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RESUMO

Introducéo: A populagao idosa configurou-se como uma das mais afetadas pela
COVID-19, particularmente devido a ocorréncia dos fenbmenos conhecidos
como imunossenescéncia e “inflammaging”. Tem sido proposto que a infec¢ao
cronica pelo citomegalovirus (CMV), um virus (B-herpes humano altamente
prevalente na populagdo, ndo somente favorece o desenvolvimento desses
fendmenos, bem como pode impactar negativamente a resposta a vacinagao.
Ademais, nosso grupo mostrou que o polimorfismo para o gene do interferon
(IFN)-lambda também influencia na resposta imune tanto a infecgéo pelo SARS-
CoV-2 quanto a imunizagdo com a vacina AstraZeneca/Oxford (ChadOx-1) para
COVID-19 em idosos. Objetivo: Diante disso, neste estudo foi avaliado o
impacto do polimorfismo para IFN-lambda (gene il28B - rs12979860) sobre a
resposta imune/inflamatéria a vacinagdo com CoronaVac para COVID-19 em
idosos soropositivos para CMV. Métodos: Amostras de sangue de 42
voluntarios, de ambos os sexos, com idade entre 60 e 85 anos, foram obtidas
antes e 30 dias ap6s a administracdo da segunda dose da vacina CoronaVac
para andlise dos niveis circulantes de IgG especificas para SARS-CoV-2 e CMV,
do perfil de citocinas (IL-6, IL-10, IL-17, IFN-a, IFN-B, IFN-y e TNF-a),
imunofenotipagem de subtipos de mondcitos (classicos, intermediarios e néo
classicos) e linfocitos T (CD4+ e CD8+) “naive” e senescente, bem como para
genotipagem para o polimorfismo (gene il28b - rs12979860) para IFN-lambda.
Resultados: De acordo com a genotipagem, 20 voluntarios apresentaram
homozigose para os alelos C/C (grupo Alelo-1), enquanto 5 voluntarios
apresentaram homozigose para os alelos T/T (grupo Alelo-2), e 17 voluntarios
apresentaram heterozigose (C/T, grupo Alelos-1/2). Com base nesta separacéo,
valores similares ndo somente de imunogenicidade foram observados nos
grupos de voluntéarios (35% para o grupo Alelo-1, 40% para o grupo Alelo-2 e
35% para o grupo Alelos-1/2), bem como dos niveis de anticorpos neutralizantes.
Interessantemente, o grupo Alelo-1 apresentou maiores niveis séricos de IgG
especificos para SARS-CoV-2 (p=0,0269) e das porcentagens de mondocitos
intermediarios (p=0,017), em contraste as menores porcentagens de monaocitos
ndo classicos (p=0,0141) no momento pés-vacinacdo do que momento pré-

vacinacdo. Ja, o grupo Alelo-2 apresentou niveis circulantes mais elevados de



IFN-B no momento pré (p=0,0248; p=0,0206) e poés-vacinacado (p=0,0305;
p=0,0338) quando comparado aos valores observados tanto no grupo Alelo-1
quanto no grupo Alelos-1/2, respectivamente. Adicionalmente, a analise do
coeficiente de correlagéo e regressao linear multivariada mostrou que, no geral,
o grupo Alelo-1 mostrou niveis séricos de IgG especificos para antigenos de
CMV positivamente associados a um estado pro-inflamatorio sistémico e a
presenca de linfocitos T senescentes. Em contraste, o grupo Alelos-1/2 e, com
maior énfase o grupo Alelo-2, mostraram niveis séricos de IgG especificos para
antigenos de SARS-CoV-2 positivamente associados a um estado inflamatério
sistémico regulado. Conclusdo: Embora o grupo Alelo-1 (C/C) tenha
apresentado maiores niveis séricos de IgG especificos para SARS-CoV-2 pos-
vacinagao, a imunogenicidade e a avaliagdo dos anticorpos neutralizantes
mostraram resultados similares entre os grupos. Além disso, o grupo Alelo-1
mostrou significativa associacdo com a presenca de um estado pro-inflamatério
sistémico e a soropositividade para CMV. Em conjunto, estes achados
corroboram ndo somente nossa prévia observacao que individuos Alelo 1 para
o gene do IFN-lambda podem apresentar um atraso na resposta imune ao virus
e/ou vacinacgdo, mas também a literatura ao indicar que o status sistémico pro-
inflamatorio pode ser decorrente do menor controle da infec¢céo pelo CMV, o qual

tem sido descrito nos individuos que apresentam esta discriminacao alélica.

Palavras-Chave: SARS-CoV-2; envelhecimento; imunossenescéncia,

“‘inflammaging”, imunoglobulinas; citocinas.



ABSTRACT

Introduction: Older population was one of the most affected by COVID-19,
particularly due to the occurrence of phenomena known as immunosenescence
and ‘“inflammaging”. It has been proposed that chronic infection with
cytomegalovirus (CMV) not only favors the development of these phenomena but
can also negatively impact the vaccination responses. Furthermore, our group
showed that the polymorphism for the interferon (IFN)-lambda gene also
interferes in the immune response to COVID-19 in the older adults. Objective:
To evaluate the impact of the polymorphism for IFN-lambda (il28B gene -
rs12979860) on the immune/inflammatory response to vaccination with
CoronaVac for COVID-19 in aged CMV-seropositive. Methods: Blood samples
from 42 volunteers, of both sexes, aged between 60 and 85 years, were obtained
before and 30 days after administration of the second dose of the CoronaVac
vaccine for analysis of circulating levels of IgG specific for SARS-CoV-2 and CMV,
cytokine profile (IL-6, IL-10, IL-17, IFN-a, IFN-B, IFN-y and TNF-a),
immunophenotyping of monocyte subtypes (classical, intermediate and non-
classical) and also “naive” and senescent T cells (CD4+ and CD8+), as well as
for genotyping for the IFN-lambda polymorphism. Results: According to
genotyping, 20 volunteers presented homozygosity for the C/C alleles (Allele-1
group), 5 volunteers presented homozygosity for the T/T alleles (Allele-2 group),
and 17 volunteers presented heterozygosity (C/T, Alleles-1/2 group). Allele-1
group presented higher serum levels of specific IgG for SARS-CoV-2 (p=0.0269)
and percentages of intermediate monocytes (p=0.017), in contrast to the lower
percentages of non-classical monocytes (p=0.0141) at the post-vaccination
occasion than at the pre-vaccination. On the other hand, the Allele-2 group
presented higher circulating levels of IFN- at the pre- (p=0.0248; p=0.0206) and
post-vaccination occasions (p=0.0305; p=0.0338) than to the values observed in
both the Allele-1 and Alleles-1/2 groups, respectively. Additionally, correlation
coefficient and multivariate linear regression analysis showed that, overall, the
Allele 1 group presented serum levels of specific IgG for CMV antigens positively
associated with a systemic pro-inflammatory state and the presence of senescent
T cells. In contrast, the Allele-2 and Alleles-1/2 groups showed that serum levels

of specific IgG for SARS-CoV-2 antigens were positively associated with a



regulated systemic inflammatory state. Conclusion: Although the Allele-1 group
presented higher serum levels of specific IgG for SARS-CoV-2 post-vaccination,
the groups' immunogenicity and neutralizing antibody levels were similar.
Additionally, the Alelo-1 group showed a significant association with the presence
of a systemic pro-inflammatory state and CMV seropositivity. Together, these
findings corroborate not only our previous observation that individuals with Allele
1 for the IFN-lambda gene can present a delayed immune response to the virus
and/or vaccination, but also the literature indicating that the pro-inflammatory
systemic status may be due to the lower control of CMV infection, which has been

described in individuals who present this allelic discrimination.

Keywords: SARS-CoV-2, aging, immunosenescence, inflammaging,

immunoglobulins, cytokines, immunophenotyping.
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1 INTRODUGCAO

A doenga do coronavirus 2019 ou COVID-19, originada pelo novo
coronavirus 2, causador da sindrome respiratéria aguda grave (SARS-CoV-
2), foi identificada pela primeira vez em Wuhan, China, em dezembro de 2019 e
rapidamente se espalhou pelo mundo, tornando-se uma emergéncia de saude
Global." Vale destacar que, até 15 de setembro de 2024, mais de 776 milhdes
de casos confirmados e mais de 7 milhdes de mortes foram relatados

globalmente desde o inicio da pandemia.?

A experiéncia clinica indica que a COVID-19 é altamente heterogénea,
variando de casos assintomaticos e leves até graves, podendo causar morte.
Dentre varias caracteristicas, fatores do hospedeiro sao determinantes-chave da
gravidade e progressao da doenga comum, por exemplo, a idade, a qual tem

sido apontada como um fator corolério para a gravidade da doenca.3

Neste sentido, com o objetivo de entender com maior exatidao porque a
populacao idosa se configura como uma das mais afetadas na COVID-19, alguns
estudos e revisdes postularam que certas caracteristicas do envelhecimento

poderiam estar envolvidas, entre elas, a imunossenescéncia.

De fato, a imunossenescéncia consiste em um fendbmeno multifatorial e
dinamico que afeta de forma negativa tanto a imunidade natural (inata) quanto a
imunidade adquirida e, por isso, desempenha um papel critico para o
desenvolvimento e progressao da maioria das doengas crbnicas evidenciadas
em idosos.>® Entre as principais caracteristicas da imunossenescéncia,
destaca-se: (i) a diminuicdo da resposta imunoldgica contra novos antigenos,
particularmente a vacinas; (i) o acumulo de células T de memdéria e/ou
senescentes devido a infecgdes repetidas; e (iii) a presenga de uma inflamacgéao

sistémica, estéril, cronica de baixo-grau conhecida como “Inflammaging”.®

Este fendmeno (“Inflammaging”) vem sendo apontado como um fator
crucial que aumenta o risco de morbidade e mortalidade em idosos,'° pelo fato
desta condi¢cdo de inflamagao crénica provocar uma redugado progressiva na
capacidade de desencadear respostas imunes celulares e de anticorpos eficazes

contra infecgbes e vacinagdes."


