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RESUMO

Introducéo: Infelizmente, a populagéo idosa foi um dos grupos mais afetados pela
COVID-19. Dentre alguns fatores, isso se deve as progressivas alteracdes do sistema
imune evidenciadas durante o envelhecimento, ou imunossenescéncia, que acarreta
a maior vulnerabilidade e alteracéo do funcionamento de varias células imunes. Neste
contexto, os mondcitos sdo células que tem papel fundamental nas respostas imunes
e inflamatodrias e podem ser moduladas de acordo como o estimulo/ambiente em que
se encontram em mondcitos classicos, 0s quais correspondem a aproximadamente
90% do total de mondcitos circulantes e séo considerados células inflamatorias, além
de poderem dar origem aos seus demais subtipos, ou seja, mondcitos ndo classicos
e mondocitos intermediarios. Além destas caracteristicas, 0os mondcitos também
apresentam a capacidade de produzir e responder a citocinas que podem atuar
favorecendo ou ndo a resposta imune contra patdgenos, como, por exemplo, na
COVID-19. Diante desse cenério, prop6s-se neste estudo investigar a possivel
modulacado dos subtipos de mondcitos, bem como sua relagdo com citocinas de perfil
pro- e anti-inflamatérias em uma populacéo de idosos submetidos a vacinacao para
COVID-19. Métodos: Foram convidados a participar deste projeto 66 idosos
(74,74+5,9 anos), de ambos os sexos, que foram submetidos a vacinagdo para
COVID-19. Amostras de sangue foram coletadas antes e 30 dias apds a administracao
da segunda dose da vacina CoronaVac (n=48) ou ChAdOx-1 (n=18), para avaliar a
concentracdo sérica do isotipo IgG especifico para antigenos do SARS-CoV-2, bem
como a porcentagem dos subtipos de mondcitos: ndo classicos (CD14+CD16++),
intermediarios (CD14++CD16+) e classicos (CD14++CD16-), e 0s niveis sistémicos
de citocinas pro- e anti-inflamatérias. Resultados: Maiores niveis séricos de 1gG
foram observados nos 2 grupos de idosos participantes do estudo (p<0,0001) pés-
vacinacao do que os valores pré-vacinacdo. Contudo, os valores de IgG observados
no grupo ChAdOx-1 pés-vacinagcdo mostraram-se maiores do que aqueles
encontrados no grupo CoronaVac (p<0,0001). Sobre os mondcitos, o grupo ChAdOx-
1 mostrou aumento de mondcitos intermediarios, classicos e ndo classicos quando
comparado aos valores observados tanto pré-vacinagdo no mesmo grupo (p<0,0001)
guanto aqueles evidenciados no grupo CoronaVac pés-vacinacdo (p<0.0001). Em
relagdo as citocinas, foram observados menores niveis de IL-10, IL-13, IL-12p70 e IL-
18 no grupo ChAdOx-1 pés-vacinagédo (p=0,0001, p<0,0001, p<0,0001 e p=0,0061,
respectivamente), quanto aos valores observados no grupo vacinado com CoronaVac
no mesmo momento (p<0,0001). Entretanto, os niveis de IFN-Y mostraram-se
significativamente aumentados no grupo CoronaVac pés-vacinacdo (p=0,0189). Foi
visto associagfes positivas entre mondcitos intermediarios e classicos, nos momentos
pré- e poés-vacinacéo (p<0,0001), nos dois grupos de voluntarios. No grupo ChAdOx-
1 houve somente associacdo positiva entre monaocitos nao classicos com a razao IL-
6/IL-10 (p=0,0168) e no momento pos-vacinacdo do grupo CoronaVac apresentou
associacOes positivas entre todos os subtipos de mondcitos e a razdo IL-13/IL-10
(p=0,0230). Vale ressaltar ainda que no momento pos-vacinagdo foi observado
associacdes entre os niveis de IgG e todos os subtipos de mondécitos em ambos os
grupos. Conclusdo: Os voluntarios vacinados com ChAdOx-1 apresentaram tanto
melhor resposta de anticorpos quanto uma significante modulacdo na porcentagem
dos perfis de mondécitos.

Palavras-chave: citocinas, inflamacéao, CoronaVac, ChAdOx-1



ABSTRACT

Introduction: Unfortunately, the elderly population has been one of the most affected
groups by COVID-19. Among several factors, this is due to the progressive alterations
in the immune system observed during aging, known as immunosenescence, which
leads to increased vulnerability and changes in the functioning of various immune cells.
In this context, monocytes are cells that play a crucial role in immune and inflammatory
responses and can be modulated according to the stimulus/environment they
encounter, existing as classical monocytes, accounting for approximately 90% of
circulating monocytes and considered inflammatory cells, capable of giving rise to their
other subtypes—non-classical and intermediate monocytes. Besides these
characteristics, monocytes also have the ability to produce and respond to cytokines
that can either favor or hinder the immune response against pathogens, such as in
COVID-19. Given this scenario, this study aimed to investigate the possible modulation
of monocyte subtypes, as well as their relationship with pro- and anti-inflammatory
cytokines in a population of elderly individuals undergoing vaccination for COVID-19.
Methods: 66 elderly individuals (74.74+5.9 years old), of both sexes, who received
COVID-19 vaccination, were invited to participate in this project. Blood samples were
collected before and 30 days after the administration of the second dose of the
CoronaVac vaccine (n=48) or ChAdOx-1 (n=18), to evaluate the serum concentration
of IgG specific to SARS-CoV-2 antigens, as well as the percentage of monocyte
subtypes: non-classical (CD14+CD16++), intermediate (CD14++CD16+), and
classical (CD14++CD16-), and the systemic levels of pro- and anti-inflammatory
cytokines. Results: Higher serum levels of IgG were observed in both groups of elderly
participants in the study (p<0.0001) post-vaccination compared to pre-vaccination
values. However, the IgG values observed in the ChAdOx-1 group post-vaccination
were higher than those found in the CoronaVac group (p<0.0001). Regarding
monocytes, the ChAdOx-1 group showed an increase in intermediate, classical, and
non-classical monocytes when compared to both pre-vaccination values in the same
group (p<0.0001) and those observed in the CoronaVac group post-vaccination
(p<0.0001). Regarding cytokines, lower levels of IL-10, IL-13, IL-12p70, and IL-18 were
observed in the ChAdOx-1 group post-vaccination (p=0.0001, p<0.0001, p<0.0001,
and p=0.0061, respectively) compared to values observed in the CoronaVac
vaccinated group at the same time (p<0.0001). However, IFN-Y levels were
significantly increased in the CoronaVac group post-vaccination (p=0.0189). Positive
associations were observed between intermediate and classical monocytes pre- and
post-vaccination (p<0.0001) in both volunteer groups. In the ChAdOx-1 group, there
was only a positive association between non-classical monocytes and the IL-6/IL-10
ratio (p=0.0168), and in the post-vaccination moment of the CoronaVac group, positive
associations were found between all monocyte subtypes and the IL-13/IL-10 ratio
(p=0.0230). It is also worth noting that post-vaccination, associations were observed
between IgG levels and all monocyte subtypes in both groups. Conclusion:
Volunteers vaccinated with ChAdOx-1 showed both a better antibody response and a
significant modulation in the percentage of monocyte profiles.

Keywords: cytokines, inflammation, CoronaVac, ChAdOx-1
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Introducéo

Em dezembro de 2019 comecgaram a ser noticiados casos de uma nova doenga
viral com sintomas respiratérios agudos associados a pneumonia, em Wuhan, China.t
Além destes, outros sintomas como febre, tosse seca, calafrios, falta de ar e dores
musculares foram relacionados a esta infec¢ao, que posteriormente descobriu-se ser
causada por um novo coronavirus, causador da doenca do coronavirus-19 ou COVID-
19, que se mostrou ser capaz de provocar uma sindrome respiratéria aguda grave
(SRAG) ou severe acute respiratory syndrome (SARS), sendo por isso denominado de
SARS-CoV-2.%23

O SARS-CoV-2, como o SARS-CoV, o MERS-CoV (middleeast respiratory
syndrome) e o virus Influenza sdo os principais patdégenos indutores de manifestacdes
graves no sistema respiratorio humano. As doencas associadas as essas infeccoes
variam de doenca respiratoria leve, que pode estar associada a presenca de pneumonia
aguda, chegando até a insuficiéncia respiratéria grave.* Nos Ultimos anos acreditava-
se que 0s virus respiratorios se espalhavam principalmente através de goticulas
produzidas na tosse e espirros de individuos infectados, sendo posteriormente
depositados diretamente nos olhos e/ou nas mucosas do nariz e boca de potenciais
hospedeiros, bem como poderiam se depositar em superficies inertes que seriam
tocadas por potenciais hospedeiros e dai transferidas para as mucosas respiratérias.®
Contudo, apesar de ter sido considerada como uma via de transmissdo menos comum,
a inalacdo de aerossois infecciosos tornou-se mais importante, pois 0s aerossois
respiratérios sdo produzidos durante todas as atividades expiratdrias, incluindo respirar,
falar, cantar, gritar, tossir e espirrar, tanto de individuos saudaveis quanto dagueles com
infeccdes respiratérias.®

Conforme a literatura, a COVID-19 é uma doenca heterogénea, pois estudos
relataram que seu periodo de incubacao pode variar entre o 1° até o 14° dia de contato
com o virus. Além disso, o curso da doenca pode variar de quadros assintomaticos e
leves a situacdes mais graves e criticas, sendo que 10% a 20% dos pacientes
sintomaticos correm risco consideravel de morte.” Vale destacar que o virus, o
ambiente e o hospedeiro sdo fatores preponderantes que podem contribuir para a
heterogeneidade desta doenca.?

De acordo com projecdes estatisticas da Organizacdo Mundial da Saude (OMS),

entre os anos de 1950 e 2025 a populacdo de idosos brasileira crescerd dezesseis
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vezes contra cinco da populacédo geral.® Assim, estima-se que o Brasil contard com
cerca de 34 milhdes de pessoas com predominancia na faixa etaria até 80 anos; e em
2050 possuira aproximadamente 65 milhdes.® Além disso, a expectativa média de
vida do brasileiro deve aumentar dos atuais 75 anos para 81 anos, sendo que as
mulheres continuardo vivendo mais do que os homens com expectativa de vida de 84,4
anos para as mulheres, contra 78,03 para os homens. Por volta da primeira década
deste século, as mulheres viviam, em média, até os 78,5 anos, enquanto os homens
até os 71,5 anos.!° Esses dados mostram que o ritmo de crescimento da populacéo
idosa no Brasil tem sido sistematico e consistente. De maneira semelhante, as
projecdes das Nacdes Unidas.'! mostram que uma em cada nove pessoas no mundo
tem 60 anos ou mais, e estima-se um crescimento para um em cada cinco por volta de
2050.

