diversos
paises, a mortalidade da COVID-19 vem variando entre 2, 5% a 7,5% dos casos, a depender do continente
(OMS, 2020b). Os perfis de carga viral e as respostas de anticorpos séricos podem ser Uteis

para orientar e planejar a adogao de medidas preventivas e terapéuticas para a COVID-19. O pico de carga
viral de pacientes com Infecgdes por MERS-CoV e SARS-CoV ocorre em tomo de 7 a 10 dias apés o inicio
dos sintomas, o que pode estar associado a surtos populacionais e nosocomiais.Desde a sua descoberta, o
SARS-Cov-2, em menos de trés meses, provocou a maior crise de salide mundial da histéria medema e, a
despeito disso, ainda nao ha um tratamento preventivo ou curativo definitivo para a doenga. A maioria dos
individuos infectados pelo SARS-Cov-2 apresentam a forma leve da COVID-19, mas nao se sabe se isso
pode induzir memoria imunolégica persistente que poderia contribuir para a imunidade protetora.1.1
RESPOSTA IMUNE HUMORAL E DAS CELULAS DE MEMORIA NA INFECCAO PELO SARS-COV 2A
avaliagao da resposta imune humoral na infec¢cao pelo SARS-CoV 2 apresenta alguns desafios, uma vez
que ainda o perfil de ativagao inicial de anticorpos IgM/IgA, seguido de IgG na soroconversao parece nao
ocorrer de forma classica nesta infecgcao. Tem sido relatados alguns individuos que apresentaram o teste de
reacao em cadeia da polimerase por transcriptase reversa (RT-PCR) positivo para SARS-CoV 2, mas que
nao apresentaram anticorpos mesmo apés meses da infeccao, alguns que sé
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apresentam IgM positivo, mesmo seis meses ap6s a infeccao e outros perfis ndo usuais de produgao de
anticorpos contra SARS-CoV 2. E provavel que os anticorpos neutralizantes se correlacionem melhor com a
fungao efetora, apesar de existirem outros mecanismos de agao dos anticorpos, a exemplo da ativagao do
sistema complemento e da citotoxicidade celular dependente de anticorpos. Adicionalmente, ainda nao esta
claro qual classe de anticorpo tem maior fungao efetora no combate ao virus.
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Tanto imunidade humoral quanto a imunidade celular estao envolvidas na imunopatogénese da COVID-19
(NI; AZKUR, 2020). Entre as células do sistema imune que desempenham importante papel na infecgao pelo
SARS-CoV-2 estao as células de memdria (SETTE; CROTTY, 2020). A indugao de memdria especifica para

SARS-CoV-2 por células B é importante na prote¢do contra reinfecgdes a curto e longo prazo (COX:

BROKSTAD, 2020). Newell e colaboradores mostraram uma correlacdo negativa entre a frequéncia de

células B de memdria do sangue periférico e a dura¢ao dos sintomas clinicos em individuos convalescentes.

Esses mesmos autores mostraram ainda que células B de meméria (IgM+CD24+naiveneg) se correlacionou
diretamente com as respostas de anticorpos especificos do virus e permaneceu estavel ao longo do tempo
(NEWELL et al., 2020). Ja outro estudo, mostrou que a expansao de células B de memdria atipicas é uma
caracteristica proeminente na infeccao ativa por SARS-CoV-2. Entretanto, esse subtipo celular encontra-se
diminuido nos individuos convalescentes, sendo as células B de memdria classicas as mais abundantes
nesses individuos (OLIVIERO et al., 2020).Outro importante tipo celular de memdéria que também estariam
contribuindo na patogénese da COVID-19 sao as células T. Rodda e colaboradores mostraram que
individuos recuperados que apresentaram sintomas leves foram capazes de desenvolver células T de
memoéria que nao s persistiram, mas em alguns casos aumentaram numericamente ao longo de trés meses
apés o inicio dos sintomas. Além disso, os linfécitos de memdria especificos para SARS-CoV-2 exibiram
caracteristicas associadas a imunidade antiviral potente: as células T de memdria secretaram IFN- e
expandiram apés reencontro com antigenos (RODDA et al., 2020). Por outro lado, estudo realizado por
Peng e colaboradores mostrou que nao existe uma correlagdo entre as respostas das células T (produgao
de INF-) e dias apds o desenvolvimento dos sintomas. Este mesmo estudo mostrou que linfécitos T de
memoria especificas para a proteina Spike de pacientes graves de COVID-18 apresentaram uma maior
resposta comparados aos linfocitos de pacientes com a forma leve da doenca (Peng et al., 2020). Usando
pools de peptideos "mega" prévios de HLA-classes | e |l, Grifoni e colaboradores avaliaram as respostas
das células T CD4+ e CD8+ em individuos convalescentes nao

