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RESUMO

Tendo em vista a diminui¢cdo de anticorpos periodo ap6s vacinagdo e o importante papel
dos linfécitos T na infecgdo viral, este estudo visa caracterizar o perfil fenotipico e
funcional de linfocitos T de memoria entre individuos vacinados com diferentes
esquemas vacinais contra COVID-19. O estudo incluiu 18 profissionais de saude que
receberam CoronaVac (n=11) ou ChAdOx1 (n=7) como esquema primario e BNT-
162b2 como dose de reforgo. As células mononucleares do sangue periférico (PBMCs)
dos voluntéarios foram adquiridas e cultivadas sob estimulacdo de peptideos da proteina
spike da sequéncia original do SARS-CoV-2 (Wuhan) e das variantes P.1 (Gama) e
B.1.1.529 (Omicron) por 18h a 37°C com 5% de CO2. Posteriormente, as PBMCs foram
marcadas com anticorpos (CD3, CD4, CD8, CD45RA, CD27, CCR7, IFN-y, TNF-a) e
adquiridas com um citdmetro de fluxo (Fortessa-BD). Os dados foram analisados usando
o software FlowJo. Apos reforco vacinal, linfocitos T CD4+ de memoria apresentavam
principalmente um fendtipo de célula de memaria efetora (TEM), memoria altamente
especifica (TEMRA) e meméria transicional (TTM), assim como os linfécitos T CD8+
eram principalmente da populagéo naive (TN), TEM, TEMRA e TTM. A maior parte
das células de memdria eram produtoras exclusivamente de IFN-y ou TNF-a.. O grupo
ChAdOx1+BNT162b2 teve uma maior frequéncia de linfocitos totais em resposta a
sequéncia original de Wuhan (46,2%; IQR 43,1-53,3%) quando comparado ao grupo
CoronaVac+BNT162b2 (36,6%; IQR 30,9-39,9%) (p<0,05). Porém, o grupo
CoronaVac+BNT162b2 teve maior proporcao de linfocitos T CD4+ TTM produtores de
IFN-y resposta a variante Gama (0,3%; IQR 0,2-0,9%) comparado ao grupo
ChAdOx1+BNT162b2 (0,08%; IQR 0,04-0,1%) (p<0,05). Em concluséo, foi possivel
observar que as vacinas induzem diferenciacdo de células T com perfil de memoria,
produtoras IFN-y ou TNF-a,, em resposta aos peptideos de spike da sequéncia original e
das variantes Gama e Omicron.

Palavras-chave: SARS-CoV-2; Vacinagao; Linfocitos T



ABSTRACT

Considering the decrease in antibodies over time after vaccination and the important role
of T lymphocytes in viral infection,this study aims to compare the phenotypic and
functional profile of memory T lymphocytes among individuals vaccinated with different
COVID-19 vaccination regimens. The study included 18 healthcare professionals who
received CoronaVac (n=11) or ChAdOx1 (n=7) as the primary regimen and BNT-162b2
as a booster dose. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from the volunteers were
acquired and cultured under stimulation with peptides from the spike protein of the
original SARS-CoV-2 sequence (Wuhan) and the P.1 (Gamma) and B.1.1.529 (Omicron)
variants for 18 hours at 37°C with 5% CO2. Subsequently, the PBMCs were labeled with
antibodies (CD3, CD4, CD8, CD45RA, CD27, CCR7, IFN-y, TNF-a) and acquired using
a flow cytometer (Fortessa-BD). Data were analyzed using FlowJo software. After
booster vaccination, memory CD4+ T lymphocytes mainly exhibited an effector memory
(TEM), highly specific memory (TEMRA), and transitional memory (TTM) phenotype,
while CD8+ T lymphocytes were primarily from the naive (TN), TEM, TEMRA, and
TTM populations. Most memory cells produced IFN-y or TNF-a. The
ChAdOx1+BNT162b2 group had a higher frequency of total lymphocytes in response to
the original Wuhan sequence (46.2%; IQR 43.1-53.3%) compared to
CoronaVac+BNT162b2 (36.6%; IQR 30.9-39.9%) (p<0.05). However, the
CoronaVac+BNT162b2 group had a higher proportion of CD4+ TTM IFN-y+ TNF-a- T
lymphocytes in response to Gamma (0.3%; IQR 0.2-0.9%) compared to
ChAdOx1+BNT162b2 (0.08%; IQR 0.04-0.1%) (p<0.05). In conclusion, it was observed
that vaccines induce IFN-y or TNF-a production by memory cells in response to spike
peptides from the original sequence and the Gamma and Omicron variants.

Keywords: SARS-CoV-2;Vaccination; T Lymphocytes.
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RESUMO

OBJETIVO: Descrever o perfll fenotipico e funcional de linfocitos T de meméria

especificos para os peptideos da proteina S do SARS-CoV-2 e suas variantes
entre individuos com diferentes esquemas vacinais contra COVID 19 ap0s dose
de reforco.