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/covid-19
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/severe-acute-respiratory-syndrome-coronavirus-2

14

Como ja mencionado, o declinio da fungdo imune observado em
individuos idosos afeta tanto o sistema imune inato como o adaptativo.'
Especificamente sobre a imunidade inata, evidéncias cumulativas indicam que o
envelhecimento exerce efeitos significativos em todas as células envolvidas
nesta etapa da resposta imune, incluindo os mondcitos, 0os quais representam
um importante componente fagocitico deste sistema.'® Vale salientar que
monadcitos sdo um tipo heterogéneo de leucdcitos com caracteristicas fenotipicas
e funcionais distintas, sendo por isso classificados em trés subconjuntos:
mondocitos classicos, os quais apresentam na sua superficie celular os
marcadores CD14**/CD167; os mondcitos intermediarios que apresentam
CD14**/CD16*, e o0s mondcitos nao classicos que apresentam
CD14*/CD16*+.14.15

De acordo com a literatura, cada subconjunto de mondcitos pode exercer
fungdes especificas durante o processo inflamatério. Neste contexto, os
mondcitos classicos (CD14++CD16-), que constituem aproximadamente 90% do
total de mondcitos circulantes, sdo considerados células inflamatorias que tém
potencial para gerar os outros subtipos.'®-'® Por outro lado, os mondcitos ndo
classicos (CD14+C16++), responsaveis pela remocao de detritos vasculares e
com um perfil anti-inflamatério, representam cerca de 10% dos mondécitos
circulantes.'®21 Ja, os mondcitos intermediarios (CD14++CD16+) constituem até
5% dos mondcitos em circulagdo e se caracterizam pela elevada capacidade
fagocitica e produgdo significativa de espécies reativas de oxigénio.??23
Curiosamente, esses subtipos podem alterar seus fendétipos para um estado
inflamatério de acordo com o estimulo recebido?* e, durante o envelhecimento,
apresentam alterada producgao de citocinas e expressao de receptores do tipo
Toll (Toll-like receptors - TLR), bem como redugédo da atividade fagocitica e
diminuigéo da expressao do complexo de histocompatibilidade principal (Major
Histocompatibility Complex — MHC) classe Il, 0 que, em conjunto, potencialmente
leva a uma diminuicdo da eficacia das respostas a vacinagdo em individuos

idosos.?°

Além da imunidade inata, o sistema imune adaptativo também sofre
alteragdes com a progresséo da idade, pois tem sido visto que as respostas das

células T e B tendem a diferir quantitativa e qualitativamente, o que pode ter
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significativa consequéncia na eficacia da resposta imune contra novos
antigenos, bem como a vacinagéo.® Neste contexto, uma das mais pronunciadas
mudangas presentes no processo de imunossenescéncia € a involugéo do timo,
com evidente declinio da produgéo de linfocitos T “naive”. Em decorréncia dessa
reducdo € observada importante limitagdo da habilidade de gerar a resposta
imune especifica a novos antigenos.?® Associado a isto, a manutengdo de
linfécitos T por décadas na periferia, onde sdo expostos a uma série de fatores
de impacto negativo, como aqueles relacionados ao estresse oxidativo e
inflamacao, os impdéem a limitacdo de fatores de sobrevivéncia e proliferacao

quando ativadas.?"28

E interessante notar que ao mesmo tempo que se observa uma
significante redugao dos linfécitos T “naive”, seja pela involugéo do timo ou ainda
pela limitacdo de sobrevivéncia e proliferacdo, assim favorecendo a inducao de
apoptose destas células pelo aumento de citocinas proé-inflamatoérias, o numero
de linfécitos efetores ou de memoria esta aumentado.'22? Além disso, mudangas
no fendtipo das células circulantes para estagios mais diferenciados e com
limitada capacidade proliferativa, por exemplo, pela perda da expressao de
moléculas coestimuladoras, como o CD28 (linfocitos T CD28),*° sé&o
frequentemente correlacionados com a reduzida resposta imune de mucosa a

vacinacao em individuos idosos.?'

Ainda se tratando da imunossenescéncia, um fator ambiental comum que
€ reconhecido por acelerar o envelhecimento do sistema imunolégico € a
infecgdo crénica pelo citomegalovirus (CMV), um virus B-herpes humano
altamente presente na populagdo.’? Embora o CMV geralmente permanecga
latente e assintomatico ao longo do tempo, uma parcela significativa de idosos
infectados por CMV desenvolve expansdes anormais de células TCD8+ reativas
contra este virus. Isso resulta em um perfil imunolégico caracteristico, conhecido
como perfil de risco imunolégico, que inclui aumento na frequéncia de células T
terminalmente diferenciadas e/ou senescentes (CD57+), proporg¢des inversas de

células TCD4+/TCD8+ (<1,0) e redugdo no numero de células B.33

E importante destacar que citocinas pré-inflamatérias tém potencial de
reativar o CMV do seu estado latente para uma fase de replicagdo ativa.

Consequentemente, os ciclos repetidos de reativagao assintomatica e replicagao
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deste virus contribuem para aumentar o estado pro-inflamatorio sistémico, que
por sua vez, pode ser responsavel pelo aumento da morbidade e mortalidade em

pacientes idosos com infecgdes coexistentes.3+:3°

No que se refere a regulagdo do CMV, sabe-se que a coordenagao entre
a resposta imune inata e adaptativa desempenha um papel crucial. Enquanto as
respostas imunes inatas, que incluem o interferon (IFN) e as células Natural
Killers (NK), sao fundamentais para o controle imediato da infecgao por CMV, as
respostas adaptativas das células T sdo essenciais tanto durante a fase ativa da

infecgédo quanto no controle da reativagao subsequente.36

Particularmente, os IFNs do tipo | e do tipo Il sdo responsaveis por induzir
um estado intracelular de resisténcia viral, mediante a ativacdo de multiplos
efetores antivirais e a estimulacdo das respostas imunes adaptativas. Estudos
em modelos animais, principalmente em camundongos, demonstraram redugéo
na replicacao viral do SARS-CoV-2 apds a administragao de IFN tipo Ill, também
conhecido como IFN-lambda.3” Ndo obstante, em pacientes afetados pela
COVID-19, observou-se frequentemente uma falta de resposta aos IFNs, apesar
da presenca de elevados niveis de citocinas pro-inflamatérias, particularmente
entre os idosos.® Adicionalmente, notou-se que, de maneira andloga ao
observado para o SARS-CoV-2, o IFN-lambda desempenha um papel relevante
na modulacdo da infeccdo pelo CMV, visto que evidéncias sugerem que
polimorfismos na regido gendmica do IFN-lambda 3/4 estao correlacionados com
uma maior suscetibilidade a replicagdo deste virus, o que implica que essa
classe de IFNs pode exercer um controle significativo sobre a laténcia e
replicagdo do CMV.39

Vale destacar que estudos relacionados a analise de polimorfismos
genéticos de citocinas tém demonstrado que variagdes nas frequéncias alélicas
na regiao promotora dos genes das citocinas podem ser relacionadas com sua
producao e liberagdo. Os polimorfismos de nucleotideo unico (single nucleotide
polymorphisms — SNPs) na regido promotora dos genes de determinadas
citocinas vém sendo associados com maior suscetibilidade a doencas de carater
inflamatorio. Assim, polimorfismos na regido promotora do gene de citocinas s&o
responsaveis por influenciar a atividade e interferir nas agdes biologicas delas, o

que sugere que essas variagdes alélicas possam, ao menos em parte, explicar
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a suscetibilidade as doencas, uma vez que podem vir acompanhadas pelo

aumento dos niveis séricos correspondentes.3®

Em se tratando do polimorfismo genético no IFN-lambda do tipo 3/4
(rs12979860 C>T), os resultados obtidos por nosso grupo de pesquisa, ao
avaliar o impacto deste polimorfismo nas respostas especificas de IgG para
COVID-19 em idosos soropositivos para CMV, presumivelmente sugeriram que
a homozigose para alelo 2 (T/T) promove uma agdo mais protetora contra a
infeccdo por CMV, enquanto a homozigose para o alelo 1 (C/C) pode gerar um
ambiente mais favoravel ao CMV, o qual interfere na resposta imune contra o
SARS-CoV-2.40

Assim, estes achados sugerem que polimorfismo no IFN-lambda-3/4 pode
impactar negativamente na resposta imune a infecgdo viral e a vacinagdo em
idosos e evidenciam a importancia de compreender os fatores que podem

interferir na indugao de uma resposta imune eficiente nesta populacgao.

Em relagdo a vacinagcdo em nosso pais, a campanha de imunizagao
contra a COVID-19 teve inicio em 17 de janeiro de 2021, no estado de Sao Paulo.
A primeira vacina a ser administrada foi a CoronaVac.*' desenvolvida pelo
laboratério chinés SINOVAC LIFE SCIENCES em parceria com o INSTITUTO
BUTANTAN. A CoronaVac consistiu em uma vacina adsorvida COVID-19,
utilizando o virus inteiro e inativado que foi administrada por via intramuscular e
cujo esquema vacinal foi inicialmente composto por duas doses com intervalo de
2-4 semanas entre elas.*? A CoronaVac utiliza uma tecnologia molecular
amplamente empregada em outros imunizantes e se mostrou ser capaz de ser
reconhecida e induzir ativacdo do sistema imune, porém isenta da possibilidade

de replicacdo apos a administracdo.*?

Vale reforcar que, segundo a literatura, o declinio na producéo de
anticorpos apos a vacinagao em idosos pode estar associada a redugao da
expansao e diferenciagdo das células B especificas do antigeno, levando a
producao de titulos reduzidos de IgG especifica para o antigeno vacinal. Além
disso, os anticorpos produzidos sdao de baixa qualidade devido a reducéo da
mudanga de classe e mutagao somatica nos genes da regido variavel, resultando

em afinidade reduzida. Desta forma, os anticorpos produzidos por individuos
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mais velhos tém capacidade diminuida de neutralizar e opsonizar patdégenos,

resultando em menor protegdo contra infecgdes.*344

Diante desta breve descricdo sobre os aspectos relacionados ao
envelhecimento frente a COVID-19 e infecgao prévia pelo CMV, acredita-se que
o desenvolvimento deste estudo fornecera informagdes importantes para o
entendimento do possivel impacto do polimorfismo do IFN-lambda sobre as
repostas imunes/inflamatérias em idosos soropositivos para CMV que foram
imunizados com CoronaVac para COVID-19. Além disso, podermos contribuir
com o avango do entendimento, de abordagens de vacinagao e/ou tratamento
dessa populacéo, implicando diretamente no aprimoramento da assisténcia, na

saude e no bem-estar dos idosos.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Avaliar a influéncia do polimorfismo para IFN-lambda sobre as respostas
imune/inflamatérias em idosos soropositivos para CMV vacinados com
CoronaVac para COVID-19.

