UNIVERSIDADE SANTO AMARO

Programa de Pos-Graduacao em Ciéncias da Saude

Brenda Rodrigues Silva

AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE SISTEMICA PARA A VACINA
CONTRA O SARS-COV-2 EM IDOSOS QUE MANTINHAM UMA
ROTINA REGULAR DE EXERCICIOS FiSICOS ANTERIORMENTE A
PANDEMIA

SAO PAULO

2023



Brenda Rodrigues Silva

AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE SISTEMICA PARA A VACINA
CONTRA O SARS-COV-2 EM IDOSOS QUE MANTINHAM UMA
ROTINA REGULAR DE EXERCICIOS FiSICOS ANTERIORMENTE A
PANDEMIA

Dissertacao apresentada ao Programa de
Pos-Graduacdo  Stricto  Sensu  da
Universidade Santo Amaro — UNISA,
como requisito parcial para obtencédo do
titulo de Mestre em Ciéncias da Saude.

Orientador: Dr. André Luis Lacerda Bachi.
Co-orientadora: Dra. Marina Tiemi Shio.

SAO PAULO

2023



S578a Silva, Brenda Rodrigues.
Avaliagédo da resposta imune sistémica para a vacina contra

0 SARS-CoV-2 em idosos que mantinham uma rotina regular

de exercicios fisicos anteriormente a pandemia. — Sao Paulo,
2023.

60 p.: il., color.

Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias da Saude) —
Universidade Santo Amaro, 2023.

Orientador: Prof. Me. Dr. André Luis Lacerda Bachi.

1. Covid-19. 2. Vacina. 3. Imunossenescéncia. |. Bachi, André
Luis Lacerda, orient. Il. Universidade Santo Amaro. Ill. Titulo.

Fernando Carvalho — CRB8/10122




Brenda Rodrigues Silva

AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE SISTEMICA PARA A VACINA
CONTRA O SARS-COV-2 EM IDOSOS QUE MANTINHAM UMA
ROTINA REGULAR DE EXERCICIOS FiSICOS ANTERIORMENTE A
PANDEMIA

Dissertacdo apresentada ao Programa de PoéOs-Graduacdo Stricto Sensu da
Universidade Santo Amaro — UNISA, como requisito parcial para obtencado do titulo

de Mestre em Ciéncias da Saude.
Orientador: Dr. André Luis Lacerda Bachi.
Co-orientadora: Dra. Marina Tiemi Shio.
Séo Paulo, 26 de Janeiro de 2023

Banca Examinadora

Prof. Dra. Juliana de Melo Batista dos Santos

Conceito Final




AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer e dedicar essa dissertacdo as seguintes pessoas:

Meus pais, Hilda e Jo&o, por todo o amor, carinho e apoio. Vocés me déao forca

para superar qualquer obstaculo. Amo vocés mais que tudo.

A minha gatinha Kuika, por me fazer companhia ha 17 anos e estar ao meu lado

enguanto escrevia essa dissertacao.
A toda equipe ORL, por tornar esse trabalho possivel.

Ao meu orientador, Prof. Dr. André Bachi, pela oportunidade de ser sua aluna,
por toda paciéncia e ensinamentos. Obrigada pelo tempo dedicado ao meu
aprendizado, por me incentivar e ajudar. Tenho vocé como inspiragdo para seguir a

vida académica/pesquisa.

Um agradecimento em especial para todos os voluntarios que aceitaram

participar desse estudo.

Também gostaria de agradecer a Universidade Santo Amaro pela bolsa de
estudos e a toda a equipe multidisciplinar do programa de P6s-Graduacdo em

Ciéncias da Saude pela sabedoria transmitida nessa jornada.

Por fim, agradeco a Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado de Séo Paulo,

por financiar esse projeto sob nimero de parecer 2021/03235-5.



RESUMO

Introduc&o: E sabido que a imunossenescéncia é um processo que, devido ao
progressivo declinio na funcdo imunoldgica associado ao envelhecimento, acarreta
reducdo da resposta vacinal na populacéo idosa, e este fato gera preocupacdo na
atual situacdo de pandemia causada pelo virus SARS-CoV-2, pois, segundo dados
epidemioldgicos, esta populacdo é a mais afetada na COVID-19. Embora nosso grupo
tenha mostrado que idosos praticantes regulares de exercicios fisicos apresentem
melhor resposta a vacinacao, especificamente contra a gripe, quando comparados a
idosos nao praticantes ou sedentarios, as restricdes impostas pela pandemia
alteraram a rotina desta populacdo e a manutencéo da pratica regular de exercicios
fisicos pela populacdo idosa tem sido um grande desafio para todos os envolvidos.
Assim, o0 objetivo deste estudo foi avaliar a resposta imune, tanto celular quanto
humoral, a vacinacao para COVID-19 em idosos que mantinham ou ndo uma rotina
de exercicios fisicos, por pelo menos 12 meses, antes da pandemia. Métodos: Para
isso, foram convidados a participar deste estudo 93 idosos de ambos 0s sexos, com
idades entre 60 e 85 anos, que mantiveram uma rotina regular de préatica de exercicios
fisicos por, pelo menos 12 meses, antes do inicio da quarentena [grupo EF, n=69,
subdividido em CoronaVac (n=46) e Chadox-1 (n=23)] ou que ndo praticavam
exercicios fisicos regularmente, vacinados com Chadox-1 (NEF, n= 24). Amostras de
sangue foram coletadas antes e 30 dias ap0s a administracdo da segunda dose da
vacina contra a COVID-19 (CoronaVac ou ChadOx-1), para determinacao dos niveis
séricos das imunoglobulinas A (IgA) e G (IgG) e o numero de linfocitos T, tanto CD4 e
CD8, “naives” (CD28+CD57-), duplo positivos (CD28+CD57+) e senescentes (CD28-
CD57+). Resultados: Maiores niveis séricos de IgG foram observados nos 2 grupos
de idosos participantes do estudo vacinados com ChadOx-1 pdés-vacinacao
(subgrupos EF - ChadOx-1, p=0,0002 e grupo NEF - ChadOx-1, p=0,0012) do que o0s
valores pré-vacinac¢do. Com relacdo a imunogenicidade, foi encontrado valores de
39,1% e 56,5% nos subgrupos EF - CoronaVac e ChadOx-1, respectivamente, e
66,7% no grupo NE- ChadOx-1. Maiores niveis séricos de IgA foram encontrados
somente no subgrupo EF - ChadOx-1 pés-vacinacdo do que pré-vacinacdo (p=
0,0001). Além disso, significativa correlacdo positiva foi evidenciada somente entre 0s
valores séricos de IgA e IgG no subgrupo EF — CoronaVac pos-vacinacao (r=0,295 e
p=0,046). As porcentagens de linfécitos TCD4 “naive” (CD28+CD57-) foram menores
nos subgrupos EF - ChadOx-1 (p=0,0001) e CoronaVac (p=0,0231), enquanto as
células TCD8 “naive” mostraram significativa redugao apenas para no subgrupo EF -
ChadOx-1 (p=0,0006) pos-vacinacdo. Quanto aos linfécitos TCD4 e TCD8 duplo
positivos (CD28+CD57+), foi observado aumento significativo pés-vacinacdo em
comparacao aos valores pré-vacinacdo apenas para no subgrupo EF - ChadOx-1,
tanto para linfécitos TCD4, (p=0,0045) quanto TCD8 (p=0,0172). Por fim, nenhuma
diferenca foi evidenciada nos linfécitos T senescentes (CD28-CD57+) no momento
tanto pds-vacinacdo em comparacao com os valores pré-vacinacao. Conclusdes: Os
voluntarios vacinados com ChadOx-1 apresentaram tanto melhor resposta de
anticorpos quanto uma significante modulacéo na porcentagem dos perfis de linfocitos
T, principalmente no grupo previamente exercitado.

Palavras-chave: COVID-19, vacina, imunossenescéncia, anticorpos, linfécito.



ABSTRACT

Introduction: It is known that immunosenescence is a process that, due to the
progressive decline in immune function associated with aging, leads to a reduction in
the vaccine response in the elderly population, and this fact raises concern in the
current pandemic situation caused by the SARS-CoV-2 virus, since, according to
epidemiological data, this population is the most affected by COVID-19. Although our
group has shown that elderly people who regularly exercise have a better response to
vaccination, specifically against influenza, when compared to non-practicing or
sedentary elderly people, the restrictions imposed by the pandemic changed the
routine of this population and maintaining the regular practice of physical exercises by
the elderly population has been a major challenge for everyone involved. Thus, the
objective of this study was to evaluate the response to vaccination for COVID-19 in
older adult population who maintained or not a physical exercise routine for at least 12
months before the pandemic. Methods: Older adult population, of both sexes, aged
between 60 and 85 years, who maintained or not a regular routine of physical exercise
for at least 12 months, before the beginning of the quarantine were invited to participate
voluntarily in this study [EF group, n=69, subdivided into CoronaVac (n=46) and
Chadox-1 (n=23)] or who did not practice physical exercises regularly, vaccinated with
Chadox-1 (NEF, n= 24). Blood samples were collected before and 30 days after the
administration of the second dose of the vaccine against COVID-19 (CoronaVac or
ChadOx-1), to determine the serum levels of immunoglobulins A (IgA) and G (IgG) and
the number of T lymphocytes, both CD4 and CD8, “naive” (CD28+CD57-), double
positive (CD28+CD57+) and senescent (CD28-CD57+). Results: Higher serum IgG
levels were observed in the 2 groups of older adult population participants in this study
vaccinated with ChadOx-1 post-vaccination [subgroups: EF - ChadOx-1, p=0.0002;
and the group NEF - ChadOx-1, p=0.0012) than pre-vaccination values. In terms of
immunogenicity, the values found were: 39.1% and 56.5% in the subgroups EF -
CoronaVac and ChadOx-1, respectively, and 66.7% in the group NE-ChadOx-1.
Higher serum IgA levels were found only in the subgroup EF - ChadOx-1
postvaccination than pre-vaccination (p=0.0001). In addition, a significant positive
correlation was evidenced only between the serum values of IgA and IgG in the
subgroup EF — CoronaVac post-vaccination (r=0.295 and p=0.046). The percentages
of CD4 T cells “naive” (CD28+CD57-) were lower in the subgroups EF - ChadOx-1
(p=0.0001) and CoronaVac (p=0.0231), whereas the CD8 T cells “naive” showed a
significant reduction only in the subgroup EF - ChadOx-1 (p=0.0006) post-vaccination.
A significant increase of CD4 T (p=0.0045) and CD8 T (p=0.0172) cells double positive
(CD28+CD57+) was observed post-vaccination compared to pre-vaccination values
only in the subgroup EF - ChadOx-1. Lastly, no difference was evidenced both in CD4
T and CD8 T cells senescent (CD28-CD57+) values found post-vaccination as
compared to pre-vaccination values. Conclusions: The volunteers vaccinated with the
ChadOx-1 presented not only a better antibody response but also a significant
modulation in the percentage of T cell profiles, mainly in the pre-viously exercised

group.