Correspondéncia:

FioCruz-IGM

R. Waldemar Falcdo, 121 — Cadeal,
Salvador — BA, 40296-710

Instituto  Gongalo  Moniz
(IGM), FioCruz/BA, Salvador,
Bahia
Escola Bahiana de Medicina e
Saude Publica, Salvador,
Bahia
Universidade Federal da
Bahia (UFBA), Salvador,
Bahia
La Jolla Institute, San-Diego
(EUA)

METODOS: O estudo incluiu 18 profissionais de salde que
receberam CoronaVac (n=11) ou ChAdOx1 (n=7) como esquema
primario e BNT-162b2 como dose de reforco. As células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs) dos voluntarios foram
adquiridas e cultivadas sob estimulacdo de peptideos da proteina
spike da sequéncia original do SARS-CoV-2 (Wuhan) e das variantes
P.1 (Gama) e B.1.1.529 (Omicron) por 18h a 37°C com 5% de CO2.
Posteriormente, as PBMCs foram marcadas com anticorpos (CD3,
CD4, CD8, CD45RA, CD27, CCRY7, IFN-g, TNF-a) e adquiridas com
um citdmetro de fluxo (Fortessa-BD). Os dados foram analisados
usando o software FlowJo.

RESULTADOS: Apos reforgo vacinal, linfocitos T CD4+ de memoria
apresentavam principalmente um fendtipo de célula de memoria
efetora (TEM), memoria altamente especifica (TEMRA) e memdéria
transicional (TTM), assim como os linfocitos T CD8+ eram
principalmente da populacdo naive (TN), TEM, TEMRA e TTM. A
maior parte das células de memoria eram produtoras exclusivamente
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de IFN-y ou TNF-a. O grupo ChAdOx1+BNT162b2 teve uma maior
frequéncia de linfocitos totais em resposta a sequéncia original de
Wuhan (46,2%; IQR 43,1-53,3%) quando comparado ao grupo
CoronaVac+BNT162b2 (36,6%; IQR 30,9-39,9%) (p<0,05). Porém, o
grupo CoronaVac+BNT162b2 teve maior proporgdo de linfécitos T
CD4+ TTM produtores de IFN-y resposta a variante Gama (0,3%; IQR
0,2-0,9%) comparado ao grupo ChAdOx1+BNT162b2 (0,08%; IQR
0,04-0,1%) (p<0,05).

CONCLUSAO: Foi possivel observar que as vacinas induzem
diferenciacdo de células T com perfil de memoria, produtoras IFN-y
ou TNF-a, em resposta aos peptideos de spike da sequéncia original
e variantes Gama e Omicron.

DESCRITORES: SARS-CoV-2; Linfdcitos T; Vacinacéo.



INTRODUCAO

O coronavirus da sindrome aguda respiratoria-2 (SARS-CoV-2) é um virus
envelopado de RNA de fita simples e sentido Unico!. Este virus é o agente
etiolégico da doenca por coronavirus 2019 (COVID-19), que teve um grande
impacto na saude da populacdo mundial apds seu aparecimento em dezembro de
2019. Devido a sua alta taxa de transmissao, em marcgo de 2020, a Organizacao
Mundial da Saude (OMS) declarou a COVID-19 como pandemia, iniciando a
busca pela imunizagéo?.

Ao passo que o virus se disseminava no Brasil, novas variantes eram notificadas
juntamente com o surgimento das ondas epidémicas. Em 2020, praticamente néo
houve testes para a identificacdo das linhagens, periodo no qual € identificada,
em escala muito pequena, a variante Alfa; jA& na segunda onda, a variante
predominante foi a Gama e, na sequéncia, a Omicron e suas subraviantesS. Estas
variantes, por sua repercussao sao denominadas “variantes de preocupacgao” e
se dao a partir de mutagdes em proteinas estruturais do virus, principalmente na
proteina Spike, pois é o sitio de ligacdo do virus com as células do hospedeiro?.
Dessa forma, esta proteina € o principal alvo para o desenvolvimento das
vacinas®, a fim de estimular a producéo de anticorpos neutralizantes capazes de
bloquear a infec¢do e gerar linfocitos T de memodria, desta forma diminuindo as
hospitalizacbes e Obitos pela doenca. No Brasil, a partir de 2021 diferentes
plataformas vacinais foram disponibilizadas para imunizacéo da populacédo, estas
foram: 1) vacina de virus inativado (CoronaVac); 2) vacina de vetor viral de
adenovirus carreando DNA do SARS-CoV-2 (ChAdOx1 nCoV-19); e 3) vacina de
RNA (BNT162b2)5 78,

As vacinas de virus inativado e aquelas que codificam o virus possuem elevada
eficacia contra o virus da COVID-19 e induzem boa resposta de anticorpos
neutralizantes®®. No entanto, esta resposta sofre diminuicdo ao longo do tempo
devido a reducdo nos titulos de anticorpos e escape viral induzido pelas
mutacdes®. Enquanto anticorpos neutralizantes atuam com papel dominante na
prevencao da infeccdo, a resposta celular possui potencial atividade moduladora
na infeccdo!®. A resposta celular é mediada por linfocitos T CD4+ e T CD8+.