2.2 Especificos

Propde-se avaliar, antes e apés a vacinagdo com CoronaVac:
- a concentracao sérica de IgG especificas para o SARS-CoV-2;
- a concentragéao sérica de IgG especifica para o CMV;
- a concentragao sistémica de citocinas de perfil pro (IL-6, IL-17, IFN-a, IFN-(3,
IFN-y e TNF-a) e anti-inflamatério (IL-10);
- a homozigose e/ou heterozigose para o polimorfismo no gene il28b (IFN-
lambda-like, rs12979860),
- a caracterizacao fenotipica dos subtipos de mondcitos;
- a caracterizagao fenotipica dos linfocitos TCD4+ e TCD8+ (“naive” e

senescentes).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Populagao

Para a realizagdo do presente estudo, participaram 42 idosos com idade
entre 60 e 85 anos, de ambos os sexos (30 mulheres e 12 homens),
soropositivos para CMV e que foram submetidos a imunizag¢ao para a COVID-19

com duas doses da vacina CoronaVac em 2021.
3.2 Desenho do Estudo

Trata-se de um estudo observacional, exploratorio, prospectivo, com
analise de desfecho pré e pos, seguindo as diretrizes Strengthening the
Reporting of Observational Studies in Epidemiology (STROBE) para garantir o

rigor metodoldgico.
3.3 Recrutamento dos Participantes

Todos os participantes foram recrutados e selecionados junto a Disciplina
de Geriatria e Gerontologia da Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP),

com o auxilio de um médico geriatra colaborador do estudo.
3.4 Critérios de Selegao

Os voluntarios elegiveis foram convidados a participar do estudo, tendo
os critérios de inclusao e exclusao cuidadosamente definidos e avaliados por um
unico médico geriatra. Neste sentido, os critérios de inclusdo foram: (i) idade
entre 60 e 85 anos no momento do recrutamento; (i) ndo apresentar
soropositividade para o HIV; (iii) ndo ter doengas neuroldgicas ou cancer, (iv) ndo
ter apresentado sintomas gripais durante o periodo de participagado no estudo;
(v) e concordar em participar da pesquisa. Ja, os critérios de excluséo foram: (i)
estar submetido a corticoterapia ou fazer uso de qualquer outro medicamento
anti-inflamatério durante, pelo menos, 2 meses em alguma fase do estudo; (ii)
estar submetido a terapia com plasma convalescente em alguma fase do estudo;

(iii) e n@o comparecer a uma etapa de coleta de amostras bioldgicas.
3.5 Calculo do Tamanho da Amostra

Para desenvolvimento do presente estudo, foi realizado um calculo
amostral no intuito de estabelecer um niumero minimo de participantes utilizando

o programa G*Power.*®* O tamanho da amostra e o poder estatistico foram
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estimados com base no teste ANOVA com tamanho de efeito de 0,30, nivel a de
0,05 (5%) e poder estatistico de 0,95. Além disso, com base em nosso estudo
anterior,*® um minimo de 41 individuos era suficiente. Vale salientar que, dentre
os 68 idosos incialmente convidados a participar voluntariamente do estudo, 25
foram excluidos por terem sido submetidos a imunizagao contra a COVID-19
com outras vacinas. Sendo assim, o numero de 42 idosos imunizados com a

vacina CoronaVac atingiu o tamanho amostral estimado.

3.6 Procedimentos Eticos

Todos os procedimentos do estudo foram esclarecidos detalhadamente
aos voluntarios e aqueles que concordaram em participar deram seu
consentimento através da assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE), previamente revisado e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Santo Amaro (UNISA), sob nuamero 4.350.476. O
estudo foi desenvolvido em conformidade com a Declaragdo de Helsinki.*® e

Resolucgao Brasileira 466/12.47
3.7 Coleta e Analise de Amostras Sanguineas

Amostras de sangue periférico foram coletadas em jejum e em tubos
apropriados para obtencao do soro em dois momentos: antes e 30 dias depois
da administracao da segunda dose da vacina CoronaVac para a COVID-19.
Aliguotas de soro (minimo de 500uL) foram obtidas ap6s coagulagéo do sangue
no proprio tubo de coleta e centrifugagao a 2000g por 10 minutos a 4°C, sendo
posteriormente congeladas a -80°C para posterior determinacdo das
concentracdes das IgG especificos para a SARS-Cov-2 e da IgG especificas

para o CMV, bem como das citocinas, descritas a seguir.

Outras amostras de sangue periférico foram coletadas em tubo com
anticoagulante EDTA para obtengcdo de células mononucleares do sangue
periférico (peripheral blood mononuclear cells - PBMCs), as quais foram
utilizadas tanto na analise de genotipagem quanto imunofenotipagem dos
subtipos de mondcitos e linfécitos T, descritos a seguir. Para isso, primeiramente
o sangue total 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 entéao
submetida a centrifugacdo a 4°C por 30 minutos a 2000rpm. Apds esta etapa, o
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pool de células obtido, correspondente a fracdo dos leucécitos, foi isolado,
lavado em PBS (1x, pH=7,4) e novamente submetido a centrifugacéo a 4°C por
10 minutos a 2000rpm. Em seguida, 5x10° células foram misturados com 1mL
de meio de congelamento (90% de soro fetal bovino + 10% de dimetilsulféxido -
DMSO) e entdo armazenados em nitrogénio liquido até serem utilizadas no

ensaio de genotipagem e imunofenotipagem.
3.8 Determinagao da IgG especificas para o virus SARS-CoV-2

A concentragcdo sérica de IgG especificas para o SARS-CoV-2 foi
determinada através da técnica de ELISA “in house”. Resumidamente, as placas
de reacao foram sensibilizadas com a concentragao de 0,12mg/mL de nCoV-PS-
Ag7 (Fapon Biotech Inc., Dongguan, China), o qual continha os antigenos -
nucleoproteina (N), membrana (M) e espicula (S). Apds etapa de bloqueio dos
sitios inespecificos, o soro de cada voluntario foi diluido em tampéo PBS-Tween
0,1% contendo 1M NaCl, numa razao 1:5.000 para IgG, e adicionadas a placa,
deixando-se incubar durante pelo menos 2 horas a 37°C. Apds essa etapa de
incubacéo e lavagem de cada pog¢o da placa, o conjugado com anti-IgG humana
ligada a enzima peroxidase (1:10.000) foi adicionado a placa e a mesma mantida
por pelo menos 1 hora a 37°C. Apods ultima etapa de lavagem, a reacgao foi
avaliada pela adigdo de uma solugdo com substrato cromogénico (TMB - 3, 3',
5, 5'-tetrametilbenzidina), seguida pela adigdo da solugédo de parada. A leitura da
reacdo foi realizada a 450nm em um leitor de microplaca (Multiskan Sky,

Thermo).
3.9 Determinagao da IgG especifica para o virus CMV

A concentragao sérica de IgG especificos para o CMV foi determinada
através do kit comercial de imunoensaio indireto (ELISA) para amostras
biolégicas (BioClin, Brasil), segundo as orientagdes fornecidas pelo fabricante.
Padrdes e controles positivos e negativos foram preparados conforme descricao

fornecida pelo fabricante.

3.10 Analise dos anticorpos neutralizantes (Virus Neutralization Test - VNT)
para o virus SARS-CoV-2

Para realizac&o do teste de neutralizag&o viral (VNT), foi utilizado o SARS-
CoV-2 (GenBank: MT MT350282), devido a seu efeito citopatico (CPE) in vitro,
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conforme descrito anteriormente.*® sendo ainda suas propriedades descritas
anteriormente em Araujo et al.*® Inicialmente 5x10* células Vero (ATCC CCL-81)
por mililitro (mL) foram adicionadas a placas de cultura com 96 pog¢os. Em
paralelo, uma série de diluicbes do soro (1:20 a 1:2.560) foi preparada para o
ensaio, sendo, em seguida, misturadas em volumes iguais com o virus (100
doses infecciosas para cultura de tecidos com ponto final de 100% por pogo -
VNT100). As misturas (de soro e virus) foram pré-incubadas durante 1h a 37°C.
Apos este tempo, as misturas foram transferidas para a monocamada de células
confluentes e entdo incubadas a 5% de CO: por trés dias a 37°C. Apos as 72h,
as placas foram analisadas por microscopia Optica, utilizando como referéncia
um CPE bruto para garantir plena distingdo da presenca/auséncia de CPE-VNT
contra a cepa de referéncia Wuhan ou a variante Delta, as quais eram
prevalentes no Brasil no momento da amostragem. Para determinagdo dos
titulos de anticorpos neutralizantes foi considerada a maior diluicao sérica capaz
de neutralizar o CPE. Como controle positivo foi utilizado um soro de referéncia
de um individuo positivo para COVID-19, avaliado por RT-gPCR, e uma redugao
de placa no teste de neutralizacdo >640 foi utilizado em cada ensaio. Por fim,
vale ressaltar que todos os procedimentos foram realizados em laboratério de

Biosseguranca nivel trés (BSL3).

3.11 Determinacao das concentragdes séricas das citocinas IL-6, IL-10, IL-
17, IFN-a, IFN-B, IFN-y e TNF-a

As concentragdes séricas das citocinas IL-6, IL-10, IL-17, IFN-a, IFN-j,
IFN-y e TNF-a foram determinadas por meio do ensaio multiplex baseado em
esferas (beads) LEGENDplex™ (Biolegend, San Diego, CA, EUA). Todas as
amostras séricas foram inicialmente diluidas 2 vezes e o volume de 25uL da
amostra diluida foi utilizada para realizagdo deste ensaio. A concentracdo de
cada citocina foi calculada com base em sua respectiva curva padrao, seguindo
as instrugdes dos fabricantes. Ainda, a linearidade do ensaio multiplex estava
dentro da faixa de 2,4 a 10.000 pg/mL, os coeficientes de correlagao 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 citdtmetro de fluxo BD Accuri™ C6 Plus
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(BD Biosciences San Jose. CA. EUA) e os dados obtidos foram analisados com
o software LEGENDPIlex™ V8.0 (Biolegend).