E amplamente conhecido que um dos problemas associados ao envelhecimento
€ a alteracdo de diversos sistemas corporais que, num ambito geral, leva a reducéo de
suas atividades. Dentre estes, 0 sistema imune € um dos mais pronunciadamente
afetados pelo envelhecimento. O declinio das atividades imunes tanto relacionadas a
imunidade inata quanto adaptativa associado ao envelhecimento é denominado
imunossenescéncia e tende a levar & maior vulnerabilidade do individuo idoso a

doencas, em especial infecciosas.?1
Os mecanismos de resposta da imunidade inata e adaptativa sdo diferentes e

dependentes. Enquanto, resumidamente, a primeira refere-se a barreiras anatémicas e
bioguimicas, respostas celulares inespecificas mediadas por mondcitos, células Natural
Killer (NK), macrofago e células dendriticas, a segunda refere-se a respostas a
antigenos especificos e é mediada por linfécitos B e T.15

Uma das caracteristicas mais marcantes do processo de imunossenescéncia €
a presenga de um estado pro-inflamatorio cronico de baixo grau, onde ha aumento de
mediadores inflamatorios séricos, como interleucina-6(IL-6), IL-1RA, TNF-a, IL-1 e
proteina C reativa (PCR), sendo este estado inflamatério conhecido como
inflammaging. Particularmente, o inflammaging estda associado a reducdo da
incapacidade de gerar respostas imunes eficientes durante o processo de
envelhecimento.6 7

O inflammaging é causado por um conjunto de fatores de carater hormonal,

metabdlico e imunolégico que constantemente geram estimulos que favorecem a
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formacéo de um ambiente inflamatoério. Além disso, células senescentes, por meio de
inUmeros tipos de estresses, experimentam mudancas que levam a ativacao de vias de
sinalizacdo, com consequente aumento da secrecao de citocinas, quimiocinas e fatores
de crescimento.'® 19 O aumento do status inflamatério associado a idade também
pode ser devido a uma falha na resolucdo da inflamacgéao, uma vez que muitos fatores
reguladores também se mostram deficientes em individuos mais velhos.?°

Em se tratando de COVID-19, foi observado que pacientes com quadros graves,
principalmente aqueles que progridem para sindrome respiratéria aguda grave (SRAG),
apresentavam perfil sisttmico com aumento exacerbado de citocinas, uma situagéo
conhecida como cytokine storm, que, de certa forma, poderia estar associada a
ativacdo de macrofagos. Isso porque foi observado aumento da producédo e secrecéo
de citocinas, como a IL-6, IL-7, o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), de quimiocinas
inflamatérias, incluindo os ligantes 2 e 3 de quimiocinas CC (CCL2 e CCL3,
respectivamente) e o ligante 10 de quimiocina CXC (CXCL10), bem como da forma
soltvel da cadeia a do receptor de IL-2 pelos macréfagos. Isso levou a hipétese de
gue a ativacdo desregulada do compartimento dos fagécitos mononucleares poderia
contribuir para a hiperinflamacéo associada ao COVID-19. 2% 22

Além dessas moléculas, foi também documentado que pacientes com SRAG
apresentavam niveis plasméaticos aumentados da quimiocina conhecida como proteina
quimioatraente de mondcito/macréfago-1 (MCP-1).22 Essa molécula pode atuar
gerando um “loop” de feedback positivo em diversas células imunes, contribuindo para
0 recrutamento destas ao sitio de inflamag¢do, o que promove um crescimento
exponencial da resposta inflamatoéria que, por fim, podera levar a danos em multiplos
6rgéos.?

De maneira semelhante ao observado nos casos mais graves da infeccéo por
SARS-CoV-2, a desregulagéo de citocinas pode ser vista em outras doengas, como na
sepse, uma sindrome inflamatéria sistémica que compartilha muitas caracteristicas
tanto fisiopatoldégicas como clinicas com a COVID-19.%5 26, Interessantemente, foram
evidenciados niveis aumentados de citocinas como IL-13, IP-10 e MCP-1 em
pacientes com sepse positivos quando comparados a pacientes com sepse negativos
para COVID-19.%/

Além disso, foi visto que pacientes com COVID-19 em UTIs mostraram uma

expansao significativa de populacdes de mondcitos CD14*CD16* (considerados como
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inflamatoérios) produtores de IL-6 comparados com aqueles pacientes que nédo
necessitaram de internacdo em UT]I.28 29

Vale também destacar que foi demonstrado que pacientes com COVID-19 em
situacdo grave apresentavam aumento do ndmero circulatério de mondcitos totais
comparados com controles saudaveis,®® um aspecto ja previamente observado num
estudo desenvolvido com a populacdo do Leste asiatico que identificou uma associacéo
entre mondcitos e casos mais graves de infeccéo por Influenza.®! Embora estes dados
sejam interessantes, os fatores exatos da ativacdo de mondcitos no caso da COVID-
19 e a contribuicdo destas células para a fisiopatologia da doenca ainda precisam de
maiores esclarecimentos.

De acordo com a literatura, os mondcitos sdo classificados em trés subtipos,
sendo que cada tipo pode exercer fungdes distintas durante o processo inflamatdério.
Neste sentido, mondcitos classicos (CD14**CD167), os quais correspondem a
aproximadamente 90% do total de mondcitos circulantes, sdo considerados células
inflamatérias que podem, inclusive, dar origem aos demais subtipos.®?3* J&, os
monaocitos ndo classicos (CD14*C16**) possuem a capacidade de remover debris da
vasculatura, apresentam fendtipo anti-inflamatério, representam cerca de 10% dos
mondcitos circulantes.3> 3¢ Ndo obstante, também tem sido abordado que este subtipo
de mondcito possivelmente contribua para o desenvolvimento de doencas virais,
como, por exemplo, tendo um impacto negativo nos resultados clinicos em pacientes
infectados com virus da Dengue (DENV).?” Além destes, os mondcitos intermediarios
(CD14**CD16") correspondem até 5% dos mondcitos em circulacéo, apresentam alta
capacidade fagocitica, produzem grandes quantidades de espécies reativas de
oxigénio.38 39

Reconhece-se que monécitos podem se diferenciar em macréfagos nos tecidos
e estes em individuos idosos apresentam uma redu¢do no seu potencial oxidativo, com
capacidade reduzida de produzir o anion superéxido e o 6xido nitrico,*° além de se
mostrarem incapazes de expressar moléculas de MHC classe Il, deste modo
prejudicando sua capacidade de apresentar antigenos e desencadear uma eficiente
resposta de linfécitos auxiliadores (TCD4%').4%: 42 Apesar de ainda ndo estar
completamente elucidado se o processo de envelhecimento afeta as células
dendriticas, estudos em modelos animais mostram que a expressao de moléculas de

superficie essenciais para uma eficiente apresentacdo do antigeno, como o MHC



15

classe Il e coestimuladores, mostra-se reduzida em células dendriticas da pele de
camundongos idosos.*?

No curso da pandemia pela COVID-19, a partir de 2021 houve a implementacéo
de campanha de vacinacao contra 0 SARS-CoV-2, o0 que impactou na desaceleracao
desta pandemia. Ainda sobre o curso da COVID-19, vale destacar que foi evidenciado
0 surgimento de variantes preocupantes, incluindo Alpha (conhecida como 501Y.V1ou
variante B.1.1.7), Beta (501Y.V2 ou B.1.351), Gamma (501Y. V3 ou P1), Delta
(G/478K.V1 ou B.1.617.2) e Omicron (B.1.1.529), que, em especial esta Gltima e suas
subvariantes, por conseguirem superar as demais cepas e se manter ainda hoje
presente na sociedade, associaram-se a um aumento na transmissao e/ou mortalidade
pela COVID-19.44-46

Em se tratando de seu diagnadstico, € possivel verificar uma grande variedade de
testes comerciais disponiveis no mercado que podem ser usados para detectar
anticorpos contra COVID-19. No entanto, pelo fato da maioria dos testes nao
fornecerem informacdes sobre a funcionalidade dos anticorpos, o resultado obtido
mostra apenasse a resposta imune foi ativada ou potencializada, particularmente em
questdao de quantidade de anticorpos, por meio da infeccdo natural ou pelas
vacinas.*’ Contudo, devido as possiveis reacdes cruzadas de anticorpos de outros
coronavirus sazonais e pelas variacfes observadas no SARS-CoV-2, um teste de
neutralizacdo de virus (VNT) deve ser preconizado, pois testes deste tipo sao
considerados padrédo-ouro para quantificacdo dos anticorpos neutralizantes,
reconhecidamente os mais importantes na protecao antiviral contra uma determinada
cepa ou variante do agente infecciosos viral.*8

Em nosso territorio, as vacinas para COVID-19 disponiveis para a populacéo
apresentam diferentes mecanismos de acdo, como as vacinas mMRNA da
Pfizer/BioNTech (BNT16b2) e Moderna (mRNA-1273), outras usam vetor viral ndo
recombinante, como ChAdOx-1/AstraZeneca (AZD1222) e Janssen-Cilag
(Ad26.COV2.S). Outra tecnologia é o virus inativado quimica ou fisicamente, como no
caso da vacina da Sinovac (CoronaVac). Vale salientar que dentre estas, somente a
CoronaVac néo utiliza especificamente a glicoproteina do envelope viral denominada
como Spike como alvo especifico.4® 50

Apos inicial uso de estratégia de vacinagdo com vacina monovalente, mais
recentemente foi elaborada uma dose de reforco com vacina bivalente, na qual foi

introduzida junto & cepa original a variante Omicron com intuito de induzir respostas
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imunes mais protetoras, duraveis e potentes ao aumentar a quantidade de anticorpos
neutralizantes contra estas diferentes cepas do SARS-CoV-2.5!

Ao falarmos sobre vacinas, mesmo nas sociedades com melhor cobertura
vacinal, é possivel encontrar minorias populacionais vulneraveis, como as crianc¢as, 0s
idosos e os doentes, principalmente imunossuprimidos, cujo sistema imunolégico por
vezes ndo reage a dose da vacina. Com isso, a unica linha de defesa deles sera a
protecdo oriunda de outras pessoas vacinadas, pois por estar em maioria cria uma
espécie de escudo protetor que impedird os vulneraveis de entrar em contato com a
doenca.®? Li Hui-Jun et al.>® apresentou em uma meta-andlise de 33 estudos
observacionais que, além de haver poucos estudos que avaliaram o impacto da
vacinacao contra COVID-19 em populacdes idosas, a soroconversdo nessa populacao
costuma ser menor comparada a saudaveis e finalizaram mostrando que individuos
submetidos ao esquema de vacinacdo combinada apresentaram niveis de anticorpos
mais elevados do que aqueles submetidos ao esquema de vacinagdo com um unico
tipo de vacina.

Em se tratando de resposta a vacinacao, é sabido que a imunossenescéncia
contribui para uma menor capacidade de idosos responderem a vacina contra o virus
respiratérios, como, por exemplo, o virus Influenza,® e ja foi demonstrado que idosos
que praticam regularmente programas de exercicios fisicos, especialmente em
intensidade moderada, apresentam maiores niveis de anticorpos do tipo IgM e IgG
especificos para a vacina contra este virus (Influenza) quando comparados a idosos
sedentarios.>* Além disso, foi relatado que idosos que mantém o estilo de vida com
praticas regulares de exercicios fisicos de longa duracéo apresentam melhor resposta
imunoldgica, tendo reducéo de linfocitos T senescentes e um aumento no nimero de
linfécitos T naive e efetores.5 56

De fato, resultados obtidos por nosso grupo de pesquisa corroboram os relatos
anteriores, visto que fomos capazes de mostrar que idosos praticantes regulares de
exercicio fisico combinado em intensidade moderada responderam melhor a vacinacéo
contra o virus Influenza, tanto sistemicamente como na mucosa das vias aéreas
superiores, quando comparados a idosos ndo praticantes e sedentarios, e que esta
melhora estava associada a modulacdo dos numeros de linfécitos TCD4*%7-%°, Mais
recentemente, também demonstramos que idosos que praticavam regularmente
exercicios fisicos combinados antes da pandemia tiveram relevante resposta humoral

e celular a vacinacdo para COVID-19.5% 61
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Diante disso, o desenvolvimento deste estudo fornecera resultados que irdo
contribuir para o entendimento da possivel modulacédo dos subtipos de mondcitos e da
relacdo destas com o perfil de citocinas sistémicas (tanto pro- quanto anti-inflamatorias)

em uma populacdo de idosos submetida a vacinagéo para COVID-19.
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2. Objetivos
2.1.0bjetivo Geral

Avaliar a modulacdo dos subtipos de mondcitos e os niveis circulantes de

citocinas em idosos submetidos a vacinacéo para a COVID-19.