Células T CD4+ séo frequentemente consideradas como as maiores produtoras
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de citocinas'!, e células T CD8+ possuem papel efetivo no controle da infeccéo
por seu carater citotoxico contra células infectadas, além de capacidade de
diferenciacdo para producdo de citocina tipo Tcl (IFN-y e TNF-a)'2. A fim de
eliminar e controlar a infecgdo viral, estas células secretam citocinas inflamatoérias
(IFN-y e TNF-a), capazes de estimular e regular a resposta antiviral*>!4. Além da
resposta efetora, a resposta imune de memoria € crucial para garantir protecdo a
longo prazo, especialmente contra reinfecgdes. Entre as células de memoria
identifica-se algumas subpopulac¢fes, entre as quais sao células T de memdria
central (TCM), memoéria altamente especifica (TEMRA), memdria transicional
(TTM) e memoria efetora (TEM). Estas células sdo caracterizadas pela sua
capacidade de auto renovacgao, permanecem em tecidos linfoides e néo linfoides
aguardando uma nova exposi¢cao ao antigeno especifico, e possuem memoria de
funcdes efetoras pds encontro com molécula antigénica'?. A diferenciacdo em
células de memodria depende de alguns fatores como duracao da estimulagcéo e
presenca de citocinas?!®.

Pouco tem sido descrito acerca dos linfécitos T de memoaria especificos contra o
SARS-CoV-2 induzidos pela imunizagédo. Sendo assim, o estudo visa descrever o
perfil fenotipico e funcional de linfécitos T de memaria especificos entre individuos
vacinados com diferentes esquemas vacinais contra COVID 19 apds dose de
reforco. Dessa forma, este trabalho pode contribuir com a elucidagdo sobre
caracteristicas das subpopulagdes de linfocitos T de memaéria gerados por doses

de reforgo heterélogas em resposta a variantes do SARS-CoV-2.
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METODOS

Selecdo de Voluntérios

Trata-se de um estudo descritivo, de corte transversal com grupos comparativos,
aprovado pelo Comité de Etica do Instituto Gongalo Moniz (IGM/FIOCRUZ).

A populacdo do estudo € composta por individuos nédo infectados, saudaveis,
vacinados contra 0 SARS-CoV-2. Foram incluidos 18 individuos, divididos em dois
grupos de acordo com a plataforma do esquema vacinal primario: a) virus
inativados (CORONAVAC), b) vetor viral (ChAdOx1 nCoV-19). Todos os 18
individuos foram vacinados com uma dose de reforco da plataforma vacinal de
RNA (BNT162b2). Os voluntarios foram selecionados em busca ativa entre
profissionais de saude contatados através de redes sociais em maio de 2022. Sao
individuos maiores de 18 anos, de ambos o0s sexos. As amostras foram coletadas
apos 5 meses da aplicacao do 1° reforgo vacinal. Foram excluidos individuos com

infeccdo aguda, infectados por HIV, HTLV, hepatites B e C.

Coleta de Amostras Bioldgicas

Para todos os individuos foi preenchida uma ficha clinica contendo dados
demograficos (idade, sexo e procedéncia) e histéria médica pregressa. Células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) foram obtidas por gradiente de Ficoll
e criopreservadas em nitrogénio liquido até o momento das andlises. As PBMCs
foram descongeladas para avaliacdo do perfil fenotipico e funcional dos linfécitos

de memoria especificos da resposta imune celular.

Peptideos de SARS-CoV-2

Pools de peptideos das variantes do SARS-CoV-2 foram utilizados para estimular
as PBMCs e investigar a resposta celular especifica. Os peptideos testados foram:
sequéncia original isolada em Wuhan (1ug/ml), e variantes P.1 (Gama) (1Lug/ml) e

B.1.1.529 (Omicron) (1ug/ml). Estes foram produzidos e cedidos em colaboracgéo



pela equipe do Prof. Alessandro Sette do Center for Infectious Disease and

Vaccine Research La Jolla Institute for Immunology, EUA.

Caracterizacdo Fenotipica e Funcional

Subpopulacgdes de células T memaria foram analisadas por citometria de fluxo. As
PBMCs foram descongeladas e cultivadas na presenca de peptideos de SARS-
CoV-2, fitohemaglutinina (10mg/mL) ou apenas meio por 18 horas, a 37°C com
5% de CO2. Em seguida, as PBMCs foram lavadas e marcadas com anticorpos
monoclonais para determinar o fenétipo e funcao destas células. Foram usados
anticorpos monoclonais para os seguintes marcadores: anti-CD3-APC-Cy7 (Bio
Legend®, San Dieago, EUA), anti-CD4-ALEXA-700 (Invitrogen®, Waltham, EUA),
anti-CD8-FITC (Becton Dickinson®, Franklin Lakes, EUA), anti-CD45RA-PE-Cy5
(Invitrogen®, Waltham, EUA), anti-CD27-BV510/PE-CF594 (Becton Dickinson®,
Franklin Lakes, EUA), anti-CCR7-PE-Cy7 (Becton Dickinson®, Franklin Lakes,
EUA), IFN-g-PE (Becton Dickinson®, Franklin Lakes, EUA), TNF-a-APC (Becton
Dickinson®, Franklin Lakes, EUA) e LIVE/DEAD™ Fixable Violet Dead Cell Stain
(Thermo Fisher®, Waltham, EUA). As aquisi¢des foram feitas em citbmetro de
fluxo (BD Facs RSFortessa™, San Jose, CA, EUA) e analisados pelo Software
FlowJo (Tree Star). Para avaliacdo das amostras adquiridas, a seguinte estratégia
de gate foi realizada: 1) Delimitacdo das Single Cells; 2) Identificacdo das células
vivas, utilizando o marcador de morte celular LIVE/DEAD; 3) A partir das células
vivas, foi estabelecida populacdo de linfocitos utilizando os parametros de
tamanho e granulosidade; 4) Nesta populacdo de linfécitos, utilizando os
marcadores extra-celulares anti-CD3 e anti-CD8 foi identificada populacédo de
linfocitos T CD8+, o mesmo foi aplicado para identificacdo de linfécitos T CD4+
utilizando os marcadores anti-CD3 e anti-CD4; 5) Em cada populacéo, linfécitos
totais, T CD4+ e T CD8+, subpopulacdes foram definidas primeiramente
marcando as células com anticorpos mononucleares anti-CD27 e anti-CD45RA,
6) Posteriormente, utilizando um terceiro marcador extra-celular, anti-CCR7, as
subpopulacdes de linfocitos T naive (TN) (CD27+, CD45RA+ e CCR7+), T de
memoria central (TCM) (CD27+, CD45RA- e CCR7+), T de memodria efetoras
(TEM) (CD27-, CD45RA- e CCR7-), T de memoria efetoras terminalmente
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diferenciadas (TEMRA) (CD27-, CD45RA+ e CCR7-) e T de memodria transicional
(TTM) (CD27+, CD45RA- e CCR7-) foram identificadas; 7) A fim de avaliar o perfil
funcional nas populacdes de linfocitos totais, T CD4+, T CD8+ e subpopula¢bes
de memoria, os marcadores intra-celulares IFN-y e TNF-a foram utilizados para
identificar as células mono-produtoras (IFN-y+TNF-a- ou IFN-y-TNF-a+), duplo-