3.12 Caracterizagdao Imunofenotipica dos Subtipos de Monécitos e

Linfocitos T

Outra aliquota de células mononucleares do sangue periférico (PBMCs),
previamente armazenadas, foram retiradas do nitrogénio liquido e
imediatamente submetidas ao processo de descongelamento em banho-maria a
37°C. Em seguida, a solugéo contendo as células descongeladas foi transferida
para um tubo Falcon® de 15mL contendo 9mL de solugdo PBS-SFB 10% (PBS -
1x, pH=7,4 + 10% de soro fetal bovino — SFB), sendo, entdo, submetida a
centrifugacao a 4°C por 10 minutos a 2000rpm. 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, do inglés bovine serum albumin, - BSA)
e submetida a incubacado por 30 minutos a 4°C, com o mix de anticorpos
monoclonais para avaliagcdo de mondcitos: CD14 conjugado com aloficocianina
- APC ou isotiocianato de fluoresceina - FITC; CD16 conjugado com FITC ou
ficoeritrina - PE. J&a, para avaliacéo dos linfocitos T, utilizou-se o seguinte mix de
anticorpos monoclonais: CD4 conjugado com FITC, CD8 conjugado com APC,
CD57 conjugado com PE e CD28 conjugado com clorofila peridinina - PercP.
Todos os anticorpos foram adquiridos junto a empresa BD Biosciences (Franklin
Lakes, NJ, Estados Unidos). Apos este periodo de incubagao, foram adicionados
200uL de PBS e as células submetidas a centrifugacao a 4°C por 10 minutos a
2000rpm. Apos descarte do sobrenadante, o pellet foi ressuspenso em 200uL de
PBS e, por fim, as células foram submetidas a analise por citometria de fluxo
(FACSCalibur - BD Biosciences, San Jose, Estados Unidos), sendo adquiridos,
no minimo, 10.000 eventos em cada amostra. A analise foi realizada utilizando
software Cell Quest Pro. Um exemplo da analise tanto dos subtipos de mondcitos

(A) quanto dos linfécitos T (B) € mostrado na Figura 1.
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Figura 1. Em A é apresentado a estratégia utilizada na analise por citometria de
fluxo da imunofenotipagem dos subtipos de mondécitos nado classicos
(CD14*CD16*"), R3 intermediarios (CD14**CD16"*) e R4 classicos (CD14**CD16-
). Em B é apresentado a estratégia utilizada na andlise por citometria de fluxo da
imunofenotipagem das células T CD4* “naive” (CD28*CD57-), duplo positivas
(CD28*CD57*) e senescentes (CD28-CD57*).

3.12 Genotipagem para o Polimorfismo no Gene 1128b

A genotipagem do polimorfismo no gene il28b, que é conhecida como uma
citocina IFN-lambda-like (rs12979860 C>T) foi determinada através do método



26

TagMan de discriminagdo alélica para a genotipagem de polimorfismo de
nucleotideo unico (Applied Biosystems, Invitrogem) seguido o descrito por

Prokunina-Olsson e colaboradores.%0

Inicialmente as células mononucleares do sangue periférico (PBMCs),
previamente armazenadas conforme descrito acima, foram retiradas do
nitrogénio liquido e apds seu descongelamento, a mistura de células e solugao
de congelamento foi adicionada a tubos Falcon® de 15mL contendo, no minimo,
9mL de PBS (1x, pH=7,4). Logo apds, os tubos foram submetidos a
centrifugacédo a 4°C por 10 minutos a 2000rpm. Apos a centrifugacéo, o
sobrenadante foi descartado e o pellet, correspondente as células, foi submetido
a extracdo de DNA com auxilio do PureLink® Genomic DNA Mini Kit, de acordo
com as orientagdes do fabricante. O DNA extraido foi quantificado em
espectrofotometro Thermo Scientific™ NanoDrop™ One Microvolume UV-Vis, a
fim de averiguar a eficacia da extragao e estimar a qualidade do DNA obtido. Em
seguida, cerca de 4ng de DNA, de cada amostra, foram utilizados para
amplificagdo em RT-PCR através do sistema TagMan com sondas, primers e
condigbes de ciclagem seguindo protocolo previamente publicado (48).
Basicamente, esse sistema utiliza sondas alelo especificas com marcadores
fluorescentes distintos para cada uma. Isso possibilitou a amplificacédo e
deteccao especifica de cada alelo e, baseando-se nos niveis de fluorescéncias
obtidos nas amostras, foi possivel determinar a frequéncia de cada polimorfismo.
A reacao foi realizada na Plataforma StepOnePlus™ Real-Time PCR System
com computador acoplado.

4 ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente, a normalidade dos dados e a homogeneidade das variancias
foram avaliadas usando os testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente.
De acordo com isso, os dados demograficos e antropométricos, por serem
paramétricos, foram representados em média e desvio padrao, e as diferengas
avaliadas através do teste ANOVA com fator unico e pés-teste de Tukey. Ja, os
demais parametros, por apresentarem-se como variaveis ndo paramétricas,

foram representados como mediana e intervalos interquartis e as diferencas
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avaliadas através dos testes de Wilcoxon (analise intragrupo) e Kruskall-Walis

com pos-teste de Miiller-Dunn (analise intergrupo).

Além disso, o numero absoluto, bem como a razdo entre homens e
mulheres, foi avaliado através do teste Qui-quadrado. Ademais, tanto o teste de
coeficiente de correlagédo de Spearman, bem como a analise de regressao linear
multivariada ajustada para os niveis séricos de IgG especificos para SARS-CoV-

2 também foram aplicados.

Para todas as analises foi considerado o risco a < 0,05 (p< 0,05), utilizando

o programa GraphPad Prism verséao 8.0.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizagao dos grupos de voluntarios participantes do estudo

Na figura 2 sdo apresentados os resultados da analise de discriminagao
alélica obtidos na genotipagem para o polimorfismo no gene il28b (rs12979860)
dos voluntarios participantes deste estudo. De acordo com o obtido, 20
voluntarios apresentaram a homozigose C/C (grupo Alelo-1, cor vermelha),
enquanto 5 apresentaram homozigose T/T (grupo Alelo-2, cor azul) e 17

apresentaram heterozigose C/T (grupo Alelo-1/2, cor verde).
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Figura 2. Grafico representativo da discriminagao alélica obtida apds o ensaio de genotipagem
para polimorfismo no gene il28b (rs12979860) nos idosos que participaram do estudo. Na cor
vermelha estédo apresentados os voluntarios homozigotos para o alelo 1, que corresponde a base
nitrogenada citosina. Na cor azul estdo apresentados os voluntarios homozigotos para o alelo 2,
correspondente a base nitrogenada timina. Na cor verde estdo apresentados os voluntarios
heterozigotos.
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A partir desta observacao, na Tabela 1 sdo apresentados o numero de

voluntarios (total e separados por sexo) que participaram do presente estudo,

bem como dados referentes a idade e antropometria deles, tanto no total quanto

agrupados de acordo com a discriminagao alélica. Com base nestes dados, ndo

foram encontradas diferengas significativas nesses parametros entre os grupos

de voluntarios.

Tabela 1. Numero total e separados por grupos, bem como dados demograficos e antropométricos, apresentados em
média e desvio padrdo (X_t+_DP), dos voluntarios participantes do presente estudo, tanto no total quanto agrupados

por discriminacao alélica, que foram imunizados com duas doses da vacina CoronaVac para COVID-19.

Voluntarios Valor de p
Variaveis Total Alelo-1 (C/C) | Alelo-2 (T/T) Alelos-1/2 (C/T)

(n=42) (n=20) (n=05) (n=17)
Idade (anos) 73,7+4,5 73,9449 72,244 4 74,0+4,0 0,722
Homens (n) 12 4 2 6
Mulheres (n) 30 16 3 11 0,439
Proporcao H:M 1:2,58 1:4,25 1:1,5 1:1,83
Altura (m) 1,5810,10 1,56+0,10 1,61+0,10 1,59+0,12 0,488
Peso (kg) 64,4127 63,6+12,0 62,9+14,3 65,8+13,6 0,839
IMC* (kg/m?) 25,744 26,115,0 23,8+3,7 25,743,8 0,579

*IMC - indice de massa corporal

5.2 Analise de IgG especifica para os antigenos de SARS-CoV-2 e CMV

nos voluntarios agrupados com base na discriminagao alélica

AFigura 3 apresenta os resultados obtidos na avaliagéo dos niveis séricos

de IgG especifica tanto para antigenos de SARS-Cov-2 (Figuras 3A e 3B) quanto

de CMV (Figuras 3C) conforme a discriminacao alélica em: Alelo-1 (C/C), Alelo-
2 (T/T) e Alelos-1/2 (C/T).

A este respeito, foram encontrados maiores niveis séricos de IgG

especificos para SARS-CoV-2 no momento pds-vacinacdo do que no momento

pré-vacinacao especificamente no grupo Alelo-1

Nenhuma outra diferencga estatisticamente significativa foi encontrada.

(Figura 3A, p=0,0269).
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Vale ressaltar que a Figura 3B mostra a dindmica da resposta de
anticorpos para antigenos do SARS-CoV-2 nos voluntarios agrupados de acordo
com a discriminacgéo alélica. Em cada figura, o percentual relatado corresponde
aos voluntarios que apresentaram niveis aumentados de IgG pds-vacinagéo, ou

seja, os valores da imunogenicidade.
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Figura 3. Niveis séricos totais de 1gG especificos para antigenos SARS-CoV-2 [D.O. 450nm (A)]
e CMV [UlI/mL (C)], bem como a dindmica dos niveis séricos de IgG para SARS-CoV-2 (B), antes
e 30 dias apds a imunizagdo com duas dosas da vacina CoronaVac para COVID-19, nos
voluntarios idosos agrupados de acordo com o polimorfismo do gene IFN-lambda 3/4 [Alelo-1
(C/C), Alelo-2 (T/T) e Alelos-1/2 (heterozigoto, C/T). * p<0,05

5.3 Analise de anticorpos neutralizantes para os antigenos de SARS-CoV-

2 e CMV nos voluntarios agrupados com base na discriminagao alélica

A Figura 4 mostra os resultados obtidos na avaliacdo dos niveis séricos
de IgG especificos tanto para antigenos de SARS-Cov-2 (Figura 4A) quanto de
CMV (Figura 4B), nos grupos de voluntarios agrupados de acordo com a
discriminagdo alélica em: Alelo-1 (C/C), Alelo-2 (T/T) e Alelos-1/2 (C/T)
separados em nao respondedores (NRE) e respondedores (RE) de acordo com
os dados obtidos no teste VNT. Conforme pode ser observado, ndo foram

encontradas diferengas estatisticamente significativas. Diante disso, vale
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esclarecer que a apresentacdo dos proximos resultados nao contara com a

separagao dos voluntarios nestes subgrupos.