Endereco: BARAO DE JEREMOABO 147

Bairro: ONDINA CEP: 40.170-115
UF: BA Municipio: SALVADOR
Telefone: (71)3283-6802 Fax: (71)3283-6819 E-mail: cepfan@ufba be

Pagna (3 0e 10

74



UFBA - FACULDADE DE

FARMACIA DA UNIVERSIDADE ‘G R8ranm -
FEDERAL DA BAHIA

hospitalizados. Eles encontraram que todos os individuos recuperados estabeleceram

respostas de T CD4+ de meméoria e 70% estabeleceram respostas de meméria CD8+ ao SARS-CoV-2
(GRIFONI et al. 2020). Peng e colaboradores mostraram que existe uma proporgao maior dos linfécitos de
meméria T CD8+ especifica para proteina Spike (em vez de CD4+) nos individuos com doenca leve em
comparagao aqueles com doenga grave (Peng et al., 2020). Entretanto este mesmo estudo mostrou que
existem propor¢des mais

altas de células T CD4+ capazes de produzir mais de uma citocina (INF-, TNF e IL-2) do que células T CD8+
(Peng et al., 2020).Zhang e colaboradores demonstrou que

existem trés importantes cluster de células T de meméria (CD8+TEM, CD8+TTE e CD4+TTE) no sistema
imune adaptativo de pacientes com COVID -19 (ZHANG et al., 2020). Ja em individuos que apresentaram
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sindrome aguda respiratéria grave o perfil fenotipico de subpopulacdes de células T de meméria, foram:

células T CD4+TEM (meméria central) e para as células CD8+TEM/TEMRA (meméria efetora ou efetor
terminalmente diferenciado) (WEISKOPF et al.. 2020). Sabe-se que as células T foliculares tem um papel
importante na ativagcao dos linfécitos B e indugao da produgao de anticorpos nos plasmécitos. Entretanto o
papel destas células na infecgdo pelo SARS-Cov-2 ainda vem sendo elucidado. Estudo de observacao
prospectiva de uma paciente com a forma leve da doenca, mostrou um aumento do nimero de células T
auxiliares foliculares, células T

CD4 + ativadas, assim como aumento do titulo de anticorpos especificos no sangue antes mesmo da
resolucao dos sintomas (THEVARAJAN et al., 2020). Em um outro estudo avaliando o perfil de linfécitos de
pacientes convalescentes da COVID-19, Sekine e colaboradores mostraram que as células T CD4+
especificas para antigenos da superficie viral do SARS-CoV-2 foram polarizadas em direcao a um perfil de
auxiliar folicular T circulante (cTfh), sugerindo um papel fundamental na geragao de respostas de anticorpos
especificos, enquanto as células T CD4 + especificas do nucleocapsideo do virus foram direcionadas a um
perfil Th1 ou Th1/Th17 (Sekine et al., 2020). Kaneko e colaboradores mostraram ao avaliar cortes
histolégicos de paciente que morrem por COVID-19 que os centros germinativos (CGs) dos linfécitos B
estavam amplamente ausentes durante a fase aguda do COVID-19. A falta de (CGs) foi acompanhada pela

auséncia de células B que expressam BCL6 ou células Tfh, que sao indispensaveis para a geracdo de CGs.