produtoras (IFN-y+TNF-a+) ou ndo produtoras (IFN-y-TNF-a-).

Considerac6es Eticas

O projeto € aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP), sob nimero CAAE
4.244.483, do IGM/Fiocruz. No momento da incluséo dos voluntarios, a equipe do
projeto descreve o estudo em detalhes, incluindo os riscos e beneficios. Se os
individuos compreenderam e consentirem em participar do estudo foi pedido que
eles leiam e assinem o TCLE, no qual constam os telefones do pesquisador e do

CEP envolvidos.
Analise de dados

Os dados obtidos foram tabulados no Research Electronic Data Capture
(RedCap). As analises estatisticas e confeccdo dos gréaficos foram realizadas
através do software GraphPad Prism versdo 9.4 (GraphPad Inc., San Diego, CA).
Diferencas estatisticas foram consideradas significantes quando p-valor for <
0,05. As caracteristicas sociodemograficas e clinicas, assim como as
porcentagens das subpopulacdes de memdria dos linfocitos T CD4+ e CD8+ e
seu perfil funcional foram descritas através de distribuicdo de frequéncias,
mediana e medidas de dispersdo e foram apresentadas em tabelas e graficos.
Foram conduzidas analises estatisticas utilizando o teste exato de Fisher ou qui-
guadrado para avaliar a presenca de diferencas entre os grupos estudados,
especialmente no que diz respeito as caracteristicas sociodemograficas e clinicas.
O teste de normalidade Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov foram aplicados para
determinar se as variaveis apresentam distribuicdo normal ou ndo normal. As
analises estatisticas foram realizadas utilizando os testes ANOVA (dados
paramétricos) , Kruskal-Wallis (dados ndo paramétricos) , seguido pelo pos-teste

de Dunn’s Multiple Comparison, além dos testes teste T pareado (dados
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paramétricos) ou Mann-Whitney (dados ndo paramétricos). Para calcular as
proporcgdes da producao das citocinas em linfécitos totais, T CD4+, T CD8+ e suas
subpopulacdes, o célculo foi realizado somando a frequéncia de células mono-
produtoras ou duplo-produtoras para IFN-y e TNF-o, este resultado foi
considerado como 100% e assim foi feito o calculo para identificar a propor¢éo de

IFN-y- TNF-a+, IFN-y+ TNF-a- ou IFN-y- TNF-a+ nesse total.
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RESULTADOS

Caracteristicas sociodemograéficas e clinicas da populacdo do estudo

O grupo do esquema priméario CoronaVac + 1° reforco BNT162b2 foi composto
por onze individuos e o grupo de esquema primario ChAdOx1 + 1° reforgo
BNT162b2 de sete individuos. Os participantes possuem em média 63+4,5 anos,
maioria do sexo feminino (67%) e cor de pele branca (55%). Ainda, maior parte
ndo possui histérico prévio de COVID-19 (61%), porém o grupo Coronavac +
BNT162b2 teve mais individuos que referiram infeccéo prévia quando comparado
ao grupo ChAdOx1 + BNT162b2 (p = 0,01). Além disso, individuos vacinados com
Coronavac + BNT162b2 tiveram intervalo maior entre a vacina e a inclusdo no
estudo (p = 0,008) (Tabela 1).