.-.1'5'
£
[ o]
B 1.0-
=
o
Q 0.5
QO
2
O_D- o - . gy . gy = = - i O - - iy
Pré Pés Pré Pés Pré Pés Pré Pés Pré Pos Pré Pos
NRE RE NRE RE NRE RE
Alelo-1 Alelo-2 Alelo-1/2
25=

ha
(=]
1

%%%L%%féi%

(53]
1

(=]

IgG - CMV (Ul/mL)
1 oFeged
FL%%@

I 1 I 1 1 I I 1 I 1 I
Pré Pés Pré Pés Pré Pos Pré Pés Pré Pés Pré Pos
NRE RE NRE RE NRE RE
Alelo-1 Alelo-2 Alelo-1/2

Figura 4. Niveis séricos totais de I1gG especificos para antigenos SARS-CoV-2 [D.O. 450nm (A)]
e CMV [Ul/mL (B)], antes e 30 dias apds a imunizagdo com duas dosas da vacina CoronaVac
para COVID-19, nos voluntarios idosos agrupados segundo o polimorfismo do gene IFN-lambda
3/4 [Alelo-1 (C/C), Alelo-2 (T/T) e Alelos-1/2 (heterozigoto, C/T), quando separados de acordo
com a presenga (respondedores - RE) ou auséncia (ndo respondedores - NRE) de anticorpos
neutralizantes.

5.4 Analise da imunofenotipagem de células T CD4+ e CD8+

A Figura 5 mostra as porcentagens de células T CD4+ e T CD8+ tanto
‘naive” (CD28+CD57-, Figura 5A e 5B), quanto duplamente positivas
(CD28+CD57+, Figura 5C e 5D) e senescentes (CD28-CD57+, Figura 5E e 5F),
respectivamente, antes e apdés a administracdo da segunda dose da vacina
CoronaVac nos voluntarios agrupados de acordo com a discriminagéo alélica em:
Alelo-1 (C/C), Alelo-2 (T/T) e Alelos 1/2 (C/ T). Nenhuma diferencga significativa

foi encontrada nestas avaliacoes.



32

+ — 50 + 40+
25 5%
CgQad © © 834 o
- P = +U [e]
8 2 24 3 QZO-
E: E <
S = w
= = 104
2 104 2 % %
33 «%v a% ov0 f i % 8% % "%
2= 0 R 0
Pre os Pre Pos Pre Pos Pre Pos Pre Pré Pos

Alelo-1 Alelo-2 Alelos-1/2 Alelo-1 Alelo-2 Alelos-1/2

7~

T T T ) T T
Pré Pos Pré Pos Pré Pos

O

-
—y
o

1

-

[41]

o
1

100+
100+

(-]
o
L
[4)]
o
L

v e

-
o
1

% de linfocitos T CD8+
duplo positivos (CD28"CD57")

o
o

% de linfocitos TCD4+ )
duplo positivos (CD28"CD57")
w
(=)
L

T T 1 1 T T
Pré Pos Pré Pos Pré Pos
Alelo-1 Alelo-2 Alelos-1/2 Alelo-1 Alelo-2 Alelos-1/2

%% %%

T T
Pre F'os F're Pés Pré Pos

m

(-]
]
L
w
]

[=2]
1
L]
o
1

o

Bi- s

s
1
-
o
1

[\*]
1
(2]
L

o

% de linfécitos TCD4+
senescentes (CD28°CD57%)

o

(=]

% de linfocitos T CD8+ 1
senescentes (CD28°CD57%)
o
1

1
Pré Pos F're F'os Pre’ Pos
Alelo-1 Alelo-2 Alelos-1/2 Alelo-1 Alelo-2 Alelos-1/2

Figura 5. Porcentagens de linfécitos T “naive” (CD28+CD57-), duplamente positivas
(CD28+CD57+) e senescentes (CD28-CD57+) para o fenétipo CD4+ (A, C e E, respectivamente)
e CD8+ (B, D e F, respectivamente), antes e 30 dias apds a imunizagdo com duas doses da
vacina CoronaVac para COVID-19, nos voluntarios idosos agrupados de acordo com o
polimorfismo no gene IFN-lambda 3/4 [Alelo-1 (C/C), Alelo-2 (T/T) e Alelos-1/2 (heterozigoto,
C/T)].

5.5 Analise da imunofenotipagem dos subtipos de monécitos

A Figura 6 mostra as porcentagens dos subtipos de mondcitos [néo
classico (CD14+CD16++, Figura 6A), intermediario (CD14++CD16+, Figura 6B)
e classico (CD14++CD16-, Figura 6C), antes e apds a administragdo da segunda
dose da vacina CoronaVac nos voluntarios agrupados de acordo com a
discriminagdo alélica em: Alelo-1 (C/C), Alelo-2 (T/T) e Alelos-1/2 (C/T). Foram
observadas menores porcentagens de monocitos ndo classicos (Figura 6A) no

momento pos-vacinagao, tanto no grupo homozigoto para o Alelo-1 (p=0,0141)
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quanto no grupo Alelos-1/2 (p=0,007), do que os valores no momento preé-
vacinagao. Interessantemente, foi encontrado um aumento nas porcentagens de
monocitos intermediarios no momento pods-vacinagao exclusivamente nos
voluntarios com homozigose para o Alelo-1 em comparagao aos valores pré-
vacinagdo (p=0,017, Figura 6B). Nenhuma outra diferenca significativa foi

encontrada.
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Figura 6. Porcentagens de subtipos de mondcitos ndo classicos (CD14+CD16++, A),
intermediarios (CD14++CD16+, B) e classicos (CD14++CD16-, C), antes e 30 dias apds a
imunizacdo com duas dosas da vacina CoronaVac para COVID-19, nos voluntarios idosos
agrupados de acordo com o polimorfismo no gene IFN-lambda 3/4 [Alelo-1 (C/C), Alelo-2 (T/T) e
Alelos-1/2 (heterozigoto, C/T)]. * p<0,05 e ** p<0,01.

5.6 Analise da concentragao sérica e modulagao de citocinas pré e anti-

inflamatorias

Na Figura 7 sdo apresentados os resultados obtidos na avaliacdo das
concentracdes sericas de citocinas pré-inflamatérias IL-6 (Figura 7A), IL-17 (Figura 7B),
IFN-a (Figura 7C), IFN-B (Figura 7D), IFN-y (Figura 7E) e TNF-a (Figura 7F) e a anti-
inflamatadria IL-10 (Figuras 7G) antes e 30 dias apds a administragao da segunda

dose da vacina CoronaVac nos voluntarios agrupados de acordo com a
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discriminagao alélica em: Alelo-1 (C/C), Alelo-2 (T/T) e Alelos-1/2 [heterozigotos
(C/IM)].

Niveis séricos mais elevados de IFN-B (Figura 7D) foram observados nos
voluntarios do grupo Alelo-2 (T/T), ndo apenas no momento pré-vacinagéo, mas
também no momento pés-vacinagdo, do que os valores observados nos
voluntarios dos grupos Alelo-1 (C/C), p=0,0248 e p=0,0206, respectivamente) e
Alelos-1/2 (C/T, p=0,0305 e p=0,0338, respectivamente).
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Figura 7. Comparacao dos niveis séricos das citocinas pré-inflamatérias IL-6 (A) IL-17 (B), IFN-
a (C) IFN-B (D), IFN -y (E), TNF-a (F) e a anti-inflamatdria IL-10 (G), antes e 30 dias apds a
imunizagcdo com duas dosas da vacina CoronaVac para COVID-19, nos voluntarios idosos
agrupados de acordo com o polimorfismo em IFN-lambda 3/4 [Alelo 1 (C/C), Alelo 2 (T/T) e Alelos
1 e 2 (heterozigoto, C/T)]. Os valores sdo apresentados como mediana e intervalo interquartil. O
nivel de significancia foi fixado em 5% (*p<0,05).

5.7 Analise da modulacao entre as citocinas proé e anti-inflamatérias

Na Figura 8 sao apresentados os resultados obtidos na avaliagdo da razao
entre as citocinas pro-inflamatdrias e a citocina anti-inflamatéria IL-10 [IL-6/IL-10
(Figura 8A), IL-17/IL-10 (Figura 8B), IFN-a/IL-10 (Figura 8C), IFN-B/IL-10 (Figura
8D), IFN-y/IL-10 (Figura 8E) e TNF-a/IL-10 (Figura 8F), antes e 30 dias apos a
administragao da segunda dose da vacina CoronaVac nos voluntarios agrupados
de acordo com a discriminagao alélica em Alelo 1 (C/C), Alelo 2 (T/T) e Alelos 1
e 2 [heterozigotos (C/T)].

Da mesma forma que os resultados observados no item anterior, valores
mais elevados da relagdo IFN-B/IL-10 (Figura 4D) foram encontrados nos
voluntarios do grupo Alelo-2 (T/T), tanto nos momentos pré quanto poés-
vacinagdo, do que nos voluntarios dos grupos Alelo-1 (C/C, p=0,0050 e
p=0,0009, respectivamente) e Alelos-1/2 (C/T, p=0,0020 e p<0,0017,
respectivamente). Além disso, também foi encontrada uma redugao significativa
nos valores da razdo IL-6/IL-10 (Figura 4A, p=0,0214) no momento pos-
vacinagao nos voluntarios do grupo Alelo-2 (T/T) em comparagéo aos valores

observados nos momentos pré-vacinagao.
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Figura 8. Analise da razao entre os niveis de citocinas pré e anti-inflamatérias [IL-6/IL-10 (A), IL-
17/1L-10 (B), IFN-a/IL-10 (C), IFN-B/IL-10 (D) e IFN-y/IL-10 (E) e TNF-a/IL -10 (F), antes e 30 dias
apos a imunizacdo com duas dosas da vacina CoronaVac para COVID-19, nos voluntarios idosos
agrupados de acordo com o polimorfismo em IFN-lambda 3/4 [Alelo-1 (C/C), Alelo-2 (T/T) e
Alelos-1/2 (heterozigoto, C/T)]. * p<0,05.