Keywords: COVID-19, vaccine, immunosenescence, antibodies, lymphocyte.
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1. INTRODUCAO

Coronaviridae compreendem uma grande familia de virus que podem ser a
causa de quadros respiratérios em humanos, indo desde o resfriado comum até a
sindrome respiratoria aguda grave (SARS). A doencga por coronavirus 19 ou a COVID-
19 é causada pelo coronavirus zoonotico SARS-CoV-2 e foi identificada na China em
dezembro de 2019. Apds sua disseminacédo, em 11 de marco de 2020, a Organizacéo
Mundial da Saude (OMS) a declarou uma pandemia associada a COVID-19. Segundo
dados da OMS, foram contabilizados mais de 660 milhGes de casos confirmados e
qguase 7 milhdes de o6bitos por COVID-19, causando substancial pressdo sobre os

sistemas de salde, além de efeitos negativos sobre a economia mundial.’?3

O SARS-CoV-2 é um beta-coronavirus de material genético RNA de fita simples
e sentido positivo ndo segmentado e envelopado, composto de algumas
glicoproteinas estruturais e néo estruturais, incluindo a spike (S), nucleocapsideo (N),
envelope (E) e membrana (M). A glicoproteina S é formada por duas subunidades
funcionais: S1 e S2. A primeira subunidade é responsavel pela ligacdo a um receptor
de membrana na superficie da célula hospedeira, o receptor da enzima conversora da
angiotensina 2 — ECA2. J4 a segunda subunidade possui a funcdo de proporcionar a
fusdo do virus as membranas celulares. O dominio B da subunidade S1, por sua vez,
€ aregido exata onde a proteina S liga-se, com alta afinidade, ao receptor ECA2. Esse
dominio, também chamado de dominio de ligacdo ao receptor (RBD), interage com o
receptor ECA2 da célula hospedeira, levando a endocitose.*#> Apés a entrada na
célula, o RNA viral é liberado no citoplasma da célula e sofre traducédo e replicacéo
formando genomas descendentes e RNAmM subgendémicos. Este ultimo se traduz em
proteinas de membrana, proteina N e uma variedade de proteinas acessorias. O
SARS-CoV-2 possui sua propria enzima central chamada RNA polimerase
dependente de RNA, que, juntamente com outras proteinas virais e celulares, compde
o principal complexo de replicacdo responsavel pela replicagdo do genoma viral. As
proteinas de membrana formadas (S, M e E) sdo entdo inseridas no reticulo
endoplasmatico rugoso e séo transportadas para o compartimento intermediario do
reticulo endoplasmatico-golgi. As proteinas N junto com o RNA gendémico formam
entdo os nucleocapsideos, que se fundem no reticulo endoplasmatico-golgi.
Finalmente, o patégeno é transportado para a membrana plasmatica e € exportado
para fora da célula por exocitose.®
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O novo coronavirus viaja, principalmente, em goticulas de saliva eliminadas na
fala, espirros ou tosse. O contato com elas pode ocorrer de forma direta, de pessoa
para pessoa, ou de forma indireta, quando encostamos em superficies e objetos
contaminados. O SARS-CoV-2 penetra pelas vias aéreas superiores, onde a infec¢ao
se inicia e, a partir desse ponto, segue para os pulmdes e dissemina para outros
orgaos que também possuem o receptor ECA2, tais como, coracao, figado, intestino,
rins e sistema nervoso central, podendo causar lesdo em mlltiplos 6rgdos.® Segundo
dados,®” o periodo médio de incubacéo por coronavirus é de 05 dias, com intervalos
gue chegam a 12 dias e os sintomas podem variar desde um resfriado comum até
guadros mais graves caracterizados pela sindrome respiratéria aguda grave, podendo
ainda apresentar, simultaneamente, coagulopatias, distlrbios neurol6gicos e resposta
hiperflamatdria sistémica, conhecida como tempestade de citocinas ou “Cytokine
Storm”. Estudos relatam que 20% das pessoas com COVID-19 apresentam casos
graves e necessitam de hospitalizacéo.®® Por outro lado, na maioria dos casos, 0s
individuos tém poucos ou nenhum sintoma, sendo uma fonte de transmissédo e

representando um desafio para prevenir a disseminacéo da doenca.®

Estudos apontam que a gravidade das manifestacbes clinicas e maior
possibilidade de 6bito estdo relacionadas ndo somente a ocorréncia da Cytokine
Storm, ou Tempestade de Citocinas, induzida pela COVID-19, mas também a
presenca de doencas ou comorbidades, como: hipertenséo, diabetes, obesidade e
doenca pulmonar obstrutiva crénica, bem como tabagismo e estar na faixa etaria

correspondente a idosos. &7

Com base no fato de que a resposta inflamatéria pode estar envolvida na
gravidade da infeccdo por SARS-CoV-2, dados epidemiolégicos destacam que 0s
idosos estdo entre as populacdes mais afetadas pela COVID-19, em parte devido a
presenca de um fenémeno denominado “Inflammaging” que se caracteriza como um
perfil inflamatério sistémico crénico, estéril e de baixo grau e que pode favorecer essa
populacdo a apresentar as maiores taxas de doenca grave e morte por infeccao por
SARS-CoV-2.°

De acordo com a literatura, a ocorréncia de outro fenbmeno denominado
imunossenescéncia, que se caracteriza pela reducdo gradual e significativa das
respostas imunes associadas ao envelhecimento, é um fator fundamental que também

pode levar essa populacdo a apresentar altas taxas de letalidade relacionadas a
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COVID-19.1911 Entre alguns aspectos, esse fendmeno esta associado a um declinio
significativo na quantidade e qualidade de anticorpos e células do sistema imune,
desencadeando um aumento na incidéncia de doencas infecciosas, morbidade e

mortalidade nessa populacéo.®1?

Neste ponto, vale salientar que a populacdo idosa esta crescendo
drasticamente em todo o mundo.® Segundo dados da Organizagdo Mundial da Saude,
entre 2015 e 2050 a proporcéo da populagdo mundial com mais de 60 anos quase
dobrara de 12% para 22%%* ProjecGes estatisticas das Nac¢Ges Unidas mostram que
uma em cada 9 pessoas no mundo tem 60 anos ou mais, e estima-se um crescimento
para 1 em cada 5 por volta de 2050.'° Desta forma, fica evidente a relevancia da
ampliacdo do conhecimento acerca do envelhecimento, seus aspectos moleculares,

celulares e sistémicos, para melhor poder assistir essa populacao crescente.

Assim, entender os reais motivos pelo qual a populacdo idosa se configura
como uma das mais afetadas pela COVID-19 se torna preponderante. Neste sentido,
estudos tém destacado que as diversas alteracdes presentes na imunossenescéncia
podem estar diretamente envolvidas na maior vulnerabilidade desta populacédo a
infeccéo pelo SARS-CoV-2.16.17

E amplamente aceito que dentre as implicacdes da imunossenescéncia sobre
o0 sistema inato destacam-se principalmente o declinio na funcionalidade dos
macréfagos, assim como as alteracdes na producdo de citocinas pré e anti-
inflamatdrias, que levam ao Inflammaging. Além destes, os mais relevantes impactos
do envelhecimento sobre o sistema adaptativo estdo associados a uma reducéo de
células T naive (CD28+CD57-) em oposicdo a um aumento em células T senescentes
(CD28+CD57+), tanto para células TCD4+ como TCD8+. Alguns dos fatores que
conduzem a alteracdes na atividade dos linfécitos T associadas com o envelhecimento
incluem: mudancas na expressdo de moléculas de superficie, alteracbes na
sinalizacao intracelular, aumento na razao de apoptose e diminuicdo na capacidade

proliferativa_6,16,l7,18

O processo de imunossenescéncia também tem expressivo impacto nos
linfécitos B, os quais séo responsaveis pela secrecdo de anticorpos especificos para
um determinado antigeno. O envelhecimento esta associado a um declinio no nimero
e qualidade (capacidade de neutralizacdo) dos linfocitos B, devido a diminuicdo na
capacidade de diferenciacdo e alteracdes na sinalizagdo intracelular. Entretanto,
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alguns dados recentes tém sugerido que algumas das mudancas na funcionalidade
dessas células ndo se devem a mudancas nelas mesmas, mas sim em mudancas em
seu ambiente, tais como estimulacdo incompleta de outras células ou altera¢cdes nas

citocinas circulantes.1’:18. 19

Dentre os aspectos mais bem estudados da imunossenescéncia estd o
aumento nos niveis circulatérios de citocinas inflamatérias como a interleucina (IL)-6,
IL-1B, o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a proteina C reativa (PCR).
Particularmente, tem sido reportado que aumento da PCR se relaciona com todas as
causas de mortalidade, enquanto o aumento da IL-6 € considerado por alguns como

um relevante preditor de mortalidade em idosos.*® 20

Retornando ao foco da COVID-19, a primeira vacina candidata contra o SARS-
CoV-2 comecgou seus testes em seres humanos em 16 de marcgo de 2020, apenas 5
dias apoés ser declarada pandemia pela OMS.?® Nunca antes a pesquisa cientifica

caminhou de forma téo rapida e eficiente.

Centenas de vacinas foram e estdo sendo desenvolvidas contra a COVID-19
por empresas e universidades em todo o mundo. De fato, foram testadas diferentes
tecnologias, algumas das quais nunca haviam sido utilizadas antes. Vale salientar que
algumas dessas vacinas visam a producéo de anticorpos pelo sistema imune capazes
de bloquear (neutralizar) efetivamente a ligacdo entre o RBD da glicoproteina S e o

receptor ECA-2, impedindo a entrada do virus a célula-alvo e sua replicagdo.*??