Tabela 1. Dados sociodemograficos e clinicos dos participantes (n = 18)
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Esquma priméario CoronaVac + Esquema primario ChAdOx1 +

Variaveis Total (n=18) 1o reforco BNT162b2 (n =11) 1o reforco BNT162b2 (n=7) p valor
# Idade (média) 63+45 64 +5,2 62 +3,0 ns
" Sexo (n, %) ns
Feminino 12 (67%) 7 (64%) 5 (71%)
Masculino 6 (33%) 4 (36%) 2 (29%)
" Cor de pele (n, %) ns
Preto 1 (6%) 1 (9%) -
Pardo 7 (39%) 4 (36%) 3 (43%)
Branco 10 (55%) 6 (54%) 4 (57%)
" COVID-19 (n, %)
Sim 7 (39%) 5 (46%) 2 (29%) *p=0,01
Né&o 11 (61%) 6 (54%) 5 (71%)
Incerto - - -
# Intervalo pos-vacinagao 31(20-37)  32(28-37) 28 (20 - 34) **p = 0,008

(média em semanas)

" Chi-squere; #Mann whitney test
Dados apresentados em nimeros absolutos e frequéncias (%)
ns: ndo significante



Avaliacéo do perfil fenotipico da resposta celular dos vacinados

A fim de avaliar o perfil fenotipico de linfocitos T dos individuos vacinados com o
1° reforco da vacina contra o SARS-CoV-2, foram caracterizados os linfocitos
totais, linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+, bem como as subpopulacfes. A
andlise foi realizada comparando a frequéncia de células das culturas estimuladas
com peptideos de SARS-CoV-2 com a frequéncia de células da cultura sem
estimulo (controle negativo) (Tabela 2). A partir disso, foi possivel observar que a
resposta das células T ao estimulo da sequéncia original isolada em Wuhan e das
variantes Gama e Omicron é semelhante ap6s a aplicacéo da 12 dose de reforco,
em que existe maior frequéncia de subpopulacdes de memoria efetora (TEM) e
memoria transicional (TTM), além de menor incidéncia de linfocitos T de memoria
transicional (TCM) (Tabela 2).
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Tabela 2. Resultados da avaliagdo do perfil fenotipico e funcional da resposta celular nos vacinados com o 1o reforgo vacinal comparando os estimulos ao controle negativo (n = 1¢

Variavel

1o reforgo p valor

Controle Negativo

Wuhan

Gama

Omicron

Linfdcitos (%)

T CD4+ (% linfécitos)

TN (% T CD4)
TEM (% TCD4)
TEMRA (% TCD4)
TCM (% TCD4)
TTM (% TCD4)

T CD8+ (% linfécitos)

TN (% T CD8)
TEM (% TCD8)
TEMRA (% TCD8)
TCM (% TCD8)
TTM (% TCD8)

40.60 (34.38-50.10)
44.75 (29.50-55.78)
02.10 (00.47-03.82)
17.40 (12.88-24.63)
05.66 (02.57-12.29)
00.98 (00.51-03.89)
25.95 (14.75-30.55)
13.45 (10.25-17.85)
02.35 (00.47-14.05)
16.70 (13.05-24.55)
13.25 (09.78-27.88)
00.58 (00.39-01.32)
19.25 (10.19-23.85)

39.50 (34.35-47.78)
44.85 (28.95-56.70)
02.03 (00.98-03.19)
18.15 (12.80-27.43)
05.45 (02.98-11.80)
01.57 (00.52-03.78)
27.50 (17.48-35.28)
13.25 (10.55-17.93)
03.52 (01.88-16.80)
17.70 (12.85-22.10)
13.35 (09.70-24.45)
00.51 (00.20-01.07)
18.65 (09.35-25.58)

42.65 (36.98-48.45)
44.40 (27.95-59.00)
02.18 (01.13-03.07)
18.10 (13.50-24.25)
06.21 (02.38-15.33)
01.45 (00.56-04.57)
26.90 (18.68-36.20)
13.75 (12.15-17.48)
02.89 (00.80-14.11)
16.05 (12.80-24.70)
12.55 (10.30-25.13)
00.87 (00.32-01.49)
20.10 (09.38-25.48)

42.85 (35.43-46.85)
45.20 (32.10-55.90)
01.64 (00.99-02.52)
18.40 (12.90-25.73)
06.86 (02.33-14.43)
01.57 (00.51-03.56)
25.25 (10.65-34.33)
13.10 (10.15-17.35)
01.63 (00.92-12.85)
18.65 (15.10-22.95)
14.60 (09.17-26.53)
00.61 (00.21-01.46)
18.65 (09.12-25.55)

Dados apresentados em valores medianos (IQR)
TN: células T naive. TEM: células de memdria efetoras. TEMRA: células de memodria efetoras altamente diferenciadas. TCM: células de meméria central. TTM: células de memori

ns: ndo significante

* Teste ANOVA (dados paramétricos) ou teste de Kruskal Wallis (Dados ndo paramétricos)