2.2.0bjetivos Especificos

Propbe-se avaliar antes e apds a vacinacao:

— A guantidade sérica de anticorpos IgG especificos para antigenos do SARS-CoV-2;

— A imunofenotipagem dos subtipos de mondcitos (classicos, intermediarios e néo
classicos);

— A quantidade circulante de citocinas pré- e anti-inflamatérios: IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-
12p70, IL-13, IL-17A, IL-18, IFN-a, IFN-B, IFN-y, TNF-a e MCP-1.
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3. Material e Métodos
3.1.Populacgéo e Design do Estudo

Trata-se de um estudo retrospectivo e experimental com intervencdo em dois
momentos (pré- e pds-vacinacdo) envolvendo idosos, com idade entre 60 e 85 anos
(74,74+5,9), de ambos os sexos, submetidos a vacinacao para SARS-CoV-2. Todos 0s
participantes voluntarios foram recrutados junto ao Ambulatério de Promocéo de Saude
do Idoso pertencente a Disciplina de Geriatria e Gerontologia da Universidade Federal
de S&o Paulo (UNIFESP), com auxilio do médico geriatra e colaborador do ambulatério.
Aqueles que manifestaram interesse em participar do estudo foram orientados a assinar
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), ja aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) da UNISA em 2021 (nimero 4.350.476 — Anexo A). Para
desenvolvimento do presente estudo foram utilizados dados e amostras de plasma e
células circulantes previamente coletados entre Janeiro e Fevereiro de 2021 (antes da
administracdo da primeira dose da vacina para COVID-19) e entre Marco e Abril de
2021, que corresponde por volta de 30 dias apds administracdo da segunda dose da
vacina CoronaVac, ou entre Julho e Agosto de 2021, que corresponde por volta de 30
dias apo6s a administracdo da segunda dose da vacina ChAdOx-1. O presente estudo
seguiu todas as orientacBes da Declaracdo de Helsinque e foi também aprovado pelo
CEP da UNISA em 2023 (numero 6.048.872 — Anexo B).

Na figura 1 é apresentado o design experimental do presente estudo em linha
temporal.

Margo de 2020: comego da
pandemia e fechamento das
atividades

Janeiro de 2021:
comega a vacinagao contra

Primeira coleta COVID-19 no Brasil ‘Segunda coleta
(antes da vacinagao) , ,(apés 2 doses)

| | 1 [ |
ChAdOx-1 1 1 T
I I Isolamento social 12 dose e 22 dose de vacinas ; 30 dias

Fevereiro de 2020:
primeiro caso de para COVID-19
COVID-19 [ o ] (CoronaVac e ChadOx-1)

- fis 7

CoronaVac I I

Figura 1. Linha do tempo mostrando o design do estudo, destacando as fases antes do comeco da
pandemia e isolamento social até a vacinagdo contra o virus SARS-CoV-2.
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3.2.Critérios de Selecéo

a)
b)

c)

d)

f)

Ter idade entre 60 e 85 anos de idade no momento do recrutamento.

N&o apresentar diagnostico de: sorologia positiva para o HIV, neoplasias, doencas
neurolégicas.

Concordar em participar da pesquisa de forma voluntéria através da assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

N&o fazer uso de corticoterapia ou fazer uso de qualquer outro medicamento anti-
inflamatério em alguma fase do estudo.

N&o fazer uso de terapia com plasma convalescente em alguma fase do estudo.
Comparecer em todos as fases de coleta de amostras bioldgicas.

3.3.Célculo do Tamanho da Amostra e Grupos Experimentais

Por se tratar de um estudo experimental e com caracteristicas exploratérias, foi
realizado o calculo amostral para estabelecer um nimero minimo de participantes para
este estudo. Usando o programa de software G*Power, o tamanho da amostra e o poder
estatistico foram estimados com base no teste T de Student, com tamanho do efeito
em 0,30, nivel a de 5% (0,05), poder estatistico de 0,80 e dois grupos com duas
medidas (pré-vacinacdo e poés-vacinacdo), com base em estudo prévio de nosso
grupo.>* %2 Considerando uma margem de 30% de perdas ou recusas, foi considerado
um minimo de 40 individuos para cada grupo. Conforme o fluxograma (Figura 1),
inicialmente foram convidados a participar do estudo um total de 92 idosos que ja
participaram de estudos prévios do nosso grupo de pesquisa. Juntamente com a equipe
meédica e académica, e guiados por critérios de selecdo de participantes previamente
apresentados, foi possivel inicialmente contar com a participacdo de 81 voluntarios, que
foram submetidos a vacinacéo para COVID-19. Contudo, vale salientar que, de acordo
com a disponibilidade de vacinas para COVID-19 no nosso pais durante o periodo de
desenvolvimento do presente estudo, foi possivel obter amostras (pré-vacinacao e pos-
vacinacdo) de um grupo de idosos que foram vacinados com CoronaVac (n=48), e de
outro grupo de idosos vacinados com ChAdOx-1 (n=18). Portanto, apesar de termos,
no geral, atingido o nimero minimo de voluntérios necesséarios para realizacdo do

estudo, por questdo da vacina, o numero de voluntarios por grupo ficou desigual.
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Individuos que demonstraram interesse em
participar do estudo (n=92)

l

N3o elegivel (n=11)
Com base em critérios de selegdo

l

Voluntarios vacinados contra COVID-19 (n=81)

v A

Voluntarios que receberam CoronaVac Voluntarios que receberam ChAdOx-1
(n=48) (n=33)
v v
Nao elegivel (n=0) N3o elegivel (n=15)
N&do compareceu no dia da coleta Ndo compareceu no dia da coleta
Completou o grupo CoronaVac do Completou o grupo ChAdOx-1 do
estudo (n=48) estudo (n=18)

Figura 2. Fluxograma do desenho do estudo.
3.4.Vacinagéo

De acordo com o calendéario vacinal inicialmente proposto para a populacao
idosa pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), em Janeiro e Fevereiro
de 2021, essa populacdo poderia ser imunizada exclusivamente com as vacinas
CoronaVac ou ChAdOx-1 e, por isso, 0s voluntarios participantes do presente estudo
foram, entdo, separados em dois grupos com base no imunizante disponivel pelo
Sistema Unico de Saude (SUS) no momento da vacinacdo. Além disso, é relevante
esclarecer que, nesse momento, conforme descrito anteriormente, todos os voluntarios
foram submetidos a duas doses da mesma vacina, sendo que, para a CoronavVac o
intervalo entre a primeira e a segunda dose foi em torno de 30 dias, e para a ChAdOx-

1, foi em torno de 120 dias.

3.5.Coleta dos Materiais Bioldgicos

Amostras de sangue periférico foram obtidas em dois momentos: antes e 30 dias
apos a administracdo da segunda dose da vacina para COVID-19. As amostras de

sangue foram coletadas em tubos contendo anticoagulante EDTA para obtencdo de
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células mononucleares do sangue periférico e plasma. Aliquotas de plasma (500puL)
foram obtidas apds centrifugacéo a 800g por 10 minutos a 4°C, sendo posteriormente
congeladas a -80°C para posterior determinacéo das concentraces da imunoglobulina
G (IgG) e das citocinas tanto pro- quanto anti-inflamatérias.

Estas mesmas amostras de sangue periférico foram utilizadas para obtencgéo
das células mononucleares do sangue periférico (peripheral blood mononuclear cells -
PBMC). Neste caso, o sangue restante foi diluido 1:1 em PBS (1x, pH=7,4), sendo a
mistura adicionada a tubos contendo Histopaque (gradiente de densidade de 1.077,
Sigma) e entdo submetida a centrifugacao a 800g por 20 minutos a 4°. Apdés esta etapa,
o pool de células obtido, correspondente a fracdo dos leucécitos, foi isolado, lavado em
PBS (1x, pH=7,4) e novamente submetido a centrifugacédo a 4°C por 10 minutos. Em
seguida, 1x10° células foram misturados com 1mL de meio de congelamento (90% de
soro fetal bovino + 10% de DMSO) e entdo armazenados em nitrogénio liquido para

determinacao da imunofenotipagem dos subtipos de mondcitos.

Determinacao da imunoglobulina G (IgG) especifica para SARS-CoV-2

A concentracao sistémica de IgG especifica para antigenos do SARS-CoV-2 foi
determinada por meio da técnica de ELISA em amostras de plasma obtidas antes e
depois da vacinacdo. Para isso, a placa de reacdo de 96 pocos foi inicialmente
sensibilizada com 100uL de uma concentracao de antigenos N, M e S do SARS-CoV-
2 (0,12pg/mL), gentilmente cedidos pelo Laboratério de Virologia Clinica e Molecular -
ICB-USP, e mantidas sob refrigeracdo a 4°C overnight. Apos este periodo, 0S pocos
foram lavados 3X com tampao PBS-T (PBS - 1x, pH=7,4 + 0,1% de Tween 20), sendo
a seguir submetidos ao bloqueio dos sitios inespecificos por meio do uso de 100uLdo
tampao PBS-T-BSA [PBS - 1x, pH=7,4 + 0,1% de Tween 20 + 0,5% de albumina sérica
bovina (bovine serum albumin — BSA)] a 37°C por 1 hora. Em seguida, realizou-se nova
etapa de lavagem (3X com tampé&o PBS-T) e, na sequéncia, 100uL das amostras de
cada voluntario, previamente diluidas 1:5.000 em tamp&o PBS-T-BSA foram
adicionadas a placa e incubadas durante, pelo menos, 2 horas a 37°C. Apés essa etapa
de incubagéo e nova etapa de lavagem (3X com tampé&o PBS-T) da placa, 100uL do
conjugado (anti-IlgG humana ligado a enzima peroxidase) diluido 1:10.000 em tampao
PBS-T-BSA foram adicionados a placa e a mesma mantida em incubacéo por 1 hora a

37°C. Apés este tempo, realizou-se a ultima etapa de lavagem (3X com tampéo PBS-
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T) seguida da etapa de adicdo de 100puL da solucdo de substrato TMB (tetra-metil-
benzidina) a cada poco da placa e incubacgao no escuro por até 15 minutos. Em seguida,
a reacdo foi parada com a adicédo de 50uL da solucdo de H2SO4 2N. A leitura da reacéo

foi realizada a 450 nm em um leitor de microplaca (Labsystem Mulitskan MS).