5.8 Analise do coeficiente de correlagao entre os parametros avaliados

A Tabela 2 apresenta os resultados significativos obtidos na analise do
coeficiente de correlagdo de Spearman tendo os niveis de IgG especificos, tanto
para os antigenos do SARS-CoV-2 quanto do CMV, como principais parametros
avaliados. Exclusivamente o grupo Alelo-1 (C/C) mostrou que os niveis séricos
de IgG especificos para antigenos SARS-CoV-2 (IgG-COVID-19) apresentaram
associagao negativa com os valores de IMC, principalmente no momento pré-
vacinagao, enquanto os valores séricos os niveis de IgG para antigenos de CMV
(IgG-CMV) foram positivamente associados n&o apenas a um estado pro-
inflamatorio sistémico, independentemente do momento avaliado, mas também
a presenga de células T senescentes (tanto células T CD4+ quanto células T

CD8+), no momento pés-vacinagdo. Em relagdao ao grupo Alelo-2 (T/T), no
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momento pré-vacinagdo, foram encontradas correlagbes negativas entre os
niveis séricos de IgG para antigenos SARS-CoV-2 (IgG-COVID-19) e IL-17 ou
IL-17/1L-10, e TNF-a. ou TNF-0/IL-10, em contraste com correlagbes positivas
entre os mesmos anticorpos e os niveis circulantes de IFN-a e IFN-y, bem como
as razdes IFN-o/IL-10 e IFN-y/IL-10, enquanto, no momento pods-vacinagao, o0s
niveis séricos de IgG para antigenos SARS-CoV-2 (IgG-COVID-19) mostraram
uma correlagao positiva com os niveis de IL-10 e uma correlagdo negativa com
a percentagem de células T CD8+ senescentes. Por ultimo, o grupo Alelo-1/2
(heterozigoto, C/T) apresentou, no momento pré-vacinagdo, apenas uma
correlagao negativa entre os niveis séricos de IgG para antigenos SARS-CoV-2
(IgG-COVID-19) e as porcentagem de mondcitos intermediarios, bem como
correlagdes positivas entre os niveis sistémicos desses anticorpos (IgG-COVID-

19) e os niveis circulantes de IL-10 e IFN-y, no momento pds-vacinagao.

Tabela 2. Analise do coeficiente de correlagdo de Spearman entre todos os pardmetros avaliados
no presente estudo antes (pré-vacinagao) e 30 dias apds a administragdo da segunda dose da
vacina CoronaVac (pds-vacinagdo) nos grupos de voluntarios separados de acordo com a
discriminacgéao alélica em Alelo-1 (C/C), Alelo-2 (T/T) e Alelos-1/2 (heterozigoto, C/T),

Grupo Alelo-1 (C/C)

Parametros Pré-vacinagao Parametros Pdés-vacinagao
Valor de r Valor de p Valor de r Valor de p
IgG-COVID-19 X BMI -0.450 0.040 IgG-CMV X IFN-y 0.554 0.009
IgG-CMV X IL-17 0.558 0.008 [gG-CMV X IL-6/IL-10 0.475 0.029
IgG-CMV X IFN-y 0.534 0.012 IgG-CMV X IFN-y/IL-10 0.697 <0.001
IgG-CMV X IL-17/IL-10 0.510 0.018 IgG-CMV X linfocitos TCD4+ senescentes 0.655 <0.001
IgG-CMV X IFN-y/IL-10 0.606 0.003 IgG-CMV X linfécitos TCD8+ senescentes 0.675 <0.001
Grupo Alelo-2 (T/T)
Parametros Pré-vacinagéo Parametros Pds-vacinagao
Valor de r  Valor de p Valor de r Valor de p
IgG-COVID-19 X TNF-a. - 0.995 <0.001 IgG-COVID-19 X IL-10 0.878 0.048
IgG-COVID-19 X IFN-a 0.996 <0.001 |lgG-COVID-19 X linfécitos TCD8+ senescentes - 0.886 0.045
[gG-COVID-19 X IFN-y 0.918 0.027
IgG-COVID-19 X IL-17 - 0.968 0.006
IgG-COVID-19 X TNF-o/IL-10 -0.999 <0.001
IgG-COVID-19 X IFN-a/IL-10 0.998 <0.001
IgG-COVID-19 X IFN-y/IL-10 0.922 0.025
IgG-COVID-19 X IL-17/IL-10 -0.990 0.001
Grupo Alelos-1/2 (C/T)
Parametros Pré-vacinagao Parametros Pd6s-vacinagao
Valorde r Valorde p Valor de r Valor de p
IgG-COVID-19 X Intermediario - 0.528 0.029 IgG-COVID-19 X IL-10 0.513 0.035
IgG-COVID-19 X IFN-y 0.567 0.017
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5.9 Andlise de regressao linear multivariada

Além da avaliagcdo do coeficiente de correcdo acima apresentada,
também realizamos uma analise de regressao linear multivariada ajustada para
niveis séricos especificos de IgG para antigenos SARS-CoV-2 (Tabela 3). Nesta
analise, observou-se que o grupo Alelo-1 (C/C) apresentou efeito significativo do
IMC, tanto pré quanto pés-vacinagao, bem como dos niveis sistémicos de IL-17
e IFN-y, além das razbées de IL-17/IL-10 e IFN-y/IL-10, com a resposta de
anticorpos para vacinagao contra COVID-19. Em relagao ao grupo Alelo-2 (T/T),
no momento pré-vacinagéo, foi encontrado efeito significativo dos valores de
IgG-CMV, enquanto, no momento pds-vacinagao, efeitos significativos com os
valores de IgG-CMV e a porcentagem de mondcitos néo classicos foram
observadas em relagao a resposta de anticorpos para vacinagao contra COVID-
19. Finalmente, o grupo Alelo-1/2 (heterozigoto, C/T) apresentou apenas um

efeito significativo com a idade, no momento pds-vacinagao.

Tabela 3. Resultados referentes a analise de regressdo multivariada com ajuste para niveis
séricos IgG especificos para antigenos SARS-CoV-2, antes (pré-vacinagao) e 30 dias apds a
administragdo da segunda dose da vacina CoronaVac (pds-vacinagéo) nos grupos de voluntarios
separados de acordo com a discriminacao alélica em Alelo-1 (C/C), Alelo-2 (T/T) e Alelos-1/2
(heterozigoto, C/T),

Ajuste para IgG especifica para antigenos do SARS-CoV-2

Alelo-1 (C/C)
Parametros Pré-vacinacao Pés-vacinagéo
Valor de g IC* - 95% Valor de p R? Valor de g IC - 95% Valor de p R?
IMC -0,03636 -0,0142 a 0,0416 0,0433 0,5496 -0,03849 -0,0673 a -0,00971 0,0124 0,1686
IL-17 ns ns ns Ns -0,1911 -0,359 a -0,0229 0,0301 0,6288
IL-17/IL-10 ns ns ns Ns -0,6557 -1,272 a -0,0395 0,0392 0,5796
IFN-g ns ns ns Ns 0,004449 0,0017 a 0,0072 0,0049 0,8339
IFN-g/IL-10 ns ns ns Ns 0,01261 0,0037 a 0,0215 0,0102 0,6984
Alelo-2 (T/T)
Parametros Pré-vacinacao Pés-vacinagéao
Valor de g IC - 95% Valor de p R? Valor de g IC - 95% Valor de p R?
IgG-CMV -0,03536 -0,0329 a -0,0378 0,0001 0,9998 -0,2331 -0,2727 a -0,1934 0,0003 0,9997
Nao classicos ns ns ns Ns 6.734 3,774 a 9,695 0,0054 0,9996
Alelo-1/2 (C/T)
Parametros Pré-vacinacao Pés-vacinagéao
Valor de g IC - 95% Valor de p R? Valor de g IC - 95% Valor de p R?
Idade ns ns ns ns -0,02826 -0,0585 a -0,00199 0,0379 0,2423

*IC = intervalo de confianga
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, foi demonstrado pela primeira vez que idosos
soropositivos para CMV, quando agrupados de acordo com o polimorfismo do
gene IFN-lambda 3/4 (rs12979860 C>T), apresentam distinta resposta
imune/inflamatoria apds imunizacdo com duas doses da vacina CoronaVac para
COVID-19.

Primeiramente, € importante mencionar que, independentemente do
grupo em que os voluntarios se enquadraram, a baixa imunogenicidade
observada aqui [grupo Alelo-1 (35%), grupo Alelo-2 (40%) e grupo Alelos-1/2
(35%)] ndo apenas corrobora a literatura, mas também reforga o efeito prejudicial

da imunossenescéncia no contexto da vacinagao na populagao idosa.>'-53

Além disso, como previamente mencionado, os IFNs, particularmente o
IFN-lambda, apresenta um proeminente efeito sobre virus, incluindo infeccéo por
CMV e SARS-CoV-2. Neste sentido, embora tenha sido demonstrado que a
menor depuracao viral observada em criangas com infecgbes agudas do trato
respiratorio superior e em individuos adultos/idosos infectados pelo SARS-CoV-
2 poderia estar associada a variantes homozigdticas do gene ifnl3/4,54% o
impacto do polimorfismo deste gene no contexto da vacinagéo para COVID-19,
particularmente na populacdo idosa, ainda é pouco compreendido. Portanto,
investigamos aqui os SNPs do gene il28b (rs12979860 C>T), um IFN tipo 11,5657
e foi possivel evidenciar que 20 voluntarios (47,6%) apresentaram apenas
citosina no par de alelos (C/C, grupo Alelo-1), enquanto 5 (11,9%) apresentaram
apenas timina (T/T, grupo Alelo-2), e 17 (40,5%) apresentaram tanto citosina
quanto timina (C/T, grupo Alelos-1/2), na regido upstream de 3kpb do gene
iI28b.58 Vale salientar que esses achados confirmam nosso estudo anterior, no
qual o numero de idosos que tinham gendtipos com a presencga de citosina (C/C

e C/T) era maior do que apenas timina (T/T).40

Além dessas observacgdes, a avaliacao da resposta de IgG especifica para
antigenos SARS-CoV-2 nos grupos de individuos idosos participantes mostrou
aumento significativo nos niveis séricos deste anticorpo, no momento po-
vacinagao, apenas no grupo Alelo-1. Nao obstante, 0 mesmo grupo apresentou
maior porcentagem de mondcitos intermediarios e menor porcentagem de

mondocitos nao classicos apds a vacinacdo do que os valores obtidos
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anteriormente. Além disso, foi evidenciado neste grupo uma correlagéo negativa
significativa entre os niveis séricos de IgG especificos para antigenos SARS-
CoV-2 e os valores de IMC pré-vacinagao, bem como o estado proé-inflamatério
sistémico foi positivamente associado aos niveis séricos de IgG especifica para
antigenos CMV, antes e depois da vacinagdgo para COVID-19.
Interessantemente, a analise de regressao multivariada ajustada com base nos
niveis séricos de IgG especificos para antigenos SARS-CoV-2 nao apenas
confirmou o impacto negativo do IMC, mas também revelou um efeito distinto
dos niveis circulantes de IL-17 e IFN-y, bem como suas respectivas razoes (IL-
17/IL-10 e IFN-y/IL-10). Em relagao a resposta de anticorpos tanto a infecgao
quanto a vacinacao para COVID-19 em idosos soropositivos para CMV e
agrupados de acordo com o polimorfismo do gene IFN-lambda 3/4, nosso grupo
previamente mostrou que idosos homozigotos para o alelo 1 (C/C) apresentaram
niveis mais altos de IgG especifica para antigenos de SARS-CoV-2 8 meses
apods a infeccdo por SARS-CoV-2 do que aqueles encontrados durante essa
infecgao. Essa observacao nos permitiu levantar a hipétese de que esse achado
estaria associado a correlacdo negativa observada entre os niveis de IgG
especifica para SARS-CoV-2 e a soropositividade para CMV que foi verificada

exclusivamente neste grupo de idosos.*°

Tomando por base esses prévios achados, podemos aqui sugerir que 0s
niveis elevados de IgG especificos para antigenos do SARS-CoV-2 encontrados
exclusivamente no grupo Alelo-1 poderiam estar relacionados a um "retardo" na
indugcdo da resposta imune a vacinagdo. Para sustentar essa hipdtese,
destacamos que a soropositividade para CMV poderia estar associado a
influéncia (in)direta na indugcdo e manutengédo de um estado pro-inflamatorio
sistémico, visto que neste grupo foi evidenciada significativa associagao positiva

entre este estado pro-inflamatério e a soropositividade para CMV.