Nota: o controle negativo sem estimulo

Avaliacao do perfil funcional da resposta celular dos vacinados

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

A fim adquirir informacBes sobre o perfil funcional da resposta celular dos
participantes, a producéo de citocinas (IFN-y e TNF-a) foi avaliada em cada uma
das populagbes e subpopulagbes, podendo ser mono-produtoras ou duplo-
produtoras. Analisando todos os individuos em conjunto, independente do

esquema vacinal, observou-se uma maior proporgéo de células mono-produtoras



de citocinas (IFN-y ou TNF-a) nos linfocitos totais, T CD4+ e T CD8+ (Figura 1).
Pode-se evidenciar uma predominéncia de algumas citocinas a partir dos
diferentes estimulos (Wuhan, Gama e Omicron). Subpopulacées de linfécitos T
CD4+ TEMRA e TCM apresentaram maior proporcao de células com producdo de
IFN-y (Figura 2). Ja linfécitos T CD4+ TEM e TTM apresentaram maior propor¢cao
de células com producédo de TNF-a (Figura 2). Em relacdo aos linfocitos T CD8+
(Figura 3), as subpopulagbes TEM, TEMRA e TTM mostraram perfil de células
produtoras de IFN-y predominante em resposta aos estimulos Wuhan e Omicron,
enguanto em resposta a variante Gama apresentaram maior proporcao de células
produtoras de TNF-a. Ainda, nas células de perfil TTM foi observada uma maior
frequéncia de células dupla-produtoras de citocinas em resposta a sequéncia
original Wuhan (Figura 3). Nao foi observado producdo de IFN-y e TNF-a na

subpopulacdo TCM de linfocitos T CD8+.
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40 39
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Figura 1: Frequéncia da producdo de IFN-y e TNF-a em linfécitos totais (A),
linfécitos T CD4+ (B) e linfocitos T CD8+ (C). Resultados com base no calculo
de proporcéo de producao das citocinas.
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Figura 2: Frequéncia da produgédo de IFN-y e TNF-a por subpopulagdes de
linfocitos T CD4+. (A) TEM: T de memoria efetora. (B) TEMRA: T de memdria
altamente especifica. (C) TTM: T de memoria transicional. (D) TCM: T de
memoria central. Resultados com base no célculo de proporgéo de produgdo
das citocinas.

A
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Figura 3: Frequéncia da producédo de IFN-y e TNF-a por subpopulacdes de
linfécitos T CD8+. (A) TEM: memodria efetora. (B) TEMRA: memdria altamente
especifica. (D) TTM: memoaria transicional. Resultados com base n calculo de
proporcao de producéo das citocinas.

Avaliacao do perfil fenotipico e funcional da resposta celular dos vacinados

comparando plataformas vacinais.

Com intuito de avaliar a resposta celular de acordo com a plataforma vacinal
aplicada nos individuos, foi realizada uma comparacao descritiva entre ambos os
grupos. Foi observada maior frequéncia de células T CD4+ TEM no grupo
ChAdOx1 + BNT162b2 em resposta aos estimulos. Também, identificamos menor
proporcdo de linfocitos T CD8+ naive e maior frequéncia de subpopulagbes de
memoria em individuos imunizados com CoronaVac + BNT162b2 em resposta

aos estimulos, quando comparado ao grupo ChAdOx1 + BNT162b2 (Figura 4).
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Esquema primario Coronavac + 1° reforco BNT162b2

‘Wuhan
Gama
Omicron

TEM TEMRA TTM TN TEM TEMRA TTM TCM

T CD4+ T CD8+

Esquema primario ChAdOx1 + 1° refor¢o BNT162b2

30
Wuhan 25
20
Gama 15
10
Omicron 5
0

TEM TEMRA TTM TCM TN TEM TEMRA TTM TCM

T CD4+ T CD8+

Figura 4: O heat map utiliza a intensidade da coloracédo (do branco ao azul)
para representar a frequéncia da producdo de subpopulacfes de linfécitos T
CD4+ e T CD8+ em resposta aos estimulos nos grupos das diferentes
plataformas vacinais.

Além disso, na andlise quantitativa, observa-se que o grupo ChAdOx1+BNT162b2
teve uma maior frequéncia de linfocitos totais em resposta a sequéncia original de
Wuhan (Mediana: 46,2%; IQR 43,1-53,3%) quando comparado a
CoronaVac+BNT162b2 (Mediana: 36,6%; IQR 30,9-39,9%) (p = 0,03). Porém, o
grupo CoronaVac+BNT162b2 teve maior propor¢do de linfécitos T CD4+ TTM

produtores exclusivos de IFN-y em resposta a variante Gama (Mediana: 0,3%;
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IQR 0,2-0,9%) comparado ao grupo ChAdOx1+BNT162b2 (Mediana: 0,08%; IQR
0,04-0,1%) (p = 0,01) (Figura 5).
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Figura 5: Frequéncia de linfocitos em resposta aos estimulos, comparando os
grupos CoronaVac+BNT162b2 (n = 11) e ChAdOx1+BNT162b2 (n = 7), p =
0,03 (A). Frequéncia de linfécitos T CD4+ TTM produtores de IFN-y em resposta
aos estimulos, p =0,01 (B). Teste de T (dados paramétricos) ou teste de Mann-
Whitney (dados n&o paramétricos). ns: nao significante.



DISCUSSAO

Neste estudo comparamos o perfil fenotipico e funcional de linfécitos T de
memoria especificos entre individuos vacinados com diferentes esquemas
vacinais contra COVID 19 apds dose de reforco. Linfocitos T especificos para o
SARS-CoV-2 representam parte do sistema imune e regulam a inflamacéao através
de citocinas efetoras (IFN-y e TNF-a) a fim de obter uma resposta imune efetiva.
Portanto, investigamos a frequéncia de subpopulagdes de linfécitos T CD4+ e T
CD8+ em resposta aos estimulos: sequéncia original isolada em Wuhan e
variantes Gama e Omicron, assim como avaliamos a producéo das citocinas IFN-
v € TNF-a por estas células. Identificamos, através da avaliagdo fenotipica,
semelhante frequéncia de linfécitos T e subpopulagbes de memoédria em resposta
aos trés estimulos apds aplicagdo da primeira dose de reforgo. Os resultados
sugerem uma conservagao da resposta aos peptidos da sequéncia original de
SARS-CoV-2 induzida pela vacinagdo que € capaz de induzir respostas
semelhantes as variantes Gama e Omicron. Outros autores observaram
igualmente que a resposta das células de memdria nao foram impactadas pelas
diferentes variantes’®.