Dentre as vacinas amplamente utilizadas em todo mundo, inclusive no Brasil,
destaca-se a produzida pela farmacéutica Pfizer em parceira com a BioNTech, a qual
utiliza RNA mensageiro sintético que da as instru¢des ao organismo para a producao
de proteinas S encontradas na superficie do novo coronavirus, estimulando a resposta
do sistema imune. Essa vacina entrou em uso no dia 8 de dezembro de 2020 no Reino
Unido, menos de uma semana apos a aprovacdo de seu uso emergencial, sendo esta
a primeira vacina aprovada contra o novo coronavirus. Esta é uma das vacinas em

atual uso no Brasil.23 24

Além desta, a vacina recombinante ChAdOx1 nCoV-19, utilizada também no
Brasil, foi desenvolvida pela Universidade de Oxford em parceria com a farmacéutica

AstraZeneca e consiste em um vetor ndo replicante de adenovirus de chimpanzé,
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contendo o gene do antigeno da glicoproteina de superficie estrutural (spike) do
SARS-CoV-2.%5 26

bY

De forma semelhante a vacina da Astrazeneca, a vacina Ad26.COV2.S,
produzida pela Janssen, também disponibilizada para populagédo brasileira, € uma
vacina recombinante de vetor viral, utilizando um adenovirus humano néo replicante
gue expressa a proteina spike do SARS-CoV-2. Foi a primeira vacina de dose Unica

utilizada no Brasil e no mundo. 27

No Brasil, a vacina¢do contra 0 novo coronavirus teve inicio em 17 janeiro de
2021, no estado de Sao Paulo. A primeira vacina utilizada foi a CoronaVac,
desenvolvida pelo laboratério chinés Sinovac em parceria com o Instituto Butanta.
A CoronaVac foi criada por meio de uma tecnologia molecular ja muito utilizada em
outros imunizantes. Essa vacina é composta pelo virus inativado, capaz de ser
reconhecido pelo sistema imune para producédo de defesas, porém sem capacidade

de replicacéo.?® 2°

Entretanto, dados confirmam que o fator idade influencia na eficacia dos
imunizantes Oxford/Astrazeneca e CoronaVac, gerando menor protecao contra o virus

na populacgéo idosa.*®

Além disso, o surgimento de varias novas variantes do SARS-CoV-2 ao longo
da pandemia levantou preocupacdes sobre o impacto potencial nos esquemas de
vacinacdo em andamento. Dados sugerem que as vacinas atuais permanecem
altamente eficazes contra a variante alfa, enquanto algumas vacinas tém eficacia
reduzida contra doenca sintomatica causada pela variante beta. Embora os dados
sobre a eficacia do esquema primario contra émicron sejam limitados, programas de
reforco usando vacinas de mMRNA demonstraram restaurar a protecdo contra
infec¢des e doenca sintomatica (independentemente da vacina usada para o esquema
primério) e manter alta eficacia contra a hospitalizacdo. No entanto, a eficicia contra
infec¢des e doengas sintomaticas diminui com o tempo apods a dose de refor¢o. Neste
sentido, varias estratégias de mitigacdo estdo sendo investigadas para abordar o
potencial de eficacia ou eficacia reduzida contra variantes atuais e futuras do SARS-
CoV-2, incluindo modificagdo de vacinas para certas variantes, formulacbes de

vacinas multivalentes e diferentes mecanismos de administracéo.3? 32
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Sobre vacinas, vale pontuar que o grande desafio € desenvolver uma de forma
gue a resposta imunoldgica seja intensa o0 bastante para garantir um periodo longo de
protecdo, mas que nao seja grave a ponto de causar efeitos colaterais acentuados,
como lesdo nos pulmdes. As tecnologias vacinais baseiam-se, justamente, na
estimulacdo do sistema imune e da producdo de células de memdria sem que o
individuo tenha que ter contato direto com o patégeno em estado natural. Embora as
vacinas com organismos atenuados costumam apresentar as melhores taxas de
resposta imune; elas sdo também as que mais comumente desencadeiam sintomas,
mesmo que leves. Varias outras estratégias, como as que utilizam o patdégeno
inativado, ou algumas de suas partes, costumam ser mais seguras, porém
rotineiramente necessitam de doses de refor¢co para que a imunidade possa ser

assegurada e mantida.?? 33

Sabe-se que com a imunizacdo, a protecdo contra a infeccdo € mais
frequentemente mediada por anticorpos especificos para virus. Um grande problema
€ que as vacinas atuais apresentam eficicia reduzida em idosos, levando a uma alta
taxa de infec¢des em individuos vacinados. Por exemplo, a vacina anual contra o virus
Influenza, causador da gripe, tem eficacia de apenas 40% a 50% em individuos mais
velhos.®® Os idosos também apresentam maiores taxas de complicagGes, como
insuficiéncia cardiaca congestiva e doenca pulmonar, resultando no aumento da taxa
de hospitalizacdo e morte apds a infeccdo pelo virus Influenza.®* Além da gripe,
respostas reduzidas em idosos foram observadas com vacina¢Bes para tétano,
encefalite, hepatite e Streptococcus pneumoniae, todas cujo objetivo € gerar uma

resposta protetora de anticorpos.3*

De acordo com a literatura, o declinio na producdo de anticorpos apls a
vacinacdo em idosos pode estar associada a reducao da expansao e diferenciacéo
das células B especificas do antigeno, levando a producao de titulos reduzidos de IgG
especifica para o antigeno. Além disso, os anticorpos produzidos sdo de baixa
qualidade devido a reducdo da mudanca de classe e mutagédo somatica nos genes da
regido variavel, resultando em afinidade reduzida. Desta forma, os anticorpos
produzidos por individuos mais velhos tém capacidade diminuida de neutralizar e

opsonizar patégenos, resultando em menos protecéo contra infecgdes. 16 34 35

Diante da situacdo que idosos apresentam menor capacidade de produzir

anticorpos funcionais contra infec¢des, faz-se necessaria intervencdo com outras



18

terapias conjuntas a vacinacdo, como por exemplo, a pratica regular de exercicio
fisico. O exercicio fisico € considerado como uma terapia ndo medicamentosa que
tem recebido grande atencao cientifica nos ultimos tempos. Quando comparado com
outras terapias, o exercicio fisico é preferencialmente empregado, devido ao menor
custo e facilidade de implementacao. Diversos estudos tém constatado que a pratica
regular de exercicio fisico tende a amenizar os efeitos deletérios causados pelo
envelhecimento sobre o sistema imune. Além disso, o exercicio fisico também pode
ter um impacto benéfico em outros tipos de doencgas crénicas como artrites, doencas
cardiacas, diabetes, osteoporose e doencas pulmonares.®¢3” Em estudo de Drela e
colaboradores, a atividade fisica moderada a longo prazo gerou um aumento da
producéo de IL-2 e melhorou o estado do sistema imune frente a senescéncia.®® Ja
num estudo realizado por Timmermam e colaboradores, a atividade fisica foi
associada com menor porcentagem de mondcitos CD14+ e CD16+ em idosos
treinados, causando uma melhora no perfil inflamatério desses idosos, uma vez que
esses monacitos estdo associados a producdo de citocinas proé-inflamatérias.®® Os
achados de Nieman e colaboradores demonstram que o exercicio de caminhada
durante 12 semanas mostrou um significante aumento na atividade das células
Natural Killer e na funcdo das células T em idosas previamente condicionadas,
guando comparado com idosas sedentarias, mas permaneceu em niveis mais baixos

em relac@o a mulheres jovens sedentéarias.*°

Vale destacar que nosso grupo de pesquisa tem mostrado que idosos
praticantes regulares de exercicios fisicos em intensidade moderada apresentam
melhor resposta de anticorpos a vacinacdo contra o virus Influenza, tanto
sistemicamente como na mucosa das vias aéreas superiores, quando comparados a

idosos nédo praticantes e sedentarios. #4243

Embora estas informagBes nos permitam balizar estratégias e intervencdes
para melhorar a resposta de idosos a vacinacao, devido as restricbes impostas pela
pandemia, especialmente aos idosos, manter a pratica regular de exercicios fisicos se
tornou uma dificuldade. Neste sentido, uma pergunta ainda sem resposta é: a pratica
regular de exercicios fisicos, mesmo sendo descontinuada, ainda é capaz de

favorecer a ativagdo da reposta imune contra a vacinagao?

Vale a pena salientar que a cada dia muitas questdes sdo levantadas e, uma

em especial tem ganhado espaco e se relaciona a possivel necessidade de
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aprendermos a conviver com esse virus, pois embora haja esperanca que essa
pandemia seja controlada num futuro préximo, surtos inesperados e o0
desenvolvimento de resisténcia a tratamentos e vacinas sdo altamente possiveis
devido a mutacdes e variantes do virus. Desta forma, fica evidente que a avaliacdo
das respostas imunes sistémicas em idosos que mantiveram uma rotina regular de
exercicios fisicos antes do isolamento social imposto pela COVID-19 pode fornecer
dados que nos permitam avancar no entendimento de como podemos gerar uma

eficiente protecéo a infeccéo pelo SARS-CoV-2.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar a resposta imune sistémica para a vacina contra o SARS-CoV-2 em
idosos que mantinham ou ndo uma rotina regular de exercicios fisicos anteriores a

pandemia.
2.2 Objetivos especificos
Propde-se avaliar:
- 0s niveis das imunoglobulinas A e G especificas para SARS-CoV-2;
- 0 numero de linfocitos T “naive” (CD28+CD57-);
- 0 numero de linfocitos T duplo positivos (CD28+CD57+);

- 0 numero de linfocitos T senescentes (CD28-CD57+).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Design de estudo

Este € um estudo multifatorial, intervencional e prospectivo pré-pés de 3
bracos controlado, envolvendo idosos (com idade entre 60 e 85 anos) vacinados
contra COVID-19 e envolvidos ou ndo em um programa de treinamento fisico
combinado por, pelo menos, 12 meses antes do isolamento social imposto pela
COVID-19. Os voluntarios de ambos os sexos foram recrutados na Disciplina de
Geriatria e Gerontologia da Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP) ou no
Hospital Geriatrico e de Convalescentes Dom Pedro Il, pertencente a Secretaria de
Saude do Estado de Sdo Paulo. Os dados e amostras de sangue foram coletados
entre janeiro e fevereiro de 2021 (antes da administragéo da primeira dose da vacina
para COVID-19) e entre marco e abril de 2021 (30 dias apds administracdo da
segunda dose da vacina CoronaVac) ou entre maio e junho de 2021 (30 dias apés a

administracdo da segunda dose da vacina ChadOx-1).
3.2. Declaracéo ética

Todos os voluntarios que manifestaram interesse em participar do estudo
foram orientados a assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),
disponivel em Anexo A, ja aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade de Santo Amaro (UNISA), nimero 4.951.537 (Anexo B). O estudo
seguiu as orientacdes da Declaracdo de Helsinque para pesquisa com seres

humanos.