Além disso, uma andlise da composi¢ao de células T CD4 in situ revelou um enriquecimento de células T
que expressam TBET com um aumento concomitante de TNF, a qual poderia estar inibindo a diferenciagao
dessas células Tfh e favorecendo a polarizagao dos linfécitos para o perfil Th1 (Kaneko et al., 2020).
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Estudos mostraram a diminui¢ao na concentragio de imunoglobulinas especificas para SARS-CoV-2 meses
apds a infecgao, levantando a preocupacio de que a producgdo de anticorpos contra o virus nao seja
durdvel. Sendo assim, se a imunidade humoral diminuir rapidamente nos individuos infectados, as pessoas
podem correr o risco de reinfecgao apés a recuperacao da COVID-19. Ainda nao ficou claro até que ponto
varias caracteristicas da resposta imune das células T se associam ao soro/estado e ao curso

clinico de COVID-19. No entanto, os linfécitos de memoéria podem fornecer imunidade humoral e celular
permanente, mesmo que os titulos de anticorpos especificos para o SARS-Cov-2 do soro diminuam. Peng e
colaboradores observaram uma correlacao significativa entre os titulos de anticorpos especificos contra a
proteina Spike e ambas as respostas dos linfécitos T totais e especificos para proteina Spike, assim como
também houve correlacao entre os titulos de anticorpos especificos do dominio RBD e ambas as respostas
de células T totais e especificas para a proteina Spike. Além disso, niveis significativamente mais elevados
de anticorpos contra as proteinas Spike e sitio RBD foram observados em pacientes com a forma grave em
comparacao a forma leve da COVID-19 (Peng et al., 2020). Diante do exposto, o presente trabalho objetiva
avaliar a resposta imune celular de pacientes convalescentes e vacinados pela COVID-19 de modo a
esclarecer o perfil e a frequéncia de linfécitos T e B de memdria e células foliculares especificos para o
dominio RBD do SARS-CoV 2 e sua relagao com os titulos de seus anticorpos especificos.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario:

Avaliar o perfil de linfécitos T e B de meméria e T foliculares em individuos convalescentes e vacinados para
a COVID-19.

Objetivo Secundario:

Em células mononucleares do sangue periférico (CMSP) de individuos convalescentes e vacinados para
COVID-19: I. Avaliar o perfil de linfécitos T de memdria (CD4+CD45R0O+CCR7+/) especificos para o
antigeno RBD do SARS-COV-2;ll. Avaliar o perfil de linfécitos B de meméria (CD4 CD19+CD27+)
especificos para o antigeno RBD do SARS-COV-2;lIl. Investigar a frequéncia de células T foliculares (Tfh)
CD4+PD1+CXCR5+,IV.

Nos individuos que receberam vacina avaliar o perfil de linfécitos T e B de memdria e Tth no DO (ou pré
vacina), D30, D120 e D360 apds a vacina.V. Avaliar a expressao de citocinas intracelulares
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(INF-, IL-10, IL-4, IL-5, IL-2) nos linfécitos T e B e no sobrenadante das culturas.VI. Correlacionar a
frequéncia de linfocitos B de memoéna e de células T foliculares com os niveis de 1gG e IgM especificos para
o0 SARS-CoV-2.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Riscos:
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Os riscos associados com a coleta de sangue podem incluir, desconforto no local da coleta, como exemplo
dor leve e sangramento apés retirada da agulha. Raramente ocorre desmaio ou infecgdes no local de

pungao. Caso isso aconteca, todos os cuidados serdo tomados por profissionais devidamente habilitados.

Beneficios:

Nao ha beneficio direto para o participante desse estudo. Trata-se de estudo que ira avaliar o perfil de
linfécitos de meméria em individuos convalescentes e vacinados para a COVID-19, testando a hipétese de
que o perfil de linfécitos T e B de memdria e T foliculares em individuos convalescentes e vacinados para a
COVID-19 estao correlacionados com os titulos de anticorpos especificos contra o SARS-CoV-2. Somente
no

final do estudo poderemos concluir a presencga de algum beneficio. Porém, os resultados obtidos com este
estudo poderao ajudar a elucidar os mecanismos de protegao duradoura contra a COVID-19.