Em um estudo prévio, o perfil funcional de linfécitos totais, T CD4+ e T CD8+ de
individuos vacinados com esquema primario demonstrou produc¢ao de citocinas
IFN-y e TNF-o. quando comparado o momento pré e pés-vacinagao'’. No presente
estudo, também observou-se a produgao destas citocinas pelos linfécitos T e suas
subpopulagdes de linfocitos T CD4+ e T CD8+ em resposta aos peptideos da
sequéncia original e das variantes Gama e Omicron apés dose de reforco vacinal.
A deteccao de células produtoras de citocinas especificamente em resposta aos
peptideos das variantes possivelmente indica uma que ocorre uma conservagao
de epitopos reconhecidos pelas células T CD4+ nas sequéncias das variantes, o
gue consequentemente contribuiu para a manutencao da capacidade protetora da
resposta celular de individuos vacinados'®. De fato, Silva et al demonstram a
conservagao de epitopos e regides imuno dominantes de linfécitos T CD8+ para
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a sequéncia original e nas variantes Gama, Delta e Omicron, o que favorece uma
possivel conservagdo na resposta imune celular aos diferentes estimulos’®.

N&o foram identificados linfécitos T CD8+ de memoria central (TCM) produtores
de citocinas em resposta aos peptideos testados. A populacdo TCM é
caracterizada pela auséncia do perfil efetor (CD27+), localizando-se
predominantemente em tecidos linfoides e ndo no sangue periférico'. Entretanto,
no presente estudo, foram identificados linfocitos T CD4+ deste perfil produzindo
citocinas, este fendmeno por ser explicado devido ao fato que possivelmente
células T CD4+ como sao especializadas na produgao de citocinas, conservam
esta capacidade funcional que pode ser detectada a partir de estimulos
especificos in vitro™.

O grupo CoronaVac + BNT162b2 houve maior proporcédo de subpopulacdes de
memoaria de linfécitos T CD8+ em resposta aos estimulos testados em relacéo ao
grupo ChAdOx1 + BNT162b2, supostamente indicando que a vacina de virus
inativado provoca aumento e diferenciacdo de linfocitos T CD8+ em células de
memaria em comparacdo com a vacina de vetor viral. Para o grupo ChAdOx1 +
BNT162b2 apresentou-se maior frequéncia de linfocitos totais em resposta a
sequéncia original isolada em Wuhan em comparacédo ao grupo CoronaVac +
BNT162b2, isso possivelmente se da pelo fato de que as vacinas ChAdOx1 e
BNT162b2 terem sido desenvolvidas utilizando a proteina S da sequéncia original,
levando assim a uma resposta imune de memoéria direcionada a esta proteina em
comparagcao ao grupo com um esquema vacinal contendo vacina inativada, que
contém outros peptideos além da proteina S estimulando a resposta imune.
Ainda, observa-se maior frequéncia de linfocitos T CD4+ de memodria transicional
(TTM) produtores de IFN-y no grupo CoronaVac + BNT162b2l em resposta a
Gama, porém as medianas para sequéncia original e variante Gama nas
plataformas vacinais sdo semelhantes, o que corrobora com trabalho realizado
por Tarke et al, no qual afirma que a protecao efetiva realizada por células T de
memoria é similar nas diferentes plataformas vacinais utilizadas'®. Ainda nesta
andlise, a resposta a variante Omicron mostra semelhanca na frequéncia de
células T CD4+ nos grupos CoronaVac e ChAdOxl, possivelmente em
decorréncia da infeccdo prévia por COVID-19 alegada por individuos dos dois

grupos no momento da variante Omicron no pais.

26



Este estudo possui algumas limitagbes, portanto deve ser considerado com
cautela. O numero relativamente pequeno de participantes (n=18) pode ter
reduzido a poténcia estatistica do estudo. A populacédo do estudo é composta por
individuos mais velhos (média de 63 = 4,3), 0 que pode interferir na avaliacao da
resposta imune, tendo em vista a imunosenescéncia sofrida por idosos?.
Também, parte dos individuos alega ter tido infeccao prévia pelo SARS-CoV-2,
podendo influenciar na frequéncia de linfocitos, afinal o contato natural com
patbgeno gera a estimulacdo para desenvolvimento de uma resposta de
memoria®!. Além disso, tendo em vista que a intensidade da resposta imune é
maior no periodo mais proximo pos-vacinal, um maior intervalo pos-vacinal pode
interferir na avaliacdo da resposta celular, que neste estudo foi maior para o grupo
CoronaVac + BNT162b2. Ainda, ndo obtivemos coleta pré-reforco vacinal dos
participantes do estudo, portanto ndo foi possivel realizar a analise utilizando uma
comparacao como baseline para descrever um possivel incremento na resposta
imune apos o reforgo vacinal.