3.3. Critérios de Selecédo dos Participantes

3.3.1 Critérios de Incluséo

- Participar do estudo espontaneamente

- Ter idade entre 60 e 85 anos no momento do recrutamento;
- Aceitar ser imunizado contra o0 SARS-CoV-2;

- Concordar em participar da pesquisa.

3.3.2 Critérios de Exclusao
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- Ter recebido o diagnostico de qualquer tipo de doenca severa mental ou fisica

ou apresentar infec¢cdes agudas ou crbnicas, neoplasias ou doenca hepatica e renal.

- Estar submetido a corticoterapia ou fazer uso de qualquer outro medicamento

anti-inflamatoério em alguma fase do estudo.

- Estar submetido a terapia com plasma convalescente em alguma fase do

estudo.
- Nao comparecer a uma etapa de coleta de amostras bioldgicas.

3.4 Calculo do Tamanho da Amostra e Grupos Experimentais

Embora esse desenho experimental tenha sido planejado como um estudo
experimental naturalista e exploratério, o calculo amostral foi realizado para
estabelecer um nimero minimo de participantes por grupo. Usando o programa de
software G*Power, o tamanho da amostra e o poder estatistico foram estimados com
base no teste T de Student, tamanho do efeito (0,30) no nivel a (0,05), poder
estatistico de 0,95 e trés grupos com duas medidas (pré-pos). Considerando uma
margem de 30% de perdas ou recusas, foi considerado um minimo de 22 individuos
por grupo. Conforme o fluxograma (Figura 1), inicialmente foram convidados a
participar do estudo um total de 102 idosos da comunidade. Juntamente com a equipe
meédica e académica, e guiados por critérios de selec¢do de participantes previamente
determinados, nossa equipe de pesquisa recrutou 93 voluntarios, que foram
separados em trés subgrupos de acordo com o tipo de vacina recebida e sua adeséo
ao programa de exercicios fisicos antes da pandemia. Os seguintes grupos foram
gerados a partir da analise final da amostra: (I) dois grupos, um composto por idosos
previamente engajados em um programa de exercicio fisico (EF) que foram vacinados
com CoronaVac (n = 46), e outro grupo composto por idosos vacinados com ChadOx-
1 (n = 23); (I) um grupo de idosos nao praticantes de exercicio fisico (NEF) e

vacinados com a vacina ChadOx-1 (n = 24).
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Figura 1. Fluxograma do desenho do estudo.

3.5. Protocolo de intervencédo de exercicio

Detalhes especificos sobre o programa de treinamento fisico realizado pelos
voluntarios idosos que compuseram o grupo EF podem ser evidenciados em nossos
relatos anteriores.*14? Resumidamente, essa populagéo realizou o seguinte programa
gue consistia em uma combinagcdo de exercicios aerdbicos e resistidos continuos.
Cada sessao teve duragcao de 60-75 min, realizadas trés vezes por semana em dias
alternados, em monitoracdo de intensidade moderada por avaliagdo por meio de
frequencimetro (marca Polar, modelo FT1, Polar-Finlandia) e pela Escala de Borg de
Esforco Percebido. Todos realizaram o programa por, no minimo, 48 semanas (12

meses), e foram supervisionados pelo mesmo profissional de educacéo fisica.

3.6. Vacinacéo
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De acordo com o calendario vacinal inicialmente proposto para a populacéo
idosa pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), em Janeiro-Fevereiro
de 2021, essa populagdo poderia ser imunizada exclusivamente com CoronaVac ou
ChadOx-1. Com base nele, os voluntarios inscritos neste estudo foram imunizados
com as vacinas para COVID-19 disponiveis pelo Sistema Unico de Satde (SUS). Vale
esclarecer que, nesse momento, conforme descrito anteriormente, todos o0s
voluntarios foram submetidos a duas doses da mesma vacina, sendo que, para a
CoronaVac o intervalo entre a primeira e a segunda dose foi em torno de 28 dias, e

para a ChadOx -1, foi em torno de 120 dias.
3.7 Coleta dos materiais biolégicos

As amostras de sangue periférico foram coletadas em jejum e em tubos
apropriados para obtencao do soro e células mononucleares do sangue periférico em
dois momentos distintos: antes e 30 dias depois da administracdo da segunda dose
da vacina para COVID-19.

Aliquotas de soro (minimo de 500uL) foram obtidas ap6s coagulagéo do sangue
no préprio tubo de coleta e centrifugacdo a 2500rpm por 10 minutos a 4°C, sendo
posteriormente congeladas a -80°C para posterior determinacdo das concentracdes

das imunoglobulinas A e G.

Outras amostras de sangue periférico foram coletadas em tubo com
anticoagulante EDTA para avaliacdo da imunofenotipagem. Neste Ultimo caso, o
sangue 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
centrifugacdo a 4°C por 30 minutos. ApOs esta etapa, o pool de células obtido,
correspondente a fracdo dos leucdcitos, foi isolado, lavado em PBS (1x, pH=7,4) e
novamente submetido a centrifugacdo 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 posterior

determinacao da imunofenotipagem e o perfil de ativacédo das células T.
3.8 AvaliacOes laboratoriais

3.8.1 Determinacgédo das Imunoglobulinas A e G especificas para o virus
SARS-CoV-2
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A concentracdo da IgA e IgG especificas para o0 SARS-CoV-2 foi determinada
através da técnica de ELISA em amostras de soro obtidas antes e depois da
vacinagao. As placas de reacao foram sensibilizadas com a melhor concentracdo de
antigenos N, M e S do SARS-CoV-2 (0,12ug/mL). As amostras foram diluidas (1:2.000
para IgA e 1:5.000 para IgG) em tamp&do PBS-tween 0,1% contendo 1M NaCl e
adicionadas a placa previamente sensibilizada e bloqueada, deixando-se incubar
durante pelo menos 2 horas a 37°C. Apés essa etapa de incubacédo e lavagem de
cada poco da placa, conjugados anti-IgA (1:2.000) e anti-IgG (1:10.000) para humanos
foram adicionados a placa e a mesma mantida 1 horas a 37°C. Apés este tempo, nova
etapa de lavagem foi realizada e a reacgao foi avaliada pela adicdo de uma solucéo de
tampéo citrato (pH 4,3) acrescido de OPD e H20:2 a cada pogo da placa. Em seguida
a reacao foi parada com a adi¢éo de solugcédo de H2SO4 2N. A leitura da reacao foi

realizada a 492nm em um leitor de microplaca (Labsystem Mulitskan MS).
3.8.2. Avaliacdo da imunofenotipagem e perfil das células T

Para a avaliacdo da imunofenotipagem, as células mononucleares do sangue
periférico, previamente armazenadas conforme descrito no item 3.2 desta secéao,
foram retiradas do nitrogénio liquido e apés seu descongelamento, a mistura de
células e solucao 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
centrifugacéo a 4°C por 10 minutos a 2000rpm. Apés a centrifugacao, o sobrenadante
sera descartado e o pellet correspondente as células foi transferido para tubos
eppendorf’s de 1,5mL junto com MACS Buffer [PBS (1x, pH=7,4) contendo albumina
do soro bovino (0,5%) e EDTA (2mM)], respeitando o volume final de 250uL. Logo
apos, as células foram incubadas com o mix de anticorpos monoclonais para
avaliacdo da imunofenotipagem associada ao perfil de ativacao de células tanto TCD4
e TCD8, além das moléculas CD28 e CD57, como descrito na figura 2. As células
foram incubadas no escuro a 4°C por 30 minutos e, logo apds, submetidas a duas
lavagens sucessivas com MACS Buffer. Por fim as células foram submetidas a

citometria de fluxo.

A aquisicao dos dados foi realizada no citometro de fluxo (Becton Dickinson
Immunodiagnostic Systems, San Jose, CA, EUA) e os dados gerados foram
analisados no programa FlowJo (TreeStar, San Carlos, California, USA). A definicao

dos gates serédo baseadas na analise do FMO (Fluorescente MinusOne).
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Figura 2. Graficos de pontos representativos de um painel de citometria de fluxo usado para a deteccao
de células TCD4+ e células TCD8+ associadas ao perfil “naive” (CD28+CD57-), duplo-positivo
(CD28+CD57+) e senescente (CD28-CD57-). PBMCs foram marcados com anticorpos especificos para

reconhecimento das proteinas de superficie CD4, CD8, CD28 e CD57.

3.9. Plano de Gestao dos Dados

Realizou-se uma estratégia personalizada de gestdo dos dados que se iniciou
pela identificacdo das demandas baseadas nas evidéncias oriundas das fontes de
dados coletadas durante o desenvolvimento do projeto. Para isso, foi utilizado o
programa Microsoft Excel® como repositério e Banco de Dados devido a facilidade de
manuseio e conhecimento dos profissionais envolvidos no projeto. Em seguida, a
exploracdo dos dados, deu-se por meio de uma variedade de angulos com a intencao
de determinar limitacdes e/ou insuficiéncias escondidas que pudessem impactar de
forma negativa sobre os resultados, além de tendéncias e oportunidades que
gerassem um maior valor aos desfechos de interesse do projeto. Por fim, os dados
obtidos passaram por um processo de limpeza e padronizacao, exploracéo e analise
por meio do dominio de estruturas do Excel® para Banco de Dados, seguida por
analises e confeccao de graficos/figuras através do programa GraphPad Prism v8.1.2.
Vale destacar que todos os dados ficaram em arquivos compartilhados na nuvem

(Programa GoogleDrive) entre os pesquisadores envolvidos no projeto.
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3.10. Andlise estatistica

Inicialmente, os dados obtidos foram comparados com a curva de Gauss e a
normalidade de cada determinada pelo teste de Shapiro-Wilk. Além disso, a
homogeneidade da variancia foi avaliada pelo teste de Levene. Como todas as
variaveis apresentaram comportamento ndo paramétrico, foram representadas por
mediana e intervalos interquartis. Além disso, as comparacdes intragrupos foram
feitas pelo teste de Wilcoxon, enquanto as avalia¢des intergrupos foram feitas pelo
teste de Kruskal-Wallis com pdés-teste de Miller-Dunn. O teste do coeficiente de
correlacdo de Spearman foi utilizado para avaliar a existéncia de correlacao entre as
variaveis estudadas. Por fim, também foi realizada a anélise de regressdo multivariada

ajustada para idade. Para todas as analises foi considerado o risco a de 5% (p< 0,05).
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4. RESULTADOS

Na tabela 1 sdo apresentados os dados antropométricos referentes aos
voluntarios do grupo EF e do grupo NEF submetidos a vacinagdo com CoronaVac ou
ChadOx-1, bem como o numero de mulheres e homens que compuseram esses
grupos. Pode-se observar que apenas o numero de mulheres e homens nos subgrupos
apresentou diferenca significativa.