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:
Trata-se de submissao de nova versao do protocolo a fim de sanar pendéncias apontadas no parecer.

Consideracbes sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:

Os sequintes termos obrigatérios foram encaminhado:

-Declaracao de confidencialidade;

- Termo de Compromisso para Utilizagao de Dados em Prontudrios de Pacientes e de Bases
de Dados em Projetos de Pesquisa;

-TCLE;

- Termo de compromisso do pesquisador;
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- Equipe detalhada;
- Declaragao de inicio da coleta de dados apés aprovagao do CEP;
- Termo de anuéncia da instituicao coparticipante (HEMOBA);
- Termo de anuéncia da instituicao principal (FACFAR-UFBA),
Recomendacdes:
Recomenda-se que atualiza o cronograma do projeto para que fique igual ao cronograma enviado
separadamente.
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
O projeto apresenta relevancia cientifica e social. A respeito das pendéncias apontadas na avaliagao
anterior, nesta nova versao submetida o pesquisador esclarece:

1-Recrutamento dos participantes: Descreve-se no protocolo que o recrutamento dos individuos, tanto no
LACTFAR como no HEMOBA sera realizado apés a avaliagdo no banco de dados dos resultados dos
exames de RT-qPCR e sorologia para COVID19, onde aqueles com IgG positivo e PCR negativo serio
convidados, por contato telefénico a participarem do projeto e se dirigirem ao laboratério para a coleta de
sangue. Como no HEMOBA nao é realizado o RT-PCR, os individuos com IgG positivo para o SARS-CoV
serdo contatados por telefone e, em relato de mais de 30 dias de doenca ou histérico de vacinagao serao
convidados a participarem do estudo.

2-TCLE:

2.1- Fol inserido no TLCE o enderego e contato telefdnico do CEP-FAR;

2.2- foi inserido no TCLE que o participante recebera uma via deste documento que ficara sob sua guarda,

3- Relativo ao risco de quebra de sigilo e confidencialidade, foi inserido na brochura que "Todas as
informagdes obtidas através das andlises das amostras coletadas serdao mantidas sob sigilo e s6 terao
acesso as mesmas, a equipe clinica e de pesquisadores”; No TCLE consta que “todas as informagdes
colhidas e os resultados dos testes serdo analisados em carater estritamente cientifico, mantendo-se a
confidencialidade (segredo) e o sigilo dos dados do paciente a todo o momento,

ou seja, em nenhum momento os dados que o identifique serdo divulgados, a menos que seja exigido por
lei. Os seus dados serao protegidos por um cédigo envolvendo letras e niumeros que sera dado a cada
paciente e o arquivo contendo a identificagao dos codigos sera mantido em um banco de dados protegido
por senha, na qual apenas o coordenador do projeto tera acesso."
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4- Quanto ao risco na coleta, foi descrito no protocolo que "todos os individuos de todos os grupos doardo
30 mL de sangue total, coletado em tubos contendo heparina, para as analises propostas no estudo." Os
riscos assoclados com a coleta de sangue podem incluir, desconforto no local da coleta, como exemplo dor
leve e sangramento apés retirada da agulha. Raramente ocorre desmaio ou infecgoes no local de pungao.
Caso isso aconteca, todos os cuidados serao tomados por profissionais devidamente

habilitados. Em caso de dor ou desconforto no local da coleta, vocé podera colocar compressa de gelo no
local. Vocé pode experimentar efeitos colaterais que nao sao conhecidos até o momento ou nao foram
relatados;

5 - Nesta nova submissao, a Faculdade de Farmécia figura como patrocinador principal do estudo;

6- Quanto ao grupo de individuos vacinados, o pesquisador esclarece que "os individuos elegliveis serao
aqueles que fazem parte do plano nacional de imunizagao e que receberam a vacina por meio do Sistema
Unico de Satde (SUS)."

7- Um novo cronograma fol inserido em arquivo em separado. No entanto ainda consta na brochura o
cronograma desatualizado. Os cronogramas estao apresentados com especificagido do més de cada etapa.
De acordo com as normas do CONEP, o cronograma deve descrever as etapas da pesquisa sinalizando os
meses por nimero (por ex. més 1 - revisao bibliografica ; mes 2 - coleta, etc).