Neste contexto, € reconhecido que a infecgao cronica pelo CMV esta
intimamente relacionada a sucessivos ciclos de reativagao deste virus ao longo
da vida, o que leva a um aumento na producao de citocinas pré-inflamatérias, o
que impacta no estado inflamatério sistémico® e também pode prejudicar a
resposta a vacinag&o.®® Notavelmente, foi relatado que a exposicao subclinica

ao CMV e sua reativacédo podem resultar ndo apenas na indugao de em linfécitos
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TCD4+CD57+ de memoria de longo prazo,®' mas também levar a maior
proporgcdo de linfécitos TCD4+CD28™! o que se correlaciona com reduzida
resposta a vacinag&o.®® Esses dados podem supostamente suportar nossos
achados, pois verificamos correlagdo positiva entre os niveis séricos de I1gG
especificos para CMV e a proporcao de células T senescentes, definidas como
CD28-CD57+ (tanto para linfécitos TCD4+ quanto TCD8+), exclusivamente no
grupo Alelo-1 pés-vacinacgéao. Diante disso, especulamos que essas associagoes
podem influenciar e, assim, levar a um atraso na resposta imune a COVID-19,

que inclui a infeccdo por SARS-CoV-2 e sua vacinacéo.

Além destas, outros importantes resultados observados foram as
associagdes positivas entre os niveis séricos de IgG especificos para CMV e
algumas citocinas pro-inflamatoérias, como IL-17 e IFN-y no periodo pré-
vacinacao e TNF-a no periodo pds-vacinacao. Nesse sentido, foi relatado que a
DNAemia de CMV mostrou-se positivamente correlacionada com niveis séricos
elevados de IL-17 e que as células de perfil Th17 ativadas neste contexto
também coexpressaram IFN-y e/ou TNF-a.62 Além disso, a correlagéo positiva
entre os niveis séricos de IgG especificos para CMV e as razdes de IL-17/IL-10,
IFN-y/IL-10 e IL-6/IL-10 corroboram a literatura que afirma que a presenca
crénica de CMV pode induzir um estado proé-inflamatorio,®3-%5 o que, como
mencionado acima, pode interferir na resposta imune a vacinagao na populacao

idosa.b

Da mesma forma, a combinagdo da maior porcentagem de mondécitos
intermediarios, que podem liberar niveis mais altos de citocinas pro-inflamatorias
em resposta a produtos microbianos.®” com a porcentagem reduzida de
mondocitos nao classicos, que tém propriedades anti-inflamatérias, pode dar mais
suporte a sugestdo de que o grupo Alelo-1 apresentava um estado sistémico
proeminentemente pro-inflamatério, o qual poderia supostamente afetar a
resposta imune a vacinacao para COVID-19. Vale salientar que, de acordo com
a literatura, ndo apenas o numero e a ativacao de todos os subtipos de mondcitos
nao sdo afetados pelo status soroldgico relacionado ao CMV,%86° o que esta
consistente com nossos dados, mas também um aumento no niumero de todos
os subtipos de mondcitos pode ocorrer com a idade, independentemente do

sex0.% E importante notar que, embora os mondcitos ndo sejam facilmente
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infectados pelo CMV na corrente sanguinea, o virus pode infectar seus
precursores na medula 6ssea e essas células, ao abrigar o virus, podem servir
para entregar o virus a varios locais.”® Além disso, o préprio CMV pode estimular
monocitos mesmo em sua forma latente, o que pode levar a um aumento nos

niveis de citocinas pré-inflamatérias circulantes.”'-73

De acordo com a literatura, em particular, os mondcitos intermediarios
desempenham um papel central na apresentacédo de antigenos devido a sua
maior expressdo de MHC classe Il e algumas moléculas coestimuladoras,
especialmente o CD86.7% Nesse contexto, foi relatada uma capacidade notavel
dessas células de apresentar antigenos as células TCD8*.”°> Com base nessas
informacgdes, podemos sugerir que as porcentagens aumentadas de mondcitos
intermediarios encontradas no grupo Alelo-1 pds-vacinagdo provavelmente
poderiam estar relacionadas a apresentacédo de antigenos de CMV, o que
poderia contribuir para gerar um estado pro-inflamatério sistémico que
favoreceria esse virus e, consequentemente, levaria a um atraso na resposta
imune a infeccdo e/ou vacinagdo por SARS-CoV-2, conforme relatado

anteriormente.40

Embora o grupo Alelo-1/2 tenha mostrado menor proporgao de mondcitos
nao classicos pos-vacinacao, de forma semelhante ao grupo Alelo-1. estes
individuos heterozigotos mostraram uma significativa correlagdo negativa entre
0s niveis séricos de IgG especificos para antigenos do SARS-CoV-2 e as
porcentagens de monocitos intermediarios antes da vacinagao, Este ultimo
achado pode demonstrar que uma adequada resposta imune a COVID-19 ocorre
num estado inflamatério regulado e pode dar mais suporte a nossa sugestao de
que a porcentagem aumentada desse subtipo de mondécitos pro-inflamatérios,
observada no grupo Alelo-1, poderia favorecer um estado pro-inflamatério
sistémico que interferiria na resposta imune a infeccao por SARS-CoV-2 e a

vacinagao em idosos soropositivos para CMV.

Corroborando essa sugestdo de que a inflamagao equilibrada pode
favorecer a resposta imune a COVID-19, uma correlacdo positiva foi
demonstrada entre os niveis circulantes de IgG especificos para antigenos do
SARS-CoV-2 e IL-10 tanto no grupo Alelo-2 quanto no grupo Alelos-1/2. Em

particular, € consenso que a IL-10 tem marcantes propriedades anti-
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inflamatdrias.”® e nosso grupo documentou anteriormente que idosos que
apresentaram uma melhor resposta de anticorpos a vacinagdo para gripe nao
apenas apresentaram uma correlagéo positiva com os niveis circulantes de IL-
10, mas também uma correlagdo negativa entre os niveis circulantes desta
citocina e IgG especifica para CMV.”” Em relagéo a ultima observagao, embora
o grupo Alelos-1/2 nao tenha apresentado correlagédo entre os niveis séricos de
IgG especifica para antigenos do SARS-CoV-2 e CMV, o grupo Alelo-2
apresentou. Assim, esses achados nos permitem sugerir que a presenca de um
unico alelo C no gene IFN-lambda 3/4 pode influenciar parcialmente a resposta
imune ao SARS-CoV-2 e ao CMV, ja que o grupo Alelo-2, o qual é homozigoto
para os alelos T/T, mostrou que a melhor resposta de anticorpos a infecgao e
vacinagdo para o0 SARS-CoV-2 esteve negativamente associada a

soropositividade para CMV (dados observados na analise de regressao).

Segundo a literatura, uma menor incidéncia de infec¢des ativas por CMV
e tendéncia a menor replicacdo desse virus tem sido relatadas em individuos
com o gendtipo TT do que em individuos com o genétipo CC, sugerindo um efeito
protetor do alelo T (rs12979860) contra a infecgdo e reativagédo por CMV.”® Nesse
sentido, foi levantada a hipotese de que esse efeito protetor do alelo T poderia
ser pelo menos devido a respostas robustas de células T especificas para CMV."®
De fato, nossos dados anteriores confirmam essa suposigédo, pois a melhor
resposta a vacinagao contra o virus Influenza em idosos soropositivos para CMV
foi associada tanto ao estado anti-inflamatério sistémico quanto ao aumento da
porcentagem de linfocitos T CD8+ “naive”.”” Embora ndo tenhamos observado
nenhuma associacao entre a resposta de anticorpos a COVID-19 e linfécitos T
“naive”, o grupo Alelo-2 mostrou uma significativa correlagdo negativa entre os
niveis séricos de IgG especificos para antigenos do SARS-CoV-2 e as
porcentagens dos linfécitos T CD8+ senescentes, 0 que pode apoiar a sugestao
de que o gendtipo TT poderia exercer um efeito protetor por meio de respostas
robustas de células T especificas para CMV, ja que a presencga e a manutengao
de linfécitos T senescentes, particularmente T CD8+, € uma caracteristica da
infecgdo cronica por CMV&38! e também prejudica a resposta imunoldgica a

vacinagédo em idosos.82
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Consistente com esta sugestao de que o gendtipo TT pode produzir um
estado mais protetor contra infecgbes virais, preferencialmente CMV, o grupo
Alelos-2 apresentou maiores niveis circulantes de IFN-3 e uma raz&o IFN-B/IL-
10 aumentada do que demais grupos durante os periodos do estudo. E
geralmente reconhecido que os IFNs tipo |, como o IFN-B, desempenham um
papel central na resposta imune a infecgbes virais, incluindo SARS-CoV-2 e
CMV.8 A este respeito, a resposta imune inata desregulada descrita na COVID-
19 grave foi associada a uma resposta limitada e tardia do IFN tipo 1,84 e também
foi demonstrado que o IFN-B pode reduzir a replicagdo do CMV em células
semelhantes a macréfagos.®® Interessantemente, uma combinagdo de IFN-A e
IFN-B mostrou atividade anti-HCV sinérgica in vitro,8 e foi sugerido que o IFN-A
pode ajustar os niveis de IFN-, o qual, em niveis étimos, controlam a replicagéo
viral.8” Essas informagbes podem sugerir que os niveis mais altos de IFN-B
observados no grupo Alelo-2 podem nao apenas ser uteis para controlar a
infeccdo por CMV e otimizar a resposta imune contra a infecgao por SARS-CoV-
2 e vacinagao, mas também mostrar uma possivel ligagao entre o polimorfismo

do IFN-lambda e esse IFN tipo | no contexto do estudo.