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

Grupo Nao- Exercicio

Grupo Exercicio Fisico (EF) Fisico (NEF)

Vacina CoronaVac Vacina ChadOx-1 Vacina ChadOx-1
Valor de p
(n =46) (n=23) (n=24)
Idade (anos) 744+3.9 753+9.1 75.6+7.9 >0.05
Mulheres (n) 34 18 06 <0.0001
Homens (n) 12 05 18 <0.0265
Altura (m) 1.57+0.1 1.57 £ 0.08 1.56 + 0.09 >0.05
Peso (kg) 63.4+£12.2 659 +£12.7 66.7 £16.6 >0.05
IMC (kg/m?) 259+4.6 26.7+5.3 274 +6.2 >0.05

Na figura 3 é apresentado a comparacdo entre os resultados referentes as
concentracdes totais séricas de IgG obtidos de idosos vacinados com ChadOx-1 e
CoronaVac, independente da separacdo em grupos EF e NEF. E possivel observar
gue os niveis totais de IgG pds-vacinacdo aumentaram de forma significativa quando
comparados aos valores pré-vacinacdo para aqueles vacinados com ChadOx-1
(p=0,0004), porém aqueles vacinados com CoronaVac ndo demonstraram diferenca
significativa (p=0,4764). Vale salientar que no momento pré-vacinacdo alguns
voluntarios apresentavam anticorpos, 0 que nos permite sugerir que tiveram contato

com o0 SARS-CoV-2, mas foram assintomaticos para COVID-19.
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Figura 3. Variagdo da concentracdo total sérica de IgG (D.O. 450nm) nos voluntérios idosos
participantes do estudo antes (pré) e apds 30 dias da administracdo da segunda dose (pds) da vacina
ChadOx-1 e CoronaVac, independente da prévia préatica regular, ou ndo, de exercicio fisico. Os dados
séo apresentados com em mediana e intervalo interquartil. ***p <0,001.

A Figura 4 mostra os resultados referentes as concentracdes totais séricas de
IgA obtidos nos voluntérios idosos vacinados com ChadOx-1 e CoronaVac,
independente dos grupos EF e NEF. De maneira semelhante ao observado para IgG,
0s niveis totais séricos de IgA poés-vacinacdo aumentaram de forma significativa
quando comparados aos valores pré-vacinagdo para aqueles vacinados com
ChadOx1 (p=0,0006) enquanto o grupo vacinado com CoronaVac nao demonstrou
diferenca para as concentracdes desse anticorpo (p>0,9999). Corroborando a

sugestdo anterior, alguns voluntarios apresentaram niveis de IgA antes da vacinacao.
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Figura 4. Variacdo da concentracdo total sérica de IgA (D.O. 450nm) nos voluntarios idosos
participantes do estudo antes (pré) e apés 30 dias da administracdo da segunda dose (pés) da vacina
ChadOx-1 e CoronaVac, independente da prévia pratica regular, ou ndo, de exercicio fisico. Os dados
sdo apresentados com em mediana e intervalo interquartil. ***p<0,001.

Tendo em conta que a vacina CoronaVac foi aplicada exclusivamente em um
subgrupo de voluntarios do grupo EF, os dados relacionados a concentracao total
sérica de IgG e IgA ja foram apresentados nas Figuras 3 e 4 e mostram que néo houve
diferenca significativa nos seus niveis pdés-vacinacdo em relacdo aos valores

observados pré-vacinacgéo.

J4, a figura 5 a seguir apresenta os resultados referentes a avaliacdo da
imunogenicidade relacionada a resposta sérica tanto de IgG (Figura 5A) quanto IgA
(Figura 5B) obtida no grupo de idosos submetidos a vacinagdo com CoronaVac. De
acordo com os dados apresentados na Figura 5A, com relacdo a IgG, pode-se
observar que 39,1% responderam a vacinacao, enquanto 39,1% nao responderam, e
21,8% tiveram queda nas concentragdes totais séricas desse anticorpo pés-vacinacao
em comparacgao aos valores pré-vacinacao. Ja, em relacéo a IgA (Figura 5B), pode-
se observar que apenas 19,6% responderam a vacinagao, enquanto 71,7% nao
responderam, e 8,7% tiveram queda nas concentracdes totais séricas de IgA poés-

vacinagcdo em comparagao aos valores pré-vacinagao.
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Figura 5. Avaliacdo da imunogenicidade relacionada as concentragdes totais séricas de I1gG (A) e IgA
(B) nos idosos participantes do estudo antes (pré€) e apds (pés) 30 dias da administragdo da segunda
dose da vacina CoronaVac.

Além destas avaliacfes e, no intuito de responder aos objetivos deste estudo,
a seguir apresentamos os resultados obtidos nas avaliacbes das repostas vacinais

dos voluntéarios idosos separados em grupos EF e NEF.

Na Figura 6 sdo apresentados os resultados referentes tanto as concentracoes
totais séricas de IgG (Figura 6A) e IgA (Figura 6C) quanto a imunogenicidade
relacionada a IgG (Figura 6B) e IgA (Figura 6D) obtidos no grupo NEF submetidos a
vacinacdo com ChadOx-1. Vale neste momento salientar que, conforme relatado
anteriormente, os voluntarios deste grupo foram vacinados somente com ChadOx-1.
E possivel observar na Figura 6A que 0s niveis totais séricos de IgG poOs-vacinagéo
aumentaram de forma significativa quando comparados aos valores pré-vacinacéo
(p=0,0012), enquanto os niveis totais séricos IgA pds-vacinacdo apresentaram
tendéncia ao aumento em relacdo aos valores pré-vacinacdo (p=0,0645). Ja, em se
tratando da imunogenicidade para IgG, p6de-se observar que 66,7% responderam a
vacinagao, enquanto 20,8% nao responderam, e 12,5% tiveram queda nas
concentracbes desse anticorpo (Figura 6B). Sobre a imunogenicidade para IgA
observou-se que 33,33% responderam a vacinagdo, enquanto 58,33% nao

responderam, e 8,33% tiveram queda nas concentracdes desse anticorpo.
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Figura 6. Variagdo da concentragéo total sérica de IgG (A, D.O. 450nm) e IgA (C, D.O. 450nm), além
da avalia¢éo da imunogenicidade relacionada as concentragdes totais séricas de IgG (B) e IgA (D) nos
voluntéarios idosos do grupo NEF antes (pré) e apds 30 dias da administracdo da segunda dose (pés)
da vacina ChadOx-1. **p <0,01.

A Figura 7 mostra os resultados relativos tanto as concentracdes totais séricas
de IgG (Figura 7A) e de IgA (Figura 7C) quanto a imunogenicidade relacionada a IgG
(Figura 7B) e IgA (Figura 7D) obtidos no grupo EF submetidos a vacinagcdo com
ChadOx-1. Com relacédo aos niveis totais séricos dos anticorpos IgG (Figura 7A) e IgA
(Figura 7C) foi possivel observar aumento significativo desses anticorpos pés-
vacinacdo quando comparados aos valores obtidos pré-vacinacdo (p=0,0002 e
p=0,0001, respectivamente). Sobre a imunogenicidade para IgG (Figura 7B), pdde-se
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observar que 56,5% responderam e 43,5% nao responderam a vacinacao, enquanto

para IgA (Figura 7D), 60,9% responderam e 39,1% n&o responderam a vacinacao.
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Figura 7. Variagdo da concentragéo total sérica de IgG (A, D.O. 450nm) e IgA (C, D.O. 450nm), além
da avalia¢éo da imunogenicidade relacionada as concentracgdes totais séricas de IgG (B) e IgA (D) nos
voluntérios idosos do grupo EF antes (pré) e apés 30 dias da administracao da segunda dose (pés) da
vacina ChadOx-1. ***p<0,001.

No intuito de verificar a dindmica de producédo dos anticorpos IgA e IgG tanto
antes (pré) quanto 30 dias apOds a administracdo da segunda dose das vacinas
CoronaVac e ChadOx-1 (p6s) nos grupos de voluntarios participantes do estudo, foi
realizado a avaliagdo do coeficiente de correlagdo de Spearman. Conforme se
observa na Figura 8, apenas o subgrupo EF vacinado com CoronaVac (Figura 8B)
mostrou uma significativa correlacdo positiva no momento pds-vacinacao entre os
valores séricos de IgA e IgG.
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Figura 8. Avaliacdo do coeficiente de correlacdo de Spearman entre os valores séricos de IgA e IgG
nos voluntarios idosos do grupo EF antes (pré, A, C e E) e ap6s 30 dias da administragdo da segunda
dose (pés, B, D e F) da vacina CoronaVac (A e B) ou ChadOx-1 (EF—-C e D; NEF-E e F).

Além da avaliacdo da resposta de anticorpos a vacinacdo para COVID-19,
também foi objetivo deste estudo analisar a porcentagem de linfécitos TCD4 e TCDS8
tanto “naive” quanto senescentes antes e 30 dias apds a administracdo da segunda
dose das vacinas CoronaVac e ChadOx-1. Contudo, € importante salientar que essa
analise ficou restrita aos voluntarios do grupo EF, pois infelizmente néo foi possivel

obter as células dos voluntarios do grupo NEF.