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Atendendo a Res. 466/2012 e Norma Complementar vigente, torna-se necessario:

1) O envio de relatérios semestrais a partir desta data, para o CEP-FAR. O relatério final devera ser
encaminhado no prazo de 30 dias a contar do término da vigéncia do projeto, respeitado o cronograma
aprovado neste CEP;

2) Para protocolos que estejam concorrendo a financiamento por edital de fomento, as fontes de
financiamento deverao ser informadas ao CEP-FAR sob a forma de emenda, anexando o Termo de Outorga
ou equivalente, incluindo as alteragdes na Folha de Rosto para documentar mudanga no
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patrocinador principal;

3) Desenvolver o projeto conforme aprovado pelo CEP-FAR;

4) Ap i ¢ sobre o d lvi dap isa a I quando solicitad:
por este Comité,;

5) Comunicar e justificar todas as alterages realizadas no projeto. bem como sua interrupgao;

6) Manter em arquivo, sob sua guarda, por 05 anos, todos os dados coletados para a pesquisa, bem como
outros documentos utilizados.

7R Ita-se o direito do particip da pesquisa em ficar com uma cépia do TCLE.

Tendo em vista que os asp éticos do p p lo de pesquisa estao consoantes as Resolugdes
n° 466/12 e n° 510/16 do Conselho Nacional de Sadde (CNS) e Comisssio Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP), conclui-se que o pesquisador pode iniciar a execugao do protocolo.

Este p foi elaborado b do nos documentos abaixo relacionados:
Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagoes Basicas|PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 16/04/2021 Aceito
do Projeto ROJETO_1693765.pdf 09:17:31
TCLE/ Termos de | TCLE_v02.pdf 16/04/2021 |Luciana Santos Aceito
Assentimento / 09:17:13 [Cardoso
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / |Projeto_linfocitos_memoria_COVID_19_| 16/04/2021 |Luciana Santos Aceito
ura v02. pdf 09:16:46 |Cardoso

Folha de Rosto folnaDeRosto_Luciana_Cardoso_ok.pdf | 23/03/2021 [Luciana Santos Aceito
20:24:23 | Cardoso

C Cronog! _ok.pdf 23/03/2021 [Luciana Santos Aceito
15:31:15 _|Cardoso

Outros Decalaracao_de_inicio_de_coleta.pdf 27/01/2021 [Luciana Santos Aceito
15:57:09 | Cardoso
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Outros Declaracao_de_confidencialidade.pdf 27/01/2021 |Luciana Santos Aceito
15:56:06 | Cardoso
Outros Termo_de_compromisso_utilizacao_de_| 27/01/2021 |Luciana Santos Aceito
dados pdf 15:54:58 | Cardoso
Outros Carta_de_encaminhamento.pdf 27/01/2021 |[Luciana Santos Aceito
15:54:12 | Cardoso
Outros Carta_de_anuencia_HEMOBA pdf 27/01/2021 |Luciana Santos Aceito
15:53:38 | Cardoso
Outros Carta_de_anuencia_LACTFAR.pdf 27/01/2021 |[Luciana Santos Aceito
15:53:20 | Cardoso
Declaracgao de Termo_de_compromisso_do_pesquisad | 27/01/2021 |Luciana Santos Aceito
concordancia or.pdf 15:52:27 | Cardoso
Declaragao de Equipe_detalhada._pdf 27/01/2021 |[Luciana Santos Aceito
Manuseio Material 15:52:09 [Cardoso
Biolégico /
Biorepositério /
Biobanco
Declaracao de Decalaracao_de_infraestrutura_Fac_Far| 27/01/2021 |Luciana Santos Aceito
Instituicdo e macia.pdf 15:51:12 |Cardoso
Lnfraestrutura
Situagao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao
SALVADOR, 07 de Maio de 2021
Assinado por:
Ana Leonor Pardo Campos Godoy
(Coordenador(a))
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