Em concluséo, o refor¢co vacinal induz uma resposta semelhante a sequéncia
original e variantes com maior proporcéo de células monoprodutoras de IFN-y ou
TNF-a. Além disso, vacinados com ChAdOx1 e reforco BNT162b2 apresentaram
maior frequéncia de linfécitos T em resposta a sequéncia original isolada em
Wuhan. Esses resultados sugerem que ambas as plataformas induzem
subpopulacdes de memadria e producédo de citocinas para os diferentes estimulos

testados.
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2. PROPOSTA DE SUBMISSAO

2.1 REVISTA:
Revista de Saude Publica
2.2 REGRAS DE SUBMISSAO

Sao aceitos manuscritos em inglés e portugués. O texto de manuscrito de
pesquisa original deve seguir a estrutura conhecida como IMRD: Introducéo,
Métodos, Resultados e Discussao

Artigo original:

« Devem conter até 3.500 palavras (excluindo resumos, tabelas, figuras e
referéncias).

« NuUumero maximo de tabelas e figuras: 5.

« Numero maximo recomendado de referéncias: 30.

e Resumos no formato estruturado com até 300 palavras.

1. Preparo do manuscrito

Titulo no idioma original do manuscrito

O titulo deve ser conciso e completo, contendo informacdes relevantes que
possibilitem a recuperacdo do artigo nas bases de dados. O limite € de 90
caracteres, incluindo espacos.

Titulo resumido

E o titulo que constara no cabecalho do artigo. Deve conter a esséncia do
assunto em até 45 caracteres.

Descritores

Para manuscritos escritos em portugués, devem ser indicados entre 3 a 10
descritores extraidos do vocabulario “Descritores em Ciéncias da Saude”
(DeCS), da BVS/Bireme, no idioma original. Para manuscritos em inglés, utilizar
0 Medical Subject Headings (MeSH) da National Library of Medicine (EUA). Se
nao forem encontrados descritores adequados para a tematica do manuscrito,
poderao ser indicados termos livres.

Resumo

O resumo deve ser escrito em seu idioma original. As especificacdes quanto ao
tipo de resumo estdo descritas em cada uma das categorias de artigos. Como
regra geral, o resumo deve incluir: objetivo do estudo, principais procedimentos
metodolégicos (populacdo em estudo, local e ano de realizacdo, métodos
observacionais e analiticos), principais resultados e conclusdes.

2. Estrutura do texto

Introducdo — Deve relatar o contexto e a justificativa do estudo, apoiados em
referéncias pertinentes. O objetivo do manuscrito deve estar explicito no final da
introducao.


http://decs.bvs.br/
http://decs.bvs.br/
https://www.nlm.nih.gov/mesh/

Métodos- E imprescindivel a descri¢éo clara dos procedimentos adotados, das
varidveis analisadas (com a respectiva definicdo, se necessario) e da hipotese a
ser testada. Descrever também a populagdo, a amostra e os instrumentos de
medida, com a apresentacéo, se possivel, de medidas de validade. E necessario
gue haja informacdes sobre a coleta e o processamento de dados. Devem ser
incluidas as devidas referéncias para as técnicas e métodos empregados,
inclusive os métodos estatisticos; é fundamental que os métodos novos ou
substancialmente modificados sejam descritos, justificando-se as razdes para
seu uso e mencionando-se suas limitacdes. Os critérios éticos de pesquisa
devem ser respeitados. Os autores devem explicitar que a pesquisa foi
conduzida dentro dos padrdes éticos e aprovada por comité de ética.
Resultados — E preciso que sejam apresentados em uma sequéncia ldgica,
iniciando-se com a descricdo dos dados mais importantes. Tabelas e figuras
devem ser restritas aquelas necessarias para argumentacdo e a descri¢cdo dos
dados no texto deve ser restrita aos mais importantes. Os graficos devem ser
utilizados para destacar os resultados mais relevantes e resumir relacdes
complexas. Dados em graficos e tabelas ndo devem ser duplicados, nem
repetidos no texto. Os resultados numéricos devem especificar os métodos
estatisticos utilizados na analise.

Discusséo — A partir dos dados obtidos e resultados alcancados, os aspectos
novos e importantes observados devem ser interpretados a luz da literatura
cientifica e das teorias existentes no campo. Argumentos e provas baseadas em
comunicacao de carater pessoal ou divulgadas em documentos restritos néo
podem servir de apoio as argumentacfes do autor. Tanto as limitacoes do
trabalho quanto suas implicagcdes para futuras pesquisas precisam ser
esclarecidas. E necessario incluir somente hipoteses e generalizacdes baseadas
nos dados do trabalho. As Conclusdes devem finalizar esta parte, retomando o
objetivo do trabalho.

3Referéncias

Listagem: As referéncias devem ser normatizadas de acordo com
o estilo Vancouver, listadas por ordem de citacdo. Os titulos de periodicos
devem ser referidos de forma abreviada, de acordo com o PubMed. No caso de
publicacbes com até seis autores, todos devem ser citados; acima de seis,
devem ser citados apenas os seis primeiros, seguidos da expressao latina “et
al.”. Sempre que possivel, incluir o DOI do documento citado.
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