Conforme apresentado na Figura 9, menores porcentagens de linfécitos

TCD4+CD28+CD57- (“naive”) foram observadas nos voluntarios do grupo EF
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submetidos a vacinacéo tanto com ChadOx-1 (Figura 9A, p=0001) quanto CoronaVac
(Figura 9B, p=0,0231) p6s-vacinacao do que os valores pré-vacinacao. Ja, em relacao
as porcentagens dos linfécitos TCD8+CD28+CD57-, significativa reducdo da
porcentagem destas células foi observada somente no subgrupo de idosos vacinados
com ChadOx-1 (Figura 9C, p=0,0006) pods-vacinacdo quando comparados valores
pré-vacinacdo, enquanto nenhuma alteracao significativa foi evidenciada no subgrupo

de idosos vacinados com CoronaVac (Figura 9D, p=0,4836).
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Figura 9. Porcentagem de linfocitos TCD4+CD28+CD57- (A e B) e linfocitos TCD8+CD28+CD57- (C e
D) nos voluntarios idosos grupos EF, antes (pré) e 30 dias apés a administracdo da segunda dose da
vacina ChadOx-1 (A e C) ou CoronaVac (B e D). *p<0,05; ***p<0,001.

A Figura 10 mostra os resultados obtidos na avaliacdo das porcentagens de
linfécitos TCD4+CD28+CD57+ (Figuras 10A e 10B) e linfocitos TCD8+CD28+CD57+
(Figuras 10C e 10D), considerados como células duplo-positivas, obtidos nos
voluntarios do grupo EF submetidos a vacinagdo com ChadOx-1 (Figuras 10A e 10C)
ou CoronaVac (Figuras 10B e 10D). De maneira interessante, pdde-se evidenciar que
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as porcentagens dos linfocitos TCD4+CD28+CD57+ (Figura 10A, p=0,0045) e dos
linfécitos TCD8+CD28+CD57+ (Figura 10C, p=0,0172) nos idosos vacinados com
ChadOx-1 apresentou aumento significativo pds-vacinacdo em comparagdo aos
valores pré-vacinacdo. J4, para o grupo de idosos vacinados com CoronaVac
nenhuma alteracdo foi observada tanto para as porcentagens dos linfocitos
TCD4+CD28+CD57+  (Figura  10B, p=0,2003) quanto para linfocitos
TCD8+CD28+CD57+ (Figura 10D, p=0,7475).
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Figura 10. Porcentagem de linfécitos TCD4+CD28+CD57+ (A e B) e linfocitos TCD8+CD28+CD57+ (C
e D) nos voluntarios idosos grupos EF, antes (pré) e 30 dias apds a administracéo da segunda dose da
vacina ChadOx-1 (A e C) ou CoronaVac (B e D). *p<0,05; **p<0,01.

Na figura 11 sdo apresentados os resultados relacionados a avaliacdo das
porcentagens de linfocitos TCD4+CD28-CD57+ (Figuras 11A e 11B) e linfocitos
TCD8+CD28-CD57+ (Figuras 11C e 11D), considerados como células senescentes,
obtidos nos voluntéarios do grupo EF submetidos a vacinacdo com ChadOx-1 (Figuras



37

11A e 11C) ou CoronaVac (Figuras 11B 11D). E possivel observar que ndo houve
nenhuma alteracdo tanto nas porcentagens dos linfécitos TCD4+CD28-CD57+
(ChadOx-1, p=0,7919, Figura 11A; CoronaVac, p=0,3585, Figura 11B) quanto dos
linfécitos TCD8+CD28-CD57+ (ChadOx-1, p=0,0956, Figura 11C; CoronaVac,
p=0,0936, Figura 11D) pds-vacinacdo em comparacdo com os valores observados

pré-vacinacao.
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Figura 11. Porcentagem de linfécitos TCD4+CD28-CD57+ (A e B) e linfécitos TCD8+CD28-CD57+ (C
e D) nos voluntéarios idosos grupos EF, antes (pré) e 30 dias ap6s a administracdo da segunda dose da
vacina ChadOx-1 (A e C) ou CoronaVac (B e D).

Como a idade pode impactar na resposta imune, adicionalmente realizamos
uma analise de regressao multivariada ajustada para a idade. Foi observado que a
idade apresentou efeito significativo nos niveis séricos de IgG especifica para
antigenos SARS-CoV-2 pds-vacinagdo apenas o grupo EF vacinado com CoronaVac
(B = -0.01536; 95% CI -0.02970 a -0,001029; p = 0,0363; R? = 0.2296).
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5. DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivo avaliar a resposta de anticorpos especificos a
vacinagao contra COVID-19 e a porcentagem de células T “naive”, duplo positivas e
senescentes em idosos que mantinham ou ndo uma pratica regular de exercicios
fisicos antes da pandemia. De modo geral, os resultados obtidos neste estudo
mostraram que: (1) a vacina ChadOx-1 foi mais eficaz em provocar uma resposta
imune, particularmente em termos de imunogenicidade, do que a vacina CoronaVac;
(2) o grupo de idosos que realizava o programa de exercicios combinados antes da
pandemia apresentou melhor resposta vacinal, principalmente em termos de IgG e
IgA especificos para antigenos SARS-CoV-2, do que o grupo composto por idosos

nao-praticantes do programa de exercicios fisicos.

E amplamente aceito que o processo de imunossenescéncia leva a alteracdes
significativas ndo apenas no numero, mas também na funcionalidade das células do
sistema imune. Por exemplo, esse processo pode impactar negativamente tanto na
resposta das células B, células responsaveis pela producao de anticorpos contra um
antigeno especifico, levando a uma reducao da resposta humoral, quanto nas células
T, promovendo um declinio no numero de células T “naive” e acimulo de células T
senescentes em associacdo com alteraces notaveis em sua funcionalidade.** A
medida que essas alteracfes se apresentam, as respostas imunes a vacinacdo em
idosos estardo prejudicadas.*! Corroborando essas informacdes, foi documentado
que a vacinacdo anual para o virus Influenza, patégeno causador da gripe, tem
demonstrado uma imunogenicidade em torno de 40% a 50% em idosos, o0 que leva
essa populacdo a apresentar um alto indice de infeccbes, especialmente por virus

respiratérios, mesmo em individuos vacinados.3*

7

Além da imunossenescéncia, neste ponto, € importante destacar que, de
acordo com a literatura, tanto a quarentena quanto o distanciamento social séo
considerados experiéncias desagradaveis, que envolvem perda da liberdade, solidao,
inseguranca no emprego, separacao de entes queridos e medo de doenca devido a
varias restricdes que perturbam abruptamente o estilo de vida.*>#647 Corroborando
com estas informacoes, foi demonstrado que o isolamento social imposto pelo COVID-
19 aumentou o sedentarismo,*® tanto na populacdo masculina quanto na feminina,*°
0 que pode levar a um enfraquecimento do sistema imunologico a infecgéo por SARS-
CoV-2 e também a vacinacgéao.
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Apesar do envelhecimento ser um processo natural e que a ocorréncia de
imunossenescéncia nao pode ser totalmente evitada, tanto a pratica clinica quanto a
literatura cientifica, a cada dia, destacam que a pratica regular de treinamento fisico
pode ser considerada uma poderosa ferramenta para minimizar o declinio do sistema
imunologico associado ao envelhecimento, o que inclui uma melhora nas respostas

imunes a vacinagéo.%51

A esse respeito, N0sso grupo relatou que idosos que praticam regularmente
intensidade moderada de um programa de exercicios combinados apresentaram
melhor resposta de anticorpos a vacinacdo contra o virus Influenza, tanto
sistemicamente quanto na mucosa das vias aéreas superiores, assim como em
comparacao com idosos que ndo praticavam exercicios fisicos ou apresentavam estilo
de vida sedentario.**?> Com base nesses dados, os resultados obtidos no presente
estudo permitem supor que 0s beneficios promovidos pela pratica regular de
exercicios de longa data sobre as respostas imunes de idosos, até onde pudemos
avaliar, foram mantidos mesmo apdés a interrup¢ao de sua préatica por um ano devido
ao isolamento social imposto pela pandemia de COVID-19. Essa sugestao se baseia
na observacdo de que o grupo EF vacinado com ChadOx-1 ndo s6 apresentou um
aumento mais pronunciado nos niveis de IgG especifica (p = 0,0002) do que os
valores observados no grupo NEF (p = 0,0012), mas também que apenas o0s
voluntarios deste grupo apresentaram um aumento significativo nos niveis de IgA poés-

vacinacdo em comparacdo com os valores pré-vacinacao.

De acordo com a literatura, a maioria das vacinas contra virus respiratorios,
como o COVID-19, sdo administradas, em geral, por via intramuscular, a fim de
provocar uma resposta imune sistémica robusta, que inclui niveis mais elevados de
IgG, e ndo uma imunidade protetora na mucosa de das vias aéreas superiores,
principalmente por IgA secretora, pois pode ser desenvolvida apds infec¢do natural
pelo virus respiratério.>? Embora se saiba que os niveis séricos de IgA apresentam
um impacto menor na prote¢do imunolégica na mucosa,>®%* ndo é totalmente
compreendido se o0s niveis séricos de IgA podem ser correlacionados com uma
resposta adequada de IgA na mucosa,*® melhorando a resposta imune a infecgéo por
SARS-CoV-2, pois foi relatado que as respostas de anticorpos IgA estavam
associadas a menor disseminacdo viral.>> Além disso, é importante mencionar que

niveis mais altos de IgA foram relacionados a um aumento na eficacia da vacinacgao
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contra o virus Influenza.>® Portanto, essas informacdes podem corroborar nossa
sugestéo de que o grupo EF vacinado com ChadOx-1 apresentou melhor resposta de

anticorpos do que o grupo NEF, submetido ao mesmo esquema vacinal.