3.7.Avaliacdo da imunofenotipagem dos subtipos de mondcitos

As células mononucleares do sangue periférico (PBMC), previamente
armazenadas conforme descrito no item 3.6, foram retiradas do nitrogénio liquido e
imediatamente submetidas ao processo de descongelamento em banho-maria a 37°.
Em seguida, a solucao contendo as células descongeladas foi transferida para um tubo
Falcon® de 15 mL contendo 9 mL de solugcdo PBS-SFB 10% (PBS - 1x, pH=7,4 + 10%
de soro fetal bovino — SFB), sendo, entdo, submetida a centrifugacdo a 800g por 8
minutos. Logo apds, o sobrenadante foi descartado, sendo o pellet ressuspenso com
150uL de PBS-BSA 1% (PBS - 1x, pH=7,4 + 1% de albumina sérica bovina (bovine
serum albumin — BSA) e submetida a incubacao por 30 minutos, no escuro, com 0 mix
de anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos: CD14 conjugado com
aloficocianina—APC ou isotiocianato de fluoresceina—FITC (BD Biosciences, Franklin
Lakes, NJ, Estados Unidos), CD16 conjugado com FITC ou ficoeritrina—PE (BD
Biosciences, Franklin Lakes, NJ, Estados Unidos).

ApoOs incubacédo por 30 minutos, foram adicionados 200uL de PBS e as células
submetidas a centrifugacdo a 800g por 8 minutos. Apés descarte do sobrenadante, o
pellet foi ressuspenso em 200 pL de PBS e, por fim, as células foram submetidas a
analise por citometria de fluxo.

A aquisicdo de pelo menos 10.000 eventos foi realizada no citdmetro de fluxo
FACSCalibur (Becton Dickinson Immunodiagnostic Systems, San Jose, CA, EUA) e os
dados gerados analisados no software BD CellQuest Pro (Becton Dickinson
Immunodiagnostic Systems, San Jose, CA, EUA).

A Figura 3 apresenta um modelo da estratégia utilizada na definicdo, por
citometria de fluxo, ndo somente da populacédo geral de mondcitos (Figura 3A), bem
como dos monocitos ndo classicos (CD14+CD16++, Figura 3B) localizados no
quadrante denominado de R2, dos mondcitos intermediarios (CD14++CD16+)
localizados no quadrante R3 e dos mondcitos classicos (CD14++CD16-) localizados no

quadrante R4.
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Figura 3. Gréafico representativo da estratégia aplicada na citometria de fluxo. (A) Gréfico de tamanho
(FSC-H) e complexidade (SSC-H), mostrando as células mononucleares e o gate de monécitos (R1). (B)
Graéfico de fluorescéncia mostrando os subtipos de monécitos: R2 - ndo classicos (CD14+CD16++), R3

- intermediarios (CD14++CD16+) e R4 - classicos (CD14++CD16-).

Determinacao de Citocinas

As concentracdes plasmaticas das citocinas IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-
13, IL-17A, IL-18, IFN-qa, IFN-B, IFN-y, TNF-a e MCP-1 foram determinadas por meio
do ensaio multiplex baseado em esferas (beads) LEGENDplex™ (Biolegend, San
Diego, CA, EUA). Todas as amostras de plasma foram inicialmente diluidas 2 vezes e
25 uL da amostra diluida foi utilizada para realizacdo deste ensaio. A concentracao de
cada citocina foi calculada com base em sua respectiva curva padrao, seguindo as
instrugbes dos fabricantes. Ainda, a linearidade do ensaio multiplex estava dentro da
faixa de 2,4 a 10.000 pg/mL, os coeficientes de correlacdo de todas as curvas padrao
variaram de 0,95 a 0,99, enquanto os coeficientes de variancia intraensaio foram de 3
a 5%, e os coeficientes de variancia entre ensaios foram de 8 a 10%. A analise foi
realizada no citometro de fluxo BD Accuri™ C6 Plus (BD Biosciences San Jose. CA.
EUA) e os dados obtidos foram analisados com o software LEGENDPlex™ V8.0

(Biolegend).

Analise Estatistica

Todos os dados coletados foram inicialmente comparados com a curva de Gauss
e 0s testes estatisticos de Shapiro-Wilks e Bartlett foram empregados para a avaliagao

da normalidade e da homogeneidade da variancia para cada variavel. Assim, aquelas
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que apresentaram comportamento ndo-paramétrico foram representadas por medianas
e intervalos interquartis; sendo, em caso contrario, apresentadas por meédias e desvio-
padrdo. Empregou-se o teste estatistico de Wilcoxon para comparacdes de
independéncia intragrupos, e o teste estatistico de Kruskal-Wallis (combinado com o
teste posthoc de Dunn) para avaliagdes intergrupos.

Para avaliacdo das correlacdes entre as variaveis de interesse, por serem nao-
paramétricas, empregou-se o coeficiente de correlacéo (rho) de Spearman, calculado
com seu respectivo p-valor.

Todas as andlises foram realizadas no software GraphPadPrism8 (GraphPad
Software, La Jolla, CA, EUA), considerado o risco a de 5% (p< 0,05).

. Resultados

Na tabela 1 sdo apresentados os dados antropométricos referentes aos grupos
de voluntérios separados pelo tipo de vacina recebida (CoronaVac ou ChAdOx-1).
Pode-se observar que nenhum dos dois grupos apresentou diferenca significativa.

Embora o grupo ChAdOx-1 seja mais velho e mais pesado que o grupo CoronaVac.

Tabela 1. Dados antropométricos, apresentados em média e desvio padrdo (X_+_ SD) dos voluntarios
participantes do presente estudo.

Grupo de Voluntérios

o CoronaVac ChAdOx-1
Variaveis Valor de p
(n=48) (n=18)

Idade (anos) 74,0£4,3 76,6+8,8 0,0966
Altura (m) 1,58+0,10 1,59+0,11 0,7490
Peso (kg) 63,75+12,36 70,15+16,66 0,0941

IMC (kg/m?2) 25,56+4,28 27,72+5,15 0,0894

Vale salientar que para as andlises a seguir adotou-se a estratégia de avaliagdo
das respostas preconizadas no presente estudo mantendo-se inicialmente todos os
voluntarios em um dnico grupo (momento pré-vacinagao), com posterior separacéo dos
mesmos conforme vacina recebida, ou seja, nos grupos CoronaVac e ChAdOx-1.

A Figura 4 mostra a resposta de anticorpos do tipo IgG especificos para
antigenos do SARS-CoV-2, tanto antes (Pré) quanto 30 dias depois da administracao
da segunda dose da vacina para COVID-19 (Pés), nos grupos de voluntarios deste

estudo. E possivel verificar que os voluntarios submetidos a vacinagéo com CoronaVac
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(p<0.0001), bem como os voluntarios vacinados com ChAdOx-1 (p<0.0001)
apresentaram niveis mais elevados de IgG poés-vacinacdo em relacdo aos valores
encontrados no momento pré-vacinacao. Além disso, observou-se que 0s niveis
sistémicos de IgG evidenciados no grupo vacinado com ChAdOx-1 mostraram-se

maiores do que os valores encontrados no grupo vacinado com CoronaVac (p=0.0001).

p < 0.0001
2.0 l
p = 0.0001
1
E 1.5=
j =
o
[Ty ]
<
G 10 p < 0.0001
d 1
O
D 0.5+ ?

PRE POS - CoronaVac POS - ChAdOx-1

Figura 4. Concentracao total de anticorpos do tipo IgG especificos para antigenos do SARS-CoV-2 nos
grupos de voluntarios submetidos a vacina¢do com CoronaVac ou ChAdOx-1. As concentracdes foram
determinadas em amostras de plasma obtidas antes (Pré) e apos 30 dias (Pés) da administracdo da
segunda dose da vacinagéo para COVID-19.

Além da avaliagdo da resposta de anticorpos a vacinagado para COVID-19, um
dos principais objetivos deste estudo foi verificar a modulacdo dos subtipos de
monaocitos antes e apds a vacinacao para COVID-19.

A Figura 5 mostra os resultados, em porcentagens, dos subtipos de mondcitos:
nao classicos (Figura 5A), intermediarios (Figura 5B) e classicos (Figura 5C) para os
grupos de voluntarios antes da primeira dose (Pré) e 30 dias ap6s (Pés) a administracao
da segunda dose das vacinas CoronaVac ou ChAdOx-1. Em relacdo aos mondcitos
nao classicos (CD14+CD16++, Figura 5A), mondcitos intermediarios (CD14++CD16+,
Figura 5B) e monacitos classicos (CD14++CD16-, Figura 5C), foi possivel verificar que,
0 grupo vacinado com CoronaVac ndo mostrou nenhuma alteragcdo em relacédo ao
momento pré-vacinacdo. Contudo o grupo submetido a vacinacdo com ChAdOx-1
mostrou aumento em todos 0s subtipos de mondcitos no momento pos-vacinacao
(p<0.0001) quando comparado aos valores obtidos pré-vacinagdo. Além disso, 0s
valores observados pés-vacinagao no grupo ChAdOx-1 também se mostraram maiores

do que os valores encontrados no grupo CoronaVac no mesmo momento (p<0.0001).
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Figura 5. Resultados, em porcentagens, dos subtipos de mondécitos néo classicos (A), intermediarios (B)
e classicos (C) para os grupos de voluntérios vacinados com CoronaVac ou ChAdOx-1 antes da primeira
dose (pré) e ap6s 30 dias da administracdo da segunda dose (pds) dessas vacinas.

Outro principal objetivo deste estudo foi avaliar a concentracdo sistémica de
citocinas de perfil pro- e anti-inflamatérias nos grupos de voluntarios. Das 13 citocinas
analisadas, cinco (IL-4, IL-6, IL-8, IL-17A e MCP-1) ndo apresentaram diferenca nos
niveis de expressao apos a vacinacao.

Assim, na figura 6 é apresentado o resultado obtido na avaliacdo da IL-10, e foi
possivel observar que os voluntarios submetidos a vacina ChAdOx-1 apresentaram
menores niveis desta citocina no momento pés-vacinacdo do que no momento pre-
vacinacdo (p=0.0001), bem como daqueles observados no grupo vacinado com
CoronaVac no mesmo momento (p<0.0001). Nenhuma diferenga significativa foi

evidenciada com relacdo aos niveis desta citocina no grupo vacinado com CoronaVac.
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Figura 6. Avaliacd@o dos niveis sistémicos, em pg/mL, de IL-10 nos grupos de voluntarios vacinados com
CoronaVac ou ChAdOx-1 antes da primeira dose (pré) e apés 30 dias da administragcédo da segunda dose
(p6s) dessas vacinas.

A Figura 7 apresenta os niveis sistémicos das citocinas de perfil Th2 (IL-6, 7A e
IL-13, 7B) nos voluntarios do estudo antes e depois da vacinacdo. Embora a anélise da
IL-6 mostrar que ndo houve nenhuma alteracdo estatisticamente significativa nos
grupos de voluntarios, os niveis da IL-13 no grupo vacinado com ChAdOx-1 mostraram
diminuicado significativa no momento pds-vacinacdo em relagcéo tanto ao momento preé-
vacinacdo (p<0.0001), quanto aos valores observados no grupo vacinado com

CoronaVac no mesmo momento (p<0.0001).
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Figura 7. Avaliacdo dos niveis sistémicos, em pg/mL, das citocinas IL-6 (A) e IL-13 (B) nos grupos de
voluntarios vacinados com CoronaVac ou ChAdOx-1 antes da primeira dose (pré) e apos 30 dias da
administracdo da segunda dose (pds) dessas vacinas.