Além destes achados, a associagado negativa entre os niveis séricos de
IgG especificos para SARS-CoV-2 e IMC ou idade, os quais sao
reconhecidamente gatilhos pré-inflamatérios, encontrados exclusivamente nos
grupos Alelo-1 e Alelos-1/2, respectivamente, podem dar mais suporte a nossa
hipétese de que a presenca ou manutencdo de um estado pré-inflamatdrio
sistémico pode promover um desequilibrio no sistema imunolégico e, co isso, um
prejuizo na resposta tanto a infeccido pelo SARS-CoV-2,888 como também a

vacinagdo contra varios patdgenos, inclusiva na COVID-19.89:90
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7 LIMITAGOES DO ESTUDO

Embora o presente estudo tenha obtido relevantes achados, o mesmo

apresenta algumas limitagdes, como:

1) o numero discrepante de voluntarios entre os grupos de acordo com a
genotipagem, 20 voluntarios apresentaram homozigose para os alelos C/C
(grupo Alelo-1), 5 voluntarios apresentaram homozigose para os alelos T/T
(grupo Alelo-2) e 17 voluntarios apresentaram heterozigose (C/T, grupo Alelos-
1/2). Vale ressaltar que essa discrepancia nao invalida nossos resultados e,
aparentemente n&o impactou na significancia estatistica deste estudo, pois,
considerando a frequéncia dos alelos encontrada, a variabilidade genética
evidenciada aqui foi semelhante ao observado em nosso prévio estudo, o qual
mostrou que o numero de idosos que apresentavam genotipos com a presenca

de citosina (C/C e C/T) foi maior do que aqueles com apenas timina (T/T) (40);

2) a impossibilidade de realizar posteriores analises quanto ao impacto do
polimorfismo do IFN-lambda na imunogenicidade em modelos de vacinas
homologas a CoronaVac, ou mesmo de vacinas que utilizaram diferentes
plataformas tecnoldgicas para indugéo da resposta imunoldgica contra o virus
SARS-CoV-2, bem como frente a administracdo da terceira dose da CoronaVac

devido a adogao do esquema vacinal heterélogo no pais.



46

8 CONCLUSAO

Embora o grupo Alelo-1 (C/C) tenha apresentado maiores niveis séricos
de IgG especificos para SARS-CoV-2 pds-vacinagdo, a imunogenicidade e a
avaliagado de anticorpos neutralizantes apresentaram resultados semelhantes
entre os grupos. Além disso, o grupo Alelo-1 mostrou significativa associagao
com a presenga de um estado pré-inflamatério sistémico e a soropositividade
para CMV. Tomados em conjunto, esses achados corroboram nao apenas nossa
observacao anterior de que individuos com Alelo-1 para o gene IFN-lambda
podem apresentar uma resposta imune tardia ao virus e/ou vacinagao, mas
também a literatura indicando que o estado sistémico pré-inflamatério pode ser
devido ao menor controle da infecgao por CMV que ocorre em individuos que

apresentam essa discriminagao alélica.

Por fim, os resultados nos permitem sugerir que a avaliagdo do gendtipo
IFN-lambda e do estado de infeccdo por CMV podem ser uteis para identificar
individuos com maior risco de apresentar resposta imune insuficiente a

vacinacgao para virus respiratérios, particularmente o SARS-CoV-2.
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Apresentacdo do Projeto:

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

de coronavirus-2019” ou COVID-19. Pacientes com COVID-19 podem ser assintomaticos, ou apresentar
sintomas leves e moderados, 0s quais ndo

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

ndo apenas como a populagdo mais afetada, mas também que esta contabiliza 0 maior nimero de mortes
na COVID-19. Estudos sugerem que 0

aumento da taxa de infecgdo, gravidade e letalidade por SARS-CoV-2 em idosos estd associada tanto a
ocorréncia 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 inflamatdério de baixo grau crénico e
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sistémico associado ao envelhecimento. Neste sentido, tem sido proposto que a reativa¢éo da infec¢do 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 informacdes, este estudo objetiva investigar o impacto da co-infec¢édo pelo SARS-CoV-2 e
CMV sobre as respostas

imunes/inflamatdrias tanto sistémica quanto das das vias aéreas superiores em individuos idosos. Para isso,
serdo convidados a participar deste

estudo 120 idosos de ambos os sexos, com idades entre 60 e 85 anos com confirmacgéo da infec¢éo pelo
SARS-CoV-2 e CMV. Amostras de “swab”

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

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

da doenca e 30 amostras de individuos idosos sem a manifestacdo de sintomas respiratérios e com
diagnostico negativo para COVID-19 e CMV. As

amostras serdo utilizadas para confirmacéo da presenca da infec¢do por SARS-CoV-2 e pelo CMV, além da
avaliacdo da carga viral, das

concentracdes de imunoglobulinas A, M e G especificas para 0 SARS-CoV-2, de IgG especificas para o
CMV, das citocinas, dos peptideos

antimicrobianos e dos leucdcitos totais, bem como do perfil de ativagdo de linfocito T e B relacionados a
COVID-19 e reativos para CMV, do perfil

lipidico e glicémico e para genotipagem para o polimorfismo no gene IFN-lambda4.

Objetivo da Pesquisa:

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

superiores em individuos idosos.

Avaliagcdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os riscos decorrentes de sua participacéo na pesquisa sao minimos, podendo haver pequeno desconforto
no momento da coleta das amostras de

material biolégico, como, por exemplo, formacdo de pequeno hematoma (mancha roxa) no momento de
coleta de sangue. Além disso, a
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manifestacdo de constrangimento ao se expor durante a realizacdo da coleta de material biolégico ou
mesmo alteracdes na autoestima provocadas

pela evocacdo de memdrias sobre sua condicdo clinica podem configurar-se como menor risco. Sera

garantido sigilo a respeito dos nomes e dos

resultados individuais de cada participante, sendo os dados obtidos neste estudo agrupados para confeccao
dos relatorios, trabalhos de conclusédo

de curso, dissertacbes e artigos cientificos. Todos os voluntarios terdo acompanhamento clinico pelos

médicos geriatras colaboradores do estudo,

com total acesso aos respectivos resultados.

Beneficios:

A participacdo dos voluntarios no estudo permitird ndo apenas aumentar a compreenséo de como se déo as
alteracdes nas respostas imunes e

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

promocao de saude para esta populagao.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Para o desenvolvimento do projeto pretendemos convidar, por adesédo voluntaria, 120 pacientes idosos de
ambos os sexos, com idades entre 60 e

85 anos que tenham confirmacdo da infec¢do tanto pelo SARS-CoV-2 quanto por CMV. Todos os
participantes serdo recrutados e selecionados

junto a Disciplina de Geriatria e Gerontologia da Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP), com auxilio
do médico geriatra e colaborador do

estudo. Vale salientar que todas as informacdes relacionadas ao projeto serdo discutidas com todos os
pacientes e/ou seus representantes legais e

agqueles que 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 seguira as
orientacdes da Declaracéo de

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

doenca e na cura, de diferentes grupos de pacientes com COVID-19, ou seja: 30 amostras de pacientes
com sintomatologia leve, 30 amostras de

pacientes com sintomatologia moderada e,outras 30 amostras de pacientes com sintomatologia
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grave da doenca. Como controle propde-se utilizar 30 amostras de individuos idosos sem a

manifestacdo de sintomas respiratérios e com diagnéstico negativo para COVID-19 e CMV. As amostras
obtidas serao utilizadas para confirmacéo

da presenca da infeccdo por SARS-CoV-2 e pelo CMV, além da avaliacdo da carga viral através do método
de Charité e sequenciamento viral. J&, a

avaliacdo das concentracdes das imunoglobulinas A, M e G especificas para 0 SARS-CoV-2, bem como de
IgG especificas para o CMV se dara

através de testes de ELISAs tanto por kits comerciais quanto por "in house". Para determinacdo dos niveis
de citocinas sera utilizado kits multiplex

gue serdo analisados por citometria de fluxo. Os niveis dos peptideos antimicrobianos serdo determinados
através de kits comerciais de ELISAs. A

avaliagdo do hemograma serd realizado através de sistema semi-automatizado com destaque para a
contagem de leucécitos totais e

subpopulagdes, sendo que a determinag¢édo da imunofenotipagem especifica do perfil de ativagdo de linfécito
T e B relacionados a COVID-19 e

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

colorimétricos comerciais. Por fim serd averigurado, por genotipagem, o polimorfismo no gene IFN-lambda4.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:
- Folha de rosto: adequada,;

- Riscos e beneficios: adequados;

- Metodologia: adequada;

- TCLE: adequado;

- Carta de anuéncia: assinada;

- Instrumentos de coleta: adequados.

- Apreciacdo da CONEP: favoravel ao CEP/UNISA.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
- Aprovado.

Consideracdes Finais a critério do CEP:
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

QB o

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO_P 01/10/2020 Aceito
do Projeto ROJETO_1580030.pdf 08:10:47
Outros Respostas_ao_assessor CEP_UNSA 2| 22/08/2020 |Andre Luis Lacerda Aceito

pdf 14:49:44 | Bachi

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

Assentimento / 14:38:20 | Bachi

Justificativa de

Auséncia

Outros Instrumento_ AGA.pdf 30/07/2020 | Andre Luis Lacerda Aceito
16:29:28 | Bachi

Projeto Detalhado / | Projeto_COVID_CMV_UNISA.pdf 30/07/2020 | Andre Luis Lacerda Aceito

Brochura 16:23:59 | Bachi

Investigador

Folha de Rosto FolhaRosto_Andre.pdf 19/06/2020 | Andre Luis Lacerda Aceito
21:07:57 |Bachi

Outros Cartas_Plataforma_Brasil.pdf 19/06/2020 | Andre Luis Lacerda Aceito
17:11:25 | Bachi

Situacéo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Endereco:

UF: SP
Telefone:

SAO PAULO, 20 de Outubro de 2020

Assinado por:
AnaPaula Ribeiro
(Coordenador(a))

Rua Prof® Enéas de Siqueira Neto, 340

Bairro: Jardim das Imbuias
Municipio:

(11)2141-8687

CEP: 02.450-000
SAO PAULO

E-mail:

pesquisaunisa@unisa.br
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