Apesar de o grupo EF apresentar uma resposta de anticorpos a vacina¢cao com
ChadOx-1 mais proeminente do que o grupo NEF, o que poderia ser supostamente
atribuido ao seu estilo de vida anterior, de forma interessante, a analise de
imunogenicidade, particularmente em termos dos niveis séricos de IgG, mostraram
um resultado oposto entre esses grupos. De fato, a imunogenicidade encontrada no
grupo NEF foi maior (66,7%) do que os valores encontrados no grupo EF (56,5%), o
gue pode demonstrar que a interrupcéo da pratica regular de treinamento fisico por
um ano poderia impactar negativamente na resposta do sistema imunoldgico de
alguns idosos a vacinacao. A propdsito, nosso grupo publicou recentemente um
estudo relatando que o isolamento social imposto pela pandemia foi capaz de alterar
significativamente alguns parametros metabdlicos e piorar a capacidade fisica
funcional de um grupo de mulheres idosas previamente exercitadas.>” E de suma
importancia citar que a imunogenicidade encontrada nos grupos vacinados com
ChadOx-1, independentemente da prética prévia ou ndo de treinamento fisico, foi
acima da frequentemente observada em idosos, que fica em torno de 40-50%, como

anteriormente mencionado.3*

Corroborando com esta ultima informac&o, a imunogenicidade encontrada nos
voluntarios do grupo EF vacinados com a CoronaVac foi de 39,1%, embora um estudo
realizado com idosos (260 anos) no Chile tenha demonstrado que, apds 4 semanas
de administracdo da segunda dose da vacina CoronaVac, a imunogenicidade
encontrada nessa populacédo foi de 70,37%.58 Apesar de ndo poder afirmar, esta
menor imunogenicidade encontrada no grupo EF vacinado com CoronaVac poderia
ser atribuida ao fato de que apenas neste grupo foi encontrado um efeito negativo da
idade também nos niveis séricos de IgG especifica para SARS-CoV-2 pds-vacinacao.
Outro ponto que merece ser mencionado foi que 0 mesmo grupo apresentou
correlacéo positiva entre os niveis seéricos de 1gG e IgA especificos para antigenos de
SARS-CoV-2 po6s-vacinacédo, o que indica que, em alguns voluntarios, a producéo de
IgG e IgA ocorreram concomitantemente, fato que pode ter sido influenciado pela
infeccdo natural anterior por SARS-CoV-2, pois foi sugerido que anticorpos pré-

existentes podem interferir negativamente na capacidade de responder a estimulos
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antigénicos repetidos.*® E importante destacar que nesta pesquisa, este grupo teve a

maioria dos casos assintomaticos de infeccéo prévia por SARS-VCoV-2.

Além das respostas especificas de anticorpos, as tecnologias aplicadas para
produzir as diferentes vacinas para COVID-19 também podem provocar uma resposta
celular. De fato, estudos destacaram que as respostas das células T mostraram uma
correlagéo préxima com a protecéo clinica em adultos mais velhos.>2:6961 por exemplo,
a presenca de subconjuntos especificos de células T CD4+ e CD8+ para proteinas
internas do virus Influenza mostrou uma correlacéo evidente com melhores resultados
para esta infecgdo.6%.6364 A este respeito, enquanto a vacina CoronaVac é composta
por um virion inteiro inativado,®® a vacina ChadOx-1 é composta por um vetor ndo
replicante de adenovirus de chimpanzé que carrega o gene da proteina de superficie
estrutural spike do virus SARS-CoV-2.%¢ Foi relatado que essas vacinas sdo capazes
de induzir ndo apenas respostas humorais, mas também celulares,®®6768 o que
corrobora nossos achados sobre as respostas das células T, tanto as células T CD4+

quanto as CD8+, a vacinacao avaliada aqui.

De forma interessante, ambas as vacinas aplicadas no grupo EF foram capazes
de induzir uma reducéo significativa nas células T CD4+ “naive”. De acordo com a
literatura, a presenca de resposta celular tem crucial agdo na manutencdo de uma
resposta robusta contra a infeccéo viral, ndo so6 relacionada a uma re-exposi¢cao, mas
também a presenca de novas variantes desse virus. Além disso, a colaboracgédo entre
células T e B também é crucial para o desenvolvimento de imunidade persistente a
infeccéo por virus, incluindo infecgdo por SARS-CoV-2.%9 De interesse, é apontado
gue uma resposta de células T CD4+ enfraquecida interferira no desenvolvimento de
uma resposta imune protetora a vacinacdo em adultos mais velhos.®* E bem
conhecido que células T CD4+ “naive” estdo envolvidas na inducdo de respostas
celulares para novos antigenos; assim, a reducgdo significativa dessas células aqui
encontrada permite sugerir supostamente que o desafio imunolégico imposto pela
vacinacdo para COVID-19 nos voluntarios do grupo EF foi capaz de ativar essas
células, melhorando as condi¢des das células B para produzir anticorpos devido a sua

funcdo de células imunes auxiliares.”®"?

Embora tenha sido demonstrado que a vacina CoronaVac foi capaz de induzir
um aumento no namero de células T CD4+ e T CD8+, particularmente associado ao

perfil de memodria efetora, em adultos mais velhos,*® em nosso estudo, a vacinagao
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com esta vacina afetou apenas a porcentagem de células T CD4+ “naive”. Em
contraste, a vacina ChadOx-1 demonstrou a capacidade de impactar ndo apenas as
células T CD4+, mas também as células T CD8+, incluindo diferentes perfis avaliados
neste estudo (“naive” e duplo-positivo para CD28+ e CD57+).

Em relacdo as células T CD8+ “naive”, como mencionado anteriormente para
as células T CD4+, a reducédo nessas ceélulas pode reforcar nossa sugestdo de que
uma resposta celular foi induzida pela vacinagdo com ChadOx-1 e também pode
indicar que uma resposta antiviral associado as células T CD8+ foi gerado
adequadamente,’? levando a uma melhora da imunidade celular contra a infeccéo por
SARS-CoV-2. Apesar de ndo podermos afirmar que a reducao de células T “naive”,
tanto de células T CD4+ quanto CD8+, esteja diretamente relacionada ao aumento do
namero de células T com perfil efetor classico, nossos achados de aumento nas
porcentagens de células T CD4+ e CD8+ T expressando CD28+ e CD57+ pode nos
ajudar a sugerir que uma melhora da resposta imune foi provocada pela vacina
ChadOx-1, pois foi relatado que o aumento de células T duplo-positivo para essas
marcadores, particularmente em células T CD8+, esteve envolvido na resposta a
vacinacdo para hepatite B. Além disso, também foi relatado que células T CD8+
duplamente positivas tém a capacidade de produzir varias citocinas, especialmente
IL-10, uma conhecida citocina anti-inflamatoria; essas células estavam diminuidas em
pacientes com artrite reumatéide, e um aumento na frequéncia dessas células na
velhice pode beneficiar as respostas imunes.”? De acordo com a descricdo
apresentada em estudo anterior,”® os marcadores CD28 e CD57 podem ser usados
para caracterizar quatro perfis distintos de células T CD28+CD57-, que indica células
ndo ativadas ou precocemente ativadas; CD28+CD57+ esté relacionado a células
ativadas; CD28-CD57- pode indicar células ativadas ou senescentes precoces;

CD28-CD57+ é indicativo de células senescentes terminalmente diferenciadas.

De acordo com a literatura, os individuos idosos apresentam um acumulo
gradual de células imunes senescentes, com destaque para as células T, e a
existéncia dessas ceélulas esta envolvida com o desenvolvimento de um fendtipo
sistémico pré-inflamatorio relacionado a idade, denominado Inflammaging, que se
refere a uma inflamacdo crbnica, sisttmica e de baixo grau associada ao
envelhecimento.’*"> Além disso, ha evidéncias que demonstram que a persisténcia a

longo prazo de células senescentes pode implicar em efeitos prejudiciais sistémicos,
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pois o0 acumulo dessas células foi associado a muitos estados de doencgas cronicas e

respostas inadequadas a vacinacgdo.’®77:78.79

Considerando que a presenca de células senescentes pode prejudicar as
respostas vacinais em idosos, podemos sugerir que a resposta encontrada neste
estudo a vacina ChadOx-1 foi melhor do que a encontrada apés a vacinagcdo com
CoronaVac, pois foi verificado que o grupo EF vacinado com CoronaVac
apresentaram maiores porcentagens de células T CD8+ senescentes do que 0 grupo
EF vacinado com ChadOx-1. Em consequéncia, a maior porcentagem de células T
senescentes no grupo EF vacinado com CoronaVac pode estar supostamente
envolvida na ma resposta vacinal desse grupo em comparacao ao grupo EF vacinado
com ChadOx-1.

Por fim, destacam-se algumas limitagdes desse estudo, como: (1) O niamero
discrepante de voluntarios no grupo EF vacinados com CoronaVac (n = 46) e 0s outros
grupos de voluntarios vacinados com ChadOx-1 (23 no grupo EF e 24 no grupo NEF).
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) como
citado anteriormente, os voluntarios inscritos no grupo NEF foram recrutados
exclusivamente entre os idosos residentes no “Hospital Geriatrico e de
Convalescentes Dom Pedro II”, uma instituicdo em que os idosos podem viver por um
longo periodo e, para eles, foi administrada apenas a vacina ChadOx-1. (2) Um grupo
de idosos nédo praticantes de exercicios fisicos vacinados com CoronaVac poderia nao
apenas melhorar nosso entendimento sobre a imunogenicidade desta vacina na
populacdo idosa, mas também verificar se a pratica regular de exercicios fisicos de
longa data poderia favorecer os idosos apresentarem resposta imune satisfatéria a
vacinagcdo com a CoronaVac. (3) A falta de informacéo sobre se os participantes que
apresentaram niveis especificos de IgG e IgA para antigenos SARS-CoV-2 antes da
vacinagao contra COVID-19 estavam realmente infectados por SARS-CoV-2 ou outros
coronavirus que apresentam reagdo cruzada com antigenos do SARS-CoV-2. (4) A
falta de comparacdo da imunofenotipagem de linfocitos T entre os grupos EF e NEF,
0 que poderia melhorar os achados do presente estudo. (5) A falta de avaliacdo dos

niveis sistémicos de citocinas pro e anti-inflamatdérias, o que poderia melhorar nossa
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compreensao do estado imunoldgico de nossos voluntarios, pois, como mencionado

anteriormente, a inflamacao € um fendmeno que pode afetar respostas vacinais.
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6. CONCLUSOES

Os beneficios obtidos com a prética regular de um programa de treinamento de
exercicios combinados, mesmo apés um ano de interrupcdo, podem melhorar a
resposta imune especifica a vacinacdo para COVID-19. Além disso, nossos achados
demonstram que os idosos vacinados com ChadOx-1 apresentaram melhores
respostas tanto a anticorpos especificos quanto de células T do que aqueles

observados no grupo de idosos submetidos a vacinacdo com CoronaVac.
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ANEXOS

ANEXO A- Termo de consentimento livre e esclarecido

UNISA

Universidade Santo Amaro

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o(a) Sr(a) para participar do projeto de pesquisa intitulado
“AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE/INFLAMATORIA SISTEMICA E DAS VIAS
AEREAS SUPERIORES PARA A VACINA CONTRA O SARS-COV-2 EM IDOSOS
QUE MANTINHAM UMA ROTINA REGULAR DE EXERCICIOS FiSICOS
ANTERIORMENTE A PANDEMIA”, sob a responsabilidade do pesquisador Brenda
Rodrigues Silva e sua equipe, constituida pelos professores Dr. André Luis Lacerda
Bachi e Ms. Carlos André Freitas dos Santos.