Além destes, na Figura 8 sdo apresentados 0s niveis circulantes de citocinas
associadas ao perfil Thl (IL-12p70, 8A; TNF-a, 8B e IL-18, 8C). Em relag&o a IL-12p70
(Figura 8A) e IL-18 (Figura 8C), foi possivel verificar niveis mais baixos destas citocinas

no grupo vacinado com ChAdOx-1 no momento pds-vacinacdo do que no momento
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pré-vacinacdo (p<0.0001 e p=0.0061, respectivamente), bem como quando
comparados aos valores encontrados no grupo vacinado com CoronaVac no mesmo
momento (p<0.0001). Ja, sobre os niveis sistémicos de TNF-a, ndo foram evidenciadas

mudancas em seus valores nos grupos de voluntérios (Figura 8B).
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Figura 8. Avaliacdo dos niveis sistémicos, em pg/mL, de IL-12p70 (A), TNF-a (pg/mL) (B) e IL-18 (pg/mL)
(C) nos grupos de voluntarios vacinados com CoronaVac ou ChAdOx-1 antes da primeira dose (pré) e
apo6s 30 dias da administracdo da segunda dose (pds) dessas vacinas.

Na Figura 9 sdo mostrados os resultados obtidos na avaliacdo das citocinas
associadas aos tipos | (IFN-a, 9A e IFN-B, 9B) e Il (IFN-Y, 9C) dos interferons. Neste
sentido, evidenciou-se que o grupo de voluntarios vacinado com ChAdOx-1 apresentou
menores niveis de IFN-Y (Figura 9C) no momento pés-vacinacdo quando comparados
ndo somente aos valores observados no momento pré-vacinagdo (p=0.0019), bem
como aos valores encontrados no grupo vacinado com CoronaVac ho mesmo momento
(p<0.0001). Interessantemente, os niveis de IFN-Y observados no grupo CoronaVac no
momento pos-vacinagdo mostraram-se significativamente aumentados em relacao ao
momento pré-vacinacdo (p=0.0189). J4, os resultados acerca do IFN-B (Figura 9B)
mostraram menores niveis desta citocina no grupo vacinado com ChAdOx-1 tanto em
relacdo ao momento pré-vacinacdo (p<0.0001), quanto aos valores observados no
grupo vacinado com CoronaVac (<0.0001). Por fim, os niveis de IFN-a (Figura 9A) nédo

mostrou nenhuma alteracéo significativa em ambos 0s grupos.
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Figura 9. Avaliacao dos niveis sistémicos, em pg/mL, de IFN-a (A), IFN-B (B) e IFN-Y (C) nos grupos de
voluntarios vacinados com CoronaVac ou ChAdOx-1 antes da primeira dose (pré) e apos 30 dias da
administracdo da segunda dose (pds) dessas vacinas.

No intuito de ampliar o entendimento da modulag&o das citocinas neste estudo,
foi realizada a raz&o entre as citocinas pro-inflamatdrias pela classica citocina anti-
inflamatoria 1L-10.

Assim, na Figura 10A observa-se que o grupo vacinado com ChAdOx-1 mostrou
maior razao IL-6/IL-10 no momento pés-vacinacao tanto em relacdo ao momento pré-
vacinacdo (p=0.0002) quanto aos valores observados no grupo vacinado com
CoronaVac (p<0.0001). De maneira contraria, na analise da razéo entre a IL-13 e IL-10
(Figura 11B) observa-se que o grupo ChAdOx-1 mostrou menores valores desta razao
no momento pos-vacinacdo tanto em relacdo aos valores encontrados no momento preé-
vacinacao, quanto agueles evidenciados no grupo vacinado com CoronaVac no mesmo

momento (p<0.0001).
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Figura 10. Razado entre os niveis sistémicos das citocinas pré-inflamatérias IL-6 (A) e IL-13 (B) pela
citocina anti-inflamatéria IL-10 nos grupos de voluntarios vacinados com CoronaVac ou ChAdOx-1 antes
da primeira dose (pré) e ap6s 30 dias da administracdo da segunda dose (p0s) dessas vacinas.
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Além destas, a Figura 11A mostra menor razao entre os niveis de IL-12p70 pela

IL-10 (IL-12p70/IL-10) no grupo vacinado com ChAdOx-1 no momento pds-vacinagao
do que os valores encontrados tanto no momento pré-vacinacgao (p=0.0005) quanto no
grupo vacinado com CoronaVac no mesmo momento (p=0.0002). Por outro lado, a
razdo TNF-a/IL-10 (Figura 11B) mostrou que o grupo vacinado com ChAdOx-1
apresentou maior razdo entre estas citocinas no momento pés-vacinacdo do que 0s
valores encontrados tanto no momento pré-vacinagao (p<0.0001) quanto aos valores
observados no grupo vacinado com CoronaVac no mesmo momento (p<0.0001). J4a,
na Figura 11C é possivel verificar que o grupo vacinado com ChAdOx-1 mostrou menor
razdo entre os niveis de IL-18 e IL-10 (IL-18/IL-10) no momento pés-vacinacao do que

os valores observados no grupo vacinado com CoronaVac (p=0.0036).
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Figura 11. Raz&o entre os niveis sistémicos das citocinas pré-inflamatérias IL-12p70 (A), TNF£ (B) e
IL-18 (C) pela citocina anti-inflamatéria IL-10 nos grupos de voluntarios vacinados com CoronaVac ou
ChAdOx-1 antes da primeira dose (pré) e apds 30 dias da administracdo da segunda dose (p0ds) dessas
vacinas.

Na Figura 12 sao apresentados os resultados relacionados a avaliagéo da razé&o
entre os niveis circulantes de IFN-a (Figura 12A), IFN-B (Figura 12B) e IFN-Y (Figura
12C) pela IL-10. Conforme pode ser evidenciado na Figura 12A, enquanto 0 grupo
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vacinado com ChAdOx-1 mostrou maior razéo IFN-a/IL-10 no momento pés-vacinagado
do que os valores observados no grupo vacinado com CoronaVac (p=0.0051), na Figura
12C é possivel verificar que os valores da razao IFN-Y/IL-10 observados no grupo
vacinado com ChAdOx-1 mostraram-se menores aqueles encontrados no grupo
vacinado com CoronaVac (p=0.0041). Por fim, na razdo IFN-B/IL-10 (Figura 12B) pode-
se observar que o grupo vacinado com ChAdOx-1 mostrou valor menor desta razéo
quando comprados aos valores observados tanto no momento pds-vacinacao
(p=0.0028) quanto no grupo vacinado com CoronaVac (p=0.0011).

A

8=
p =0.0051

é g G

POS - CoronaVac ~ POS - ChAdOx-1

:

IFN-aflL-10
i

(]
1

IFN-b/IL-10
IFN-g/IL-10

-
L

] T T T
PRE POS - CoronaVac  POS - ChAdOXx-1 PRE POS - CoronaVac  POS - ChAdOx-1

Figura 12. Razé&o entre os niveis sistémicos das citocinas pré-inflamatérias IFN-a (A), IFN-f (B) e IFN-Y
(C) pela citocina anti-inflamatéria IL-10 nos grupos de voluntarios vacinados com CoronaVac ou ChAdOx-
1 antes da primeira dose (pré) e apés 30 dias da administracdo da segunda dose (p6s) dessas vacinas.

Além da avaliagdo da razdo, também foram realizadas andlises de correlacdes,
através do Coeficiente de Correlagdo por postos de Spearman. Pode ser visto
associagdes positivas entre mondcitos intermediarios e classicos, nos momentos pré-
(p<0,0001) e pos-vacinagdo (p<0,0001), em ambos o0s grupos de voluntarios
participantes do estudo. Além disso, associacdes positivas entre 0s monqcitos nao
classicos e classicos (p<0,0001), e ndo classicos e intermediarios (p<0,0001) foram
observados no momento pré-vacinacéo, bem como no grupo submetido & CoronaVac
no momento pés-vacinacao (p<0,0001). Outras associac¢des positivas entre mondcitos
intermediarios e classicos com a razéo IL-6/IL-10 (p<0,0001) foram observados no

momento pré-vacinacdo, enquanto no momento pos-vacinacdo, o grupo ChAdOx-1
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houve somente associacao positiva entre monaocitos ndo classicos com a razao IL-6/IL-
10 (p=0,0168). Além desta, no momento pods-vacinacdo, 0 grupo CoronaVac
apresentou associacdes positivas entre todos os subtipos de mondcitos e a razéo IL-
13/IL-10 (p=0,0230). Vale ressaltar ainda que no momento pés-vacinacdo, tanto no
grupo vacinado com CoronaVac quanto o grupo ChAdOx-1, foi verificada associacdes
positivas entre os niveis de IgG e todos os subtipos de mondcitos. Por fim,
exclusivamente no momento pré-vacinacao foram evidenciadas correlacdes positivas
entre 0s mondcitos classicos e IL-12p70 (0,0438), bem como entre 0os mondcitos
intermediarios e classicos com IFN-a (p=0,0295 e p=0,0253, respectivamente), além de
associacfes negativas entre os mondcitos intermediarios e classicos com IL-13
(p=0,0237 e p=0,0135, respectivamente), ou IL-10 (p=0,0083 e p=0,0047,
respectivamente) ou ainda IFN-Y (p=0,0205 e p=0,0183, respectivamente).
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Tabela 2. Andlise do coeficiente de correlacdo de Spearman entre os subtipos de monécitos, niveis
séricos totais de IgG especifica para SARS-CoV-2 e citocinas pré- e anti-inflamatérias nos grupos de
voluntarios vacinados com CoronaVac ou ChAdOx-1 antes da primeira dose (pré) e apos 30 dias da
administragdo da segunda dose (p6s) dessas vacinas.

Parametros Pré-vacinagéo Parametros Pds-vacinagéo Parametros Po6s-vacinagéo
PRE valor r valor p CoronaVvac valor r valor p ChAdOx-1 valor r valor p
Nao Cléassico 1gG x Nao 1gG x Nao
X Intermedidrio 0.5247 <0.0001 Classico 0.3781 0.0080 Classico 0.8493 <0.0001
Néo Classico 0.4695 <0.0001 lgGx 0.3557 0.0130 IgG x 0.8493 <0.0001
x Classico Intermediario Intermediario
Intermediariox | 4 g5, <0.0001 gG x 0.3517 0.0142 19G x 0.8493 | <0.0001
Classico Classico Classico
Intermediario x - Nao Classico Nao Classico
113 02781 0.0237  IL-13/1L10 0.3277 0.0230  ILE/L-10 0.5550 0.0168
Intermediario x - Intermediario Intermediario
IL-10 0.3220 0.0083 x IL-13/IL-10 0.3277 0.0230 x IL-6/IL-10 0.5550 0.0168
Intermediario x 0.2680 0.0295 Classico x 03277 0.0230 Classico x 05550 0.0168
IFN--a ’ ' IL-13/IL-10 ’ ' IL-6/IL-10 ' '
Intermediario x -
IFN-Y 0.2840 | 00208
Intermediario x
IL-6/IL-10 0.5139 <0.0001
Intermediario x
TNF-/IL-10 0.3958 0.0010
Intermediario x
IFN-a/IL-10 0.3774 0.0017
Classico x 03026 | 00135
IL-13 ’ ’
Classico x -
IL-10 0.3437 0.0047
Classico x
TNF-a 0.2445 0.0478
Classico x 02750 | 0.0253
IFN-a ’ ’
Classico x -
IEN-Y 0.2896 0.0183
Classico x 05253 | <0.0001
IL-6/IL-10 ’ ’
Classico x 04161 | 0.0005
TNF-o/IL-10 ’ ’
Classico x
IFN-a/IL-10 0.3877 0.0012
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5. Discusséao

De maneira geral, no presente estudo, o objetivo foi investigar a modulacao dos
subtipos de mondcitos (classicos, intermediarios e ndo classicos), bem como dos niveis
circulantes de citocinas tanto pré- quanto anti-inflamatorias em idosos submetidos a
vacinacao contra a COVID-19. Além disso, para podermos responder a estes objetivos,
também avaliamos a resposta de anticorpos especificos a vacinacdo. Neste sentido,
nossos resultados demonstraram significativas diferencas entre a imunizagdo com as
vacinas ChAdOx-1 e CoronaVac. De fato, foi possivel evidenciar que o grupo de idosos
vacinado com ChAdOx-1 mostrou significativa reducdo nos niveis de determinadas
citocinas, tanto de carater pro- quanto anti-inflamatoérias, como também aumento nas
porcentagens de todos os subtipos de mondcitos quando comparados ao grupo que
vacinado com CoronaVac. Além destes resultados, foi observado que os voluntarios do
grupo ChAdOx-1 apresentaram maiores niveis de IgG especificos aos antigenos do
SARS-CoV-2 do que o grupo CoronaVac.