Fica esclarecido que sua participacao se dara por meio de adesédo voluntaria ao
processo de selecdo e recrutamento realizado pelos médicos geriatras colaboradores

do estudo.

Vale informar que atualmente o mundo esta diante de uma pandemia originada pelo
novo coronavirus

SARS-CoV-2, causador da doenga denominada como “doencga de coronavirus-
2019” ou COVID-19. Pacientes com COVID-19 podem ser assintomaticos, ou
apresentar sintomas leves e moderados, 0s quais ndo necessitam de hospitalizacao,
ou ainda graves, apresentados com ou sem pneumonia. Tem sido documentado que
a populacéo idosa se apresenta ndo apenas como a mais afetada, mas também que
esta contabiliza o maior nimero de mortes na COVID-19. Estudos sugerem que 0
aumento da taxa de infec¢éo, gravidade e letalidade por SARS-CoV-2 em idosos esta
associado tanto a ocorréncia da imunossenescéncia e do fendmeno “inflammaging”
guanto ao estresse oxidativo. 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 sistémico associado ao envelhecimento. Neste
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sentido, uma importante questdo que merece ser destacada diz respeito ao fato de
nao haver dados que demonstrem com exatiddo que as vacinas disponibilizadas em
nosso territdrio sdo capazes de gerar a protecdo que se espera em idosos. Desta
forma, vale ressaltar que nosso grupo tem desenvolvido estudos mostrando que
idosos praticantes regulares de exercicios fisicos apresentam melhor resposta a
vacinacdo, especificamente contra a gripe, quando comparados a idosos nao
praticantes ou sedentarios. Contudo, pelas restricbes impostas pela pandemia, a
manutenc¢ao da pratica regular de exercicios fisicos pela populagéo idosa tem sido um
grande desafio para todos os envolvidos. Diante disso, propomos neste estudo avaliar
a resposta imune e inflamatoria sistémica e das vias aéreas superiores para a vacina

contra 0 SARS-CoV-2 em idosos que praticavam regularmente exercicios fisicos.

Para podermos responder ao objetivo deste estudo, cem idosos de ambos os
sexos, com idade entre 60 a 85 anos, serdo convidadas a participar do estudo. No
tocante a obtencdo dos dados antropométricos, fisicos e clinicos dos voluntarios do
estudo, sera utilizado o instrumento “Avaliagdo Geriatrica Ampla (AGA)”. Ja, sobre o
plano de trabalho do presente estudo, vale esclarecer que para o desenvolvimento do
estudo serdo utilizadas amostras de: 1) saliva, que sera coletada através do uso de
tubos salivette e 2) sangue, que sera obtido pela puncédo de sangue venoso periférico
em tubos seco e com anticoagulante ETDA. As amostras serdo coletadas em dois
momentos: antes e 30 dias depois da vacinacdo para a COVID-19, sendo estas
utilizadas para: avaliacdo de caracteristicas imunoldgicas, metabdlicas e genéticas de
suas células. Importante informar também que todas as amostras biolégicas coletadas
serdo devidamente processadas e armazenadas nas dependéncias do Centro de
Pesquisas da UNISA até que sejam utilizadas nas avaliacBes laboratoriais
preconizadas no estudo. Vale destacar que as amostras inicialmente nao utilizadas
nas avaliacbes laboratoriais permanecerdo armazenadas no mesmo local para
repeticdo das analises, caso seja necessaria comprovacao dos resultados, ou mesmo
para que outras analises possam ser realizadas, sendo neste caso solicitado sua

permissao.

Os riscos decorrentes de sua participacdo na pesquisa sdo minimos, podendo
haver pequeno desconforto no momento da coleta das amostras de material biolégico,
como, por exemplo, formacéo de pequeno hematoma (mancha roxa) no momento de

coleta de sangue. Além disso, a manifestacdo de constrangimento ao se expor durante
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a realizacado da coleta de material biolégico ou mesmo alteracdes na autoestima
provocadas pela evocacdo de memdrias sobre sua condic¢ao 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
confeccdo dos relatérios, trabalhos de conclusdo de curso, dissertacdes e artigos
cientificos. Todos o0s voluntarios terdo acompanhamento clinico pelos médicos

geriatras colaboradores do estudo, com total acesso aos respectivos resultados.

Se o(a) Sr(a) aceitar participar, estara contribuindo compreender melhor se o
exercicio fisico a longo prazo mantém a manutencdo das alteracdes nas respostas
imunes e inflamatdrias no idoso vacinado contra a COVID-19, mas também podera
permitir a implantacdo de novas estratégias de promocdo de salde para esta

populacao.

E garantido o acesso, em qualquer etapa do estudo, aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais dividas ou informacdes
sobre os resultados parciais das pesquisas, quando em estudos abertos, ou de

resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores.

Se vocé tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP-UNISA) — Rua Prof. Enéas de
Siqueira Neto, 340, Jardim das Imbuias, SP — Tel.: 2141-8687.

E garantida sua a Vossa Senhoria a liberdade da retirada de seu consentimento a
gualquer momento e assim deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a
continuidade de qualquer beneficio que vocé tenha obtido junto as Instituicdes, antes,
durante ou apés o periodo deste estudo. As informacdes obtidas pelos pesquisadores
serdo analisadas em conjunto com as de outros participantes, ndo sendo divulgada a
identificacdo de nenhum deles. Ndo h& despesas pessoais para o participante em
qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo ha
compensacao financeira relacionada a sua participacédo. Se existir qualquer despesa
adicional, ela sera absorvida pelo orcamento da pesquisa. (No caso de ressarcimento
de despesas dos participantes da pesquisa e delas decorrentes, tais como transporte

e alimentagao, explicitar como ocorrera esse ressarcimento e suas condi¢cdes — Res.

466/12.11.21).
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Em caso de dano pessoal, diretamente relacionado aos procedimentos deste
estudo (anexo causal comprovado), a qualquer tempo, fica assegurado ao participante
0 respeito a seus direitos legais, bem como procurar obter indeniza¢cées por danos

eventuais.

Uma via deste Termo de Consentimento ficara em seu poder.

Sao Paulo, / /

Brenda Rodrigues Silva

(Pesquisador Principal)

Se vocé concordar em participar desta pesquisa assine no espaco determinado

abaixo e cologue seu nome e o n° de seu documento de identificacao.

Nome: (O PArtiCIPANTE): .uuuii i e

Do To o (=T 0] 1] { o= Tor= o LA

Nome: (do representante [€gal) .........eciieeiiii i
Do To [0 (=T g 11 Tox= Vo= Lo LA USSP
Nivel de representacao: (genitor, tutor, curador, procurador.) ..........ccccceevevvveeevvininnnnnnn.
Nome do participante: ............cccceeeeeeieeiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeiinns

Declaro (amos) que obtive (mos) de forma apropriada e voluntaria o Consentimento
Livre e Esclarecido deste participante (ou do representante legal deste participante)
para a participacéo neste estudo, conforme preconiza a Resolucdo CNS 466, de 12
de dezembro de 2012, IV.3 a 6.

Assinatura do pesquisador responsavel pelo estudo
Data:
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE/INFLAMATORIA SISTEMICA E DAS VIAS
AEREAS SUPERIORES PARA A VACINA CONTRA O SARS-COV-2 EM IDOSOS QUE MANTINHAM
UMA ROTINA REGULAR DE EXERCICIOS FiSICOS ANTERIORMENTE A PANDEMIA.

Pesquisador: BRENDA RODRIGUES SILVA Area Temaética:

Versao: 3
CAAE: 47947221.4.0000.0081

Instituicdo Proponente:OBRAS SOCIAIS E EDUCACIONAIS DE LUz Patrocinador Principal:

Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.951.537

Apresentacédo do Projeto:
Manteve em relacdo ao parecer anterior.

Objetivo da Pesquisa:
Manteve em relacdo ao parecer anterior.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Manteve em relacdo ao parecer anterior.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Metodologia mantida.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:
Pendéncias atendidas:

- Questionario - retirou a palavra nome e submeter a Plataforma Brasil.

- Adequou o cronograma

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
- Aprovado.

Consideracdes Finais a critério do CEP:
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Continuagao do Parecer: 4.951.537

Endereco:
Neto, 340
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Bairro:Jardim das Imbuias CEP: 02.450-000
UF: SP
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Telefone:(11)2141-8687 E-mail:
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Péagina 01 de 02

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situacao

Informacgdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 27/08/2021 Aceito

| do Projeto ROJETO 1760063.pdf 21:51:29

Projeto Detalhado / | Projeto_plataforma_Brasil.pdf 27/08/2021 |BRENDA Aceito

Brochura 21:51:03 |RODRIGUES SILVA

Investigador

Outros Ipaq_questionario.pdf 27/08/2021 |[BRENDA Aceito
21:42:13 |RODRIGUES SILVA

QOutros Resposta_ao_assessor.pdf 05/07/2021 |BRENDA Aceito
21:53:28 |RODRIGUES SILVA

Folha de Rosto FRBrendaSilval.pdf 11/06/2021 |BRENDA Aceito
00:44:32 |RODRIGUES SILVA

TCLE/ Termos de |Termo_de_ Consentimento_Livre_e Escl] 02/06/2021 [BRENDA Aceito

Assentimento / arecido.pdf 22:48:03 |RODRIGUES SILVA

Justificativa de

Auséncia

Outros formulario_brenda.pdf 02/06/2021 |BRENDA Aceito
22:47:22 |RODRIGUES SILVA

Outros TERMO_DE_CONCESSAOQ.pdf 02/06/2021 |BRENDA Aceito
21:39:24 |RODRIGUES SILVA

Outros CARTA_DE_ANUENCIA. pdf 02/06/2021 |BRENDA Aceito
21:36:31 |RODRIGUES SILVA

Outros TERMO_DE_COMPROMISSO_E_CON| 02/06/2021 |BRENDA Aceito

FIDENCIALIDADE .pdf 21:14:33 |RODRIGUES SILVA

Situacéo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
N&o

SAO PAULO, 03 de Setembro de 2021

Assinado por:
Ana Paula Ribeiro

(Coordenador(a))
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