De acordo com a literatura, infelizmente, a COVID-19 afetou de forma marcante
a populacao idosa com uma taxa de mortalidade por volta de 3,6% na faixa etaria dos
60-69 anos e, aumentando para, 18% aos 80 anos ou mais.?® Além disso, é bem
conhecido que a vacinacdo ndo somente é uma intervencdo poderosa e eficaz para
conter surtos sazonais de infecces particularmente relacionadas a virus respiratérios,
mas também é amplamente recomendada para determinados grupos de risco, como
idosos, pois estes mostram resposta a vacinacdo inferior aquela encontrada em
individuos adultos mais jovens.® Vale ainda salientar que a maioria das vacinas
contra virus respiratorios, como para COVID-19, sdo administradas, em geral, por via
intramuscular, a fim de provocar uma resposta imune sistémica robusta, a qual inclui
aumento nos niveis de 1gG.%° Corroborando estas informacdes, nossos achados
mostraram aumento dos niveis circulantes de IgG para COVID-19 em ambos 0s grupos
de idosos vacinados tanto com ChAdOx-1 quanto CoronaVac.

Embora a resposta de anticorpos a vacinacdo para COVID-19 neste estudo
tenha mostrado satisfatorios resultados em ambos os grupos de voluntarios, os valores
evidenciados no grupo ChAdOx-1 pos-vacinacao foram significativamente maiores do
gue no grupo CoronaVac. Esse achado estd em concordancia com prévio estudo
realizado no Chile, pois foi verificado que individuos com 60 anos ou mais vacinados

com CoronaVac tiveram menor resposta de anticorpos quando comparados a
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individuos mais jovens imunizados com a mesma vacina ou ainda a individuos da

mesma faixa etaria imunizados com vacina contendo mRNA para a proteina S (spike)
do SARS-CoV-2. % Além disso, dados obtidos em um estudo néo revisado por pares
realizado durante um periodo de alta circulacdo da variante P.1 do SARS-CoV-2 no
Brasil mostraram que, particularmente para CoronaVac, a eficicia da vacina 14 dias ou
mais apos a administracdo da segunda dose diminuiu com o aumento da idade, por
exemplo, caindo de 61,8% entre individuos de 70 a 74 anos, para 48,9% entre
individuos de 75 a 79 anos e para 28,0% entre individuos com idade 280 anos.%¢
Nosso grupo também mostrou anteriormente que idosos imunizados com ChAdOXx-1
apresentaram nao sé melhor resposta de anticorpos do que o grupo imunizado com
CoronaVac, mas também que niveis mais baixos de IgG pds-vacinacdo foram
estritamente associados a idade no grupo CoronaVac.®°

Além desses achados, curiosamente, também encontramos correlacdes
positivas significativas entre os niveis sistémicos de IgG e as porcentagens de todos 0s
subtipos de mondcitos em ambos 0s grupos de voluntarios. Com base na literatura, os
mondcitos sdo importantes células do sistema imunoldgico inato envolvidas nas
respostas as vacinas, incluindo a COVID-19.%7 De fato, foi relatado que a ativacdo de
monaocitos estava relacionada aos niveis de anticorpos neutralizantes em individuos
adultos jovens e idosos submetidos a vacinagdo com ChAdOx-1.%8 Corroborando
esses dados, também foi documentado que o0s mondcitos apresentaram maior
capacidade de apresentacdo de antigenos em conjunto com um perfil de citocinas que
poderia favorecer o desenvolvimento da imunidade adaptativa a partir de uma dose
Unica da vacina ChAdOx-1.%° Em relagdo a vacina CoronaVac, foi relatado apés duas
doses desta vacina ndo apenas um aumento significativo na percentagem de mondcitos
classicos e intermediarios, mas também uma diminuicdo proeminente na frequéncia de
monaocitos ndo classicos, o que, segundo 0s autores, pode estar relacionado com
notaveis respostas antivirais e adaptativas provocadas por esta vacina.’”® Embora
esses dados possam corroborar a observagcédo de que um aumento na porcentagem de
todos os subtipos de mondcitos apos a vacinagdo para COVID-19 foi positivamente
associado aos niveis sistémicos de IgG em ambos o0s grupos de voluntarios,
diferentemente do mencionado anteriormente, apenas o grupo vacinado com a vacina
ChAdOx-1 mostrou alteragdo na porcentagem de todos os subtipos de mondcitos apés
duas doses desta vacina. Mesmo que nao possamos afirmar, os diferentes resultados

encontrados na frequéncia dessas ceélulas nos grupos de voluntarios poderiam estar
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supostamente associados a tecnologia/design utilizado para desenvolver as vacinas
ChAdOx-1 e CoronaVac. A este respeito, enquanto ChAdOx-1 é uma vacina de vetor
de adenovirus nao replicante de chimpanzé que codifica a glicoproteina spike do SARS-
CoV-2 nas células hospedeiras, estimulando assim a resposta imune inata para
preparar especialmente as células T CD4+ para se diferenciarem em efetoras e células
de memdria que ajudardo as células B a se diferenciarem em células plasmaticas
secretoras de anticorpos’* a vacina CoronaVac foi projetada para conter o virus
SARS-CoV-2 inteiro inativado, que ndo é apenas um técnica amplamente utilizada
desde os tempos antigos,’?> mas também pode provocar imunidade protetora robusta.”
Com base nessas informacgdes, aparentemente, a vacina que utiliza um desenho de
“administracao intracelular’, como a ChAdOx-1, pode ser mais eficaz em provocar o
aumento da porcentagem de todos os subtipos de mondcitos em adultos mais velhos
do que a CoronaVac.

E de extrema importancia mencionar que o percentual de mondcitos totais em
idosos pode ser aumentado, bem como o processo de envelhecimento € capaz de
promover uma alteracdo nos subconjuntos de mondcitos para fendtipos intermediarios
e ndo classicos, o que poderia se correlacionar com o aumento da producao de algumas
citocinas, como TNF-q, IL-6 e IL-10 em idosos.” Esses dados podem corroborar os
resultados observados no momento pré-vacinacdo, uma vez que foram observadas
correlagdes positivas significativas entre a porcentagem de todos os subtipos de
mondcitos. Além disso, também foi verificado que os percentuais de mondcitos
classicos correlacionaram-se positivamente com os niveis circulantes de IL-13, TNF-a
e IFN-a, bem como com as relagbes IL-6/IL-10 e TNF-a/IL-10, em contraste com as
correlagdes negativas com os niveis sistémicos de IL-10 e IFN-Y. Da mesma forma,
também foi evidenciado que as porcentagens de mondcitos intermediarios ndo se
correlacionaram apenas positivamente com os niveis circulantes de IFN-a e com as
relagbes IL-6/IL-10, TNF-o/IL-10 e IFN-o/IL-10, bem como negativamente
correlacionado com niveis sistémicos de IL-10, IL-13 e IFN-Y. Portanto, em geral, esses
achados nos permitem sugerir que a frequéncia de subtipos de mondcitos em idosos
pode ser modulada por seu estado inflamatério sistémico.

Da mesma forma, a frequéncia de subtipos de mondcitos encontrados no
momento pos-vacinagdo também apresentou correlagdes significativas com o estado

inflamatorio sistémico. Entretanto, enquanto a porcentagem de todos os subtipos de
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mondcitos no grupo CoronaVac apresentou correlagdo positiva com a relagao IL-13/IL-
10, no grupo ChAdOx-1 essa correlacao positiva foi com a relacao IL-6/IL-10.

Com relacdo a triade - citocinas/envelhecimento/vacinacdo - conforme
mencionado anteriormente o desenvolvimento e progressao da imunossenescéncia e
também da inflamacao, que se caracteriza por um aumento gradual de um estado pré-
inflamatorio sistémico durante o envelhecimento, pode prejudicar substancialmente as
respostas vacinais’® uma vez que foi relatado que a producéo aberrante de citocinas
esta associada a reducdo da capacidade de processar e apresentar antigeno as células
T, 0 que pode impactar negativamente na ativacdo das células B e, consequentemente,
na producéo de anticorpos.®® Além disso, é amplamente conhecido que as citocinas
pré-inflamatérias apresentam acgdo corolaria na infeccdo por virus.”® 76 Portanto, a
avaliacao do perfil de citocinas circulantes é fundamental para melhor caracterizar as
respostas imunes/inflamatorias provocadas pela vacinagao, principalmente em idosos.
Vale ainda destacar que, apesar da andlise isolada dos niveis sistémicos de citocinas
fornecer dados importantes, € fundamental ressaltar que a analise da razdo pode
fornecer uma medida precisa sobre o balanco entre citocinas pré e anti-inflamatorias
em diversos contextos, inclusive no envelhecimento.’’ De fato, uma assinatura distinta
e interessante do perfil de citocinas foi evidenciada nos grupos de voluntarios apés a
vacinacao para COVID-19.

E sabio que os niveis de citocinas fornecem importantes informacées sobre
processos fisioldgicos e patologicos, agregando valor significativo na medicina clinica
e na biologia, além de poderem auxiliar no diagnostico e tratamento, bem como
diferentes perfis de citocinas caracterizaram e ainda caracterizam condi¢des clinicas
relacionadas a COVID-19.% 7® Ao avaliarmos as citocinas individualmente, dois
aspectos despertaram interesse: (1) os idosos vacinados com ChAdOx-1 apresentaram
niveis mais baixos de expressdo em todas as citocinas, e (2) os idosos submetidos a
CoronaVac apresentaram niveis mais elevados de uma unica citocina, a IFN-y.

Vale ressaltar que, embora o grupo ChAdOx-1 tenha apresentado menores
niveis circulantes das citocinas aqui avaliadas de modo isolado, ao realizarmos a
analise da raz&do entre as citocinas pro-inflamatérias, particularmente a IL-6, pela
classica citocina anti-inflamatoria IL-10, foi notado que o grupo de idosos vacinados
com ChAdOx-1 mostrou maior razdo IL-6/IL-10 no momento pos-vacinacéo (p=0.0002).
Em se tratando de IL-6 e COVID-19, foi documentado que durante a infec¢ao por SARS-

CoV-2 houve um aumento proeminente na secrecdo ou producdo desta citocina em
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pacientes com quadros graves. Diante disso, foi também proposto que o perfil de
modulacdo desta citocina poderia representar uma estratégia eficaz para avaliar e,
eventualmente, prevenir o agravamento do quadro respiratorio e diminuir a mortalidade
geral destes pacientes, inclusive no contexto vacinal.”

Além deste achado, uma menor razdo IL-13/IL-10 foi encontrada no momento
pos-vacinacao (p<0.0001) no grupo vacinado com ChAdOx-1 em relacdo ao grupo
CoronaVac. De maneira similar, os resultados isolados mostraram uma significativa
reducd@o nos niveis sistémicos de IL-13 em idosos que receberam a vacina ChAdOx-1
(p<0.0001), sem nenhuma alteragdo em seus niveis nos idosos vacinados com
CoronaVac. No geral, estes resultados podem indicar um bom desfecho clinico, pois
segundo a literatura, aumento dos niveis de IL-13 costumam associar-se a desfechos
graves em diversas doencas,?’ embora haja evidéncias crescentes de que a IL-13
pode ter atividade protetora.8°

A via de sinalizacdo do TNF-a desempenha um papel vital na sindrome de
liberacdo de citocinas, o bloqueio da via de sinalizacdo da morte celular inflamatéria
mediada por citocinas pode beneficiar pacientes com COVID-19 ou outras doencas
infecciosas, limitando o dano tecidua.®! ou seja, o TNF-a € uma das citocinas proé-
inflamatdrias mais importantes da resposta imune inata e é sabido que um aumento no
TNF-a pode resultar na facilitacdo de infecgdes virais e danos a 6rgéo,®? em nossos
resultados ndo observamos mudancas nos niveis de expressdo desta citocina para
ambas as vacinas utilizadas nesse estudo de modo isolado, contudo, ao analisarmos a
razdo de TNF-ao/IL-10, esta apresentou niveis mais elevados no grupo submetido a
vacina ChAdOx-1.

Para gerar imunidade adequada apés a vacinacdo, as respostas imunes inatas
precoces Sao cruciais para a sinalizacdo subsequente para a ativacao das células T e
o desenvolvimento imunolégico adaptativo. Quando falamos da resposta vacinal
ChAdOx-1 ela contém propriedades self-adjuvanticity porque a prépria proteina do vetor
é um adjuvante intrinseco para estimular respostas imunes inatas.®3 Nas células
apresentadoras de antigenos, esses estimulos imunes inatos desencadeiam a
producdo de interferon tipo | (IFN), mudltiplas citocinas, principalmente, pro-
inflamatérias.84

Avaliamos citocinas associadas aos tipos | (IFN-a e IFN-B) e Il (IFN-Y) dos

interferon, onde os niveis de IFN-a ndo foram alterados de modo significativo em ambos
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0S grupos aqui observados. Liwsrisakun et al (2023) observou que células T produziam
IFN-Y tanto para a vacina ChAdOx-1 como para CoronaVac,®® em nossos achados,
observamos que o0s idosos vacinados com CoronaVac mostraram niveis
significativamente aumentados (p=0.0189) comparados ao grupo vacinado com
ChAdOx-1. Um estudo realizado na Turquia®’ avaliou o efeito da imunizagdo com a
vacina CoronaVac e liberacdo de IFN-y por células NK, o que explicaria niveis mais
elevados de IFN-Y neste grupo, assim como a raz&o vista aqui entre IFN-Y/IL-10
mostrou-se maior também no grupo vacinado com CoronaVac.

Foi observado que a ChAdOx-1 induz altos niveis de IFN-q, IL-6 € TNF-a em
PBMC nos primeiros momentos de estimulacdo, enquanto a expressao de IFN-Y em
momentos posteriores, sendo uma vacina que induz a expressdao de mondcitos,
macroéfagos e células dendriticas derivados de mondcitos.®®

Por fim, destacam-se que algumas limitacdes desse estudo foram (1) O nimero
discrepante de voluntarios no grupo CoronaVac (n=48) em relacédo ao grupo ChAdOXx-
1 (n=18). A esse respeito, é importante mencionar que essa diferenca pode ser
atribuida ao fato de que (a) a primeira vacina para COVID-19 disponivel no Brasil foi a
CoronaVac, destinada principalmente a populacdo idosa, levando a maioria dos
voluntarios inscritos neste estudo a serem imunizados com esta vacina, e também que,
(b) o intervalo entre as doses da vacina e o periodo de coleta da ChAdOx-1 foram
maiores em relacdo a CoronaVac e por isso uma maior evasdo de voluntarios. (2)
Observar os niveis de ativacao expressos nos subtipos de mondcitos. (3) A falta de
comparacao da imunofenotipagem de linfécitos T e NK, o que poderia melhorar os

achados do presente estudo, principalmente para relacionar com as citocinas.

Conclusao

Uma das melhores linhas de defesas populacional frente a algumas doencgas &
a vacinacédo, é uma espécie de escudo protetor que impedira os vulneraveis, como no
caso de pessoas idosas, de entrar em contato com doencas. Em nossos achados
observamos que os idosos vacinados com ChAdOx-1 apresentaram melhores
respostas tanto a anticorpos especificos, como ndo apresentaram em relacdo as
citocinas, respostas desreguladas ou exacerbadas, assim como maior circulagcédo de
monacitos (células apresentadoras de antigenos) do que aqueles observados no grupo

de idosos submetidos a vacinacdo com CoronaVac.
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SISTEMICA E DE VIAS AEREAS SUPERIORES EM PACIENTES IDOSOS CO-
INFECTADOS PELO SARS-COV-2 E CITOMEGALOVIRUS

Pesquisador: Andre Luis Lacerda Bachi

Area Tematica: Projetos de pesquisa que envolvam organismos geneticamente modificados (OGM),
células-tronco embrionarias e organismos que representem alto risco coletivo, incluindo
organismos relacionados a eles, nos dmbitos de: experimentacdo, construgdo, cultivo,
manipulag3o, transporte, transferéncia, importag3o, exportagdo, armazenamento, liberacdo
no meio ambiente e descarte;

Versdo: 3

CAAE: 36011220.0.0000.0081

Instituigdo Proponente: OBRAS SOCIAIS E EDUCACICNAIS DE LUZ
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER
Numero do Parecer: 4.350.478

Apresentagio do Projeto:

Atualmente o mundo esta diante de uma pandemia originada pelo nove coronavirus SARS-CoV-2, causador
da doenga denominada como “doenga

de coronavirus-2018" ou COVID-19. Pacientes com COVID-19 podem ser assintomaticos, ou apresentar
sintomas leves e moderados, os quais n3o

necessitam de hospitalizac3o, ou ainda graves, apresentados com ou sem pneumonia. Tem sido
documentado que a populagio idosa se apresenta

ndo apenas como a populagio mais afetada, mas também que esta contabiliza o maior nimero de mortes
na COVID-19. Estudos sugerem que o

aumento da taxa de infecgio, gravidade e letalidade por SARS-CoV-2 em idosos estd associada tanto a
ocomréncia da imunossenescéncia quanto

do fendmeno “inflammaging”. Enquanto a imunossenescéncia se traduz como o declinio acentuado das
respostas imunes sistémicas e das

mucosas, em especial das vias aéreas, associadas ao envelhecimento, o “inflammaging” representa um
estado inflamatorio de baixo grau cronico e
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sistémico associade ao envelhecimento. Meste sentido, tem side proposte que a reativago da infecgdo pelo
citomegalovirus (CMV), um herpes

virus, pode favorecer o desenvolvimento da imunossenescéncia, pelo fato deste poder ser um importante
fator desencadeante do “inflammaging™.

Diante dessas informagdes, este estudo objetiva investigar o impacto da co-infeccdo pelo SARS-CoV-2 &
CMV sobre as respostas

imunes/inflamatorias tanto sistémica quanto das das vias aereas superiores em individuos idosos. Para isso,
serdao convidados a participar deste

estudo 120 idosos de ambos os sexos, com idades entre &0 e 85 anos com confirmacg3o da infecgdo pelo
SARS-CoV-2 e CMV. Amostras de “swab”

nasofaringea, saliva e sangue serdc obtidas em dois momentos (fase aguda da doenga & na cura) de
diferentes grupos de voluntarios: 30 amostras

de pacientes com sintomatolegia leve; 30 amostras de pacientes com sintomatologia moderada; 30
amaostras de pacientes com sintomatologia grave

da dosnga & 30 amostras de individuos idosos sem a manifestagio de sintomas respiratérios & com
diagnostico negativo para COVID-12 e CMV. As

amostras serdo utilizadas para confimagde da presenca da infecgdo por SARS-CoV-Z e pelo CMV, além da
avaliagio da carga viral, das

concentragdes de imunoglobulinas A, M e G especificas para o SARS-CoV-2, de IgG especificas para o
CMV, das citocinas, dos peptideos

antimicrobianos & dos leuchcitos totais, bem como do perfil de ativacio de linfdcito T & B relacionados a
COVID-19 e reativos para CMVY, do perfil

lipidico e glicemico e para genotipagem para o polimerfismo no gene IFN-lambdad.

Objetivo da Pesguisa:

Avaliar o impacto da co-infecgdo pelo SARS-CoV-2 e citomegalovirus (CMV) sobre as respostas
imunes/inflamatérias sistémica & das vias aéreas

superiores em individuos idosos.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os riscos decomentes de sua participagde na pesquisa sdo minimos, podendo haver pequeno desconforto
no momente da coleta das amostras de

material bicldgico, como, por exemplo, formagdo de pequens hematoma (mancha roxa) no momento de

coleta de sangue. Alem disso, a

Enderego:  Rua Prof Enéas de Sigueira Mato, 340
Balrro: Jardim das Imowas CEP: 02.450-000
UF: 5P Municiplo:  SAQ PALULD

Talafona: (11)2141-8687 E-mall: pesquisaunisagunisabe
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manifestagdo de constrangimento ao se expor durante a realizagde da coleta de material biolagico ou
mesme alteragies na auteestima provocadas

pela evocagdo de memdrias sobre sua condigdo clinica podem configurar-se como menor risco. Sera
garantide sigilo a respeito dos nomes e dos

resultades individuais de cada paricipante, sendo os dados obtidos neste estudo agrupados para -:anec?.in
dos relatdrios, trabalhos de conclusio

de curso, dissertagies e artigos cientificos. Todos os voluntérios terio acompanhameanto clinico pelos
meédicos geriatras colaboradores do estudo,

com total acesso aos respectives resultados.

Beneficios:

A participagdo dos voluntarios no estudo permitira ndc apenas aumentar a compreensdo de como se dio as
alteragdes nas respostas imunes e

inflamatérias do idoso infectado pelo CMVY e acometido pela COVID-19, mas também podera favorecer a
implantag3o de novas estratégias de

promogdo de salde para esta populacio.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Para o desenvolvimento do projeto pretendemos convidar, por ades3o voluntaria, 120 pacientes idosos de
ambos os sexos, com idades entre G0 e

85 anos gque tenham confirmagdo da infecgdo tanto pelo SARS-CoV-2 quanto por CMV. Todos os
participantes serio recrutados e selecionados

junto a Disciplima de Geriatria & Gerontologia da Universidade Federal de 530 Paule (UMIFESP), com auxilic
do meédico geratra e colaborador do

estude. Vale salientar que todas as informagdes relacicnadas ac projeto serde discutidas com todos os
pacientes elou seus representantes legais e

aqueles gque manifestarem interesse em participar do estudo serdo orientados a assinar o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), ja

aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de Santo Amaro (UNISA). O estudo seguird as
orientagdes da Declaragdo de

Helsinque. Amostras de “swab” nasofaringea, saliva e sangue serao obtidas dos participantes do presente
estudo em dois momentos: fase aguda da

doenga e na cura, de diferentes grupes de pacientes com COVID-18, ou seja: 30 amostras de pacientes
com sintomatolagia leve, 30 amostras de

pacientes com sintomatologia moderada e,outras 30 amostras de pacientes com sintomatologia

Enderego: Rua Prof Enéas de Sigueira Neto, 340

Balrro:  Jardim das Imoulas CEP: [2.450-000
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grave da doenga. Come controle propde-se utilizar 20 amostras de individuos idesos sem a

manifestacdo de sintomas respiratirios e com diagndstico negativo para COVID-18 & CMV. As amostras
obtidas serdo utilizadas para confirmag3o

da presenca da infecgio por SARS-CaoV-2 e pelo CMV, além da avaliagdo da carga viral através do método
de Charité e sequenciaments viral. Ja, a

avaliagin das CDI‘IGEI"I‘I:I’.!?EI—E'S- das imunoglobulinas A, M & G especificas para o SARS-CoV-2, bem como de
lgG especificas para o CMV se dara

através de testes de ELISAs tanto por kits comerciais quanto por "in house”. Para determinag:.in dos niveis
de citocinas sera utilizade kits multiplex

que serdo analisados por citometria de fluxo. s niveis dos peptideos antimicrobianos serdo determinados
através de kits comerciais de ELISAs. A&

avaliagdo do hemograma sera realizado através de sistema semi-automatizade com destague para a
contagem de leucocitos totais e

subpopulagdes, sendo que a determinagdo da imunofenotipagem especifica do perfil de ativacdo de linfacito
T e B relacionados a COVID-18 e

reativos para CMV serd realizada por citometria de fluxo. Propde-se avaliar também o perfil lipidico e
glicémico dos participantes por kits

colorimetricos comerciais. Por fim serd averigurado, por genctipagem, o polimorfismo no gene IFN-lambdad.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:
- Folha de rosto: adequada;

- Riscos e beneficios: adequados;

- Metodologia: adequada;

- TCLE: adequado;

- Carta de anuéncia: assinada;

- Instrumenios de coleta: adequados.

- Apreciagio da COMER: favoravel ao CEF/UNISA.

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

- Aprovado.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Enderego;  Rua Prof™ Enéas de Sigueira Mato, 340
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AMARO - UNISA %’mﬂ

Confinuacio do Fanscer: 4 350476

Este parecer foi elaborado baseado nos decumentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacio
Informagdes Basicas| PE_IMFORMACOES_BASICAS_DO_P 01112020 Aceito
do Projeto ROJETO 1580030 pdf 08:10:47
Citros Respostas_ao_assessor_ CEP_UNSA_2| 22/08/2020 |Andre Luis Lacerda Aceito

pdf 14:48:44 [Bachi

TCLE ! Termos de | TCLE_UNISA pdf 22/08/2020 | Andre Luis Lacerda Aceito

Assentimento 14:38:20 |Bachi

Justificativa de

Auséncia

Citros Instrumento_AGA. pdf 30072020 |Andre Luis Lacerda Aceito
18:28:28 | Bachi

Projeto Detalhado /| Projeto_COVID_CMV_UNISA pdf 3007/2020 |Andre Luis Lacerda Aceito

Brochura 16:23:58 | Bachi

Investigador

Folha de Rosto FaolhaRosto_Andre pdf 19006/2020 | Andre Luis Lacerda Aceito
21:07:57 | Bachi

Citros Cartas_Plataforma_Brasil pdf 19006/2020 | Andre Luis Lacerda Aceito
17:11:25 [Bachi

Situagio do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciagiao da CONEP:
MEo

SAD PAULD, 20 de Qutubro de 2020

Assinado por:
Ana Paula Ribeiro
[Coordenador{a))
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ANEXO B

UNIVERSIDADE DE SANTO Plobaforma
AMARO - UNISA ’%«vl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa:MODULAQ/.\O DOS SUBTIPOS DE MONéCIT'OS EM IDOSOS PRATICANTES
REGULARES DE EXERCICIOS FISICOS PRE-PANDEMIA E SUBMETIDOS A
VACINACAO PARA COVID-19.

Pesquisador: FERNANDA RODRIGUES MONTEIRO

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 68317523.5.0000.0081

Instituigdo Proponente: OBRAS SOCIAIS E EDUCACIONAIS DE LUZ

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: §.042.872

Apresentagio do Projeto:

A proposta da pesquisa € investigar a modulacdc dos subtipos de mondcitos em uma populacdo de idosos
que participavam regularmente de um programa de exercicios fisicos combinados antes da pandemia que
foram submetidos 3 vacinagdo para COVID-19. Para realizag3o deste estudo, serdo utilizadas amostras
previamente coletadas em estudo anterior (CEP: 4.350.476) de 80 idosos de ambos 0s sexos,

com idades entre 80 e 85 anos, que mantiveram uma rotina regular de pratica de exercicios fisicos
combinados por, pelo menos 12 meses, antes do

inicio da quarentena. Todos os voluntarios foram submetidos & vacinag3o contra o SARS-CoV-2 em 2021 e
amostras de sangue foram obtidas antes

e 30 dias apds a administragdo da segunda dose da vacina CoronaVac (n=55) ou Astrazenica/Oxford
(ChadOx-1, n=25). Aliquotas de plasma,

previamente armazenadas, serdo utilizadas para avaliagio das concentragdes sistémicas de citocinas pro e
anti-inflamatorias, bem como as celulas

mononucleares do sangue periférico, também previamente armazenadas, serdo utilizadas para

imunofenotipagem de mondcitos.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario:
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Awaliar a modulagdo dos subtipos de mondcitos e de citocinas em idosos que participavam regularments um
pregrama de exercicio fisico combinade anterior 4 pandemia e foram submetidos 4 vacinacdo para a COVID
-18.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os riscos decorrentes de sua participagio na pesquisa sdo minimes, podendo haver pegueno desconforto
no moments da coleta das amostras de

material bioldgico, coma, por exemplo, formagdo de pequeno hematoma (mancha roxa) no momento de
coleta de sangue. Alem disso, a

manifestacio de constrangimento ao se expor durante a realizagdo da coleta de material bioldgico ou
mesmo alteracr‘ﬁEE na autoestima provocadas

pela evocagdo de memdrias sobre sua condigde clinica podem configurar-se come menaor risco. Sera
garantido sigilo a respeito dos nomes e dos

resultados individuais de cada participante, sendo os dados obtidos neste estudo agrupados para confeccdo
dos relatdrios, trabalhos de conclusdo

de curso, dissertagies e artigos cientifices. Tedos os woluntarios terdo acempanhamento clinico pelos
medicos geriatras colaboradores do estudo,

com total acesso aos respectives resultados.

Beneficios:

A participagdo dos voluntarios no estudo permitird ndo apenas compreender melhor como a pratica regular
de exercicios fisicos durante anos antes da pandemia pode impactar nas a.lteragﬁes das respostas imunes
em idosos vacinados confra a COVID-19, mas também podera pemitir a implantag3o de novas estratégias

de promogdo de salde para esta populagdo.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Iniciamos a apresentacdo de item esclarecends que, para o desenvolvimento deste estudo, iremos utilizar
amostras de plasma e de células

mononucleares do sangue periferico (PBMCs) previamente amazenadas nes laboratorios de pesquisa da
UNISA e da Universidade Federal de 530

Paulo (UNIFESP). Ambas as amostras de plasma e células foram obtidas no ano de 2021, durante o
desenvolvimento do projeto de pesguisa

previamente aprovado no Comité de Etica em Pesquisa da UMISA sob nimerc 4 350,476, Contaremaos com
um total de B0 amostras de idosos, de

ambos os sexos e com idades entre 80 e 85 anos, gue participaram, por adesdo voluntaria, do

Endersgo:  Rua Prof Eneas oe Siquelra Meto, 340
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projeto de estudo em 2021 acima descrto. Os idosos

participantes eram praticantes regulares de exercicios fisicos combinades antes da pandemia por, por pele
menos, 12 meses antes do isolamento

social imposto pela COVID-18. Vale ressaltar que todos foram vacinados contra o SARS-CoV-2, com duas
doses da vacina CoronaVac (n=55) ou

ChadOx-1 (n=25).0s veluntirios foram recrutados e selecionados junto a Disciplina de Geriatria e
Gerontolegia da Universidade Federal de S3o

Paulo (UNIFESP), com auxilic do meédice geriatra e colaborador do estudo, Dr. Carlos Andre Freitas dos
Santos. Agueles que manifestaram

interesse em participar do estudo foram orientados a assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE). ja aprovade pelo Comité de

Etica em Pesquisa da UNISA em 2021 (ndmero 4.350.478). O estudo seguiu todas as orientagdes da

Declaragdo de Helsingue.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
- Folha de resto: adequada e assinada;

- Metodologia: adequada;

- TCLE: adequado;

- Cronograma: adequado;

- Orgamento: adequado.

Recomendagdes:

- Retirar parecer consubstanciado de projeto aprovado diferente do atual estudo.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:

- Aprovado.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nes documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor E'rtuag:.ia
Informagdes Basicas | PE_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 02052023 Aceito
do Projeto ROJETO 20898705, pdf 17:34:08
Projeto Detalhado /! |PROJETO_MESTRADO_FERMANDA_ | D2/05/2023 | FERMANDA Aceito
Brochura MONTEIRD. pdf 17:32:40 |RODRIGUES
Investigador MONTEIRD
Cutros Fomulario_Femanda.pdf 070372023 | FERMAMDA Aceito

Enderego: Rua Prof Eneas de Slguelra Neto, 340

Balrro: Jardm das Imoulas CEP: 02.450-000

UF: 5P Municiple: SAD PAULD

Telasfona: (11)2141-8667 E-mall: pesqusaunlsa@unisa.or

53



UNIVERSIDADE DE SANTO

AMARO - UNISA
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mne

Outros Fermularo_Femanda. pdf 12:43:38 RODRIGUES Aceito
MONTEIRD
Folha de Rosto Folha_Rosto Femanda pdf 07032023 | FERNANDA Aceito
11:26:55 |RODRIGUES
MONTEIRO
Cutros PE_PARECER_COMSUBSTAMCIADO_| 01/03/2023 | FERMAMDA Aceito
CEP_4350478. pdf 20:44:32 | RODRIGUES
MONTEIRO
TCLE [ Termos de  |TCLE_CMV pdf 01/03/2023 | FERMAMDA Aceito
Aszzentimento 20:30:27 RODRIGUES
Justificativa de MOMNTEIRO
Ausencia
Situagio do Parecer:
Aprovado
Mecessita Apreciagio da CONEP:
Mao
SACQ PAULD, 08 de Maio de 2023

Assinado por:
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