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RESUMO

O presente estudo avalia a resposta imune celular multifuncional induzida pela vacina SpiN-
Tec MCTI UFMG, uma vacina inovadora de proteina recombinante cujo antigeno combina o
dominio de ligacdo ao receptor (RBD) da proteina Spike do SARS-CoV-2 com a sequéncia
completa da proteina do nucleocapsideo (N). A vacina foi administrada a voluntarios sem
histérico de COVID-19, previamente imunizados com duas doses de CoronaVac e uma dose de
reforco de CoronaVac. Amostras de sangue periférico foram coletadas dos participantes antes
da administra¢do da vacina (tempo V0), 14 dias depois (V14) e 28 dias depois (V28). As células
mononucleares foram isoladas e cultivadas em meio contendo a proteina N ou a proteina S do
SARS-CoV-2 e a propria proteina SpiN. A frequéncia e o fendtipo das células imunes
especificas induzidas pela vacinagao foram avaliados por citometria de fluxo. Foi verificada a
ativagdo de células T CD4" ¢ CDS8", cuja resposta foi mediada pela producdo robusta das
citocinas IFN-y, TNF e IL-2. A inducdo da resposta de perfil Thl levou a expansdo de células
T de memoria central e efetora. Além disso, a proteina SpiN demonstrou ser um estimulo celular
mais potente na indugdo da produgdo de citocinas por células T CD4" que as proteinas N ou S
separadamente. Por fim, foi detectada uma numerosa populacdo de células T duplamente
negativas (CD3"CD4 CDS8"), responsivas aos antigenos virais e também produtoras de
citocinas, apontando para uma possivel funcdo efetora. O fendtipo dessas células deve ser
explorado mais a fundo em estudos futuros, uma vez que elas se apresentam como potencial
mecanismo adicional de protecdo da vacina. Dada a necessidade de administragdo anual de
doses de refor¢o para estimular novamente a memoria imunoldgica contra o SARS-CoV-2,
especialmente em regime heterdlogo de vacinagdo, o desenvolvimento de uma vacina
produzida inteiramente com recursos nacionais, capaz de induzir resposta imune humoral e
celular robusta, ¢ uma grande vantagem para a satide publica brasileira. Este estudo demonstrou
que a vacina SpiN-Tec MCTI UFMG ¢ imunogénica e estimula resposta imune eficaz,

demonstrando potencial como candidata na vacinag¢ao contra a COVID-19.

Palavras-chave: Vacina Recombinante; Imunidade Celular; Memoria Imunolégica;

Imunofenotipagem; Citometria de fluxo.



ABSTRACT

The present study evaluates the multifunctional cellular immune response induced by SpiN-Tec
MCTI UFMQG, an innovative recombinant protein vaccine against SARS-CoV-2. Its antigen
combines the virus’ Spike protein receptor-binding domain (RBD) to the complete sequence of
the nucleocapsid protein (N). The vaccine was administered to volunteers with no history of
COVID-19 and who had been previously immunized with two doses of CoronaVac and a
booster dose of CoronaVac. Peripheral blood samples were collected on the day of vaccine
administration, before the shot was given (time V0), and then after 14 (V14) and 28 days (V28).
Mononuclear cells were isolated and cultivated in cell culture medium containing either the N
or the S protein from SARS-CoV-2 and the SpiN antigenic protein itself. The frequency and
phenotype of antigen-specific immune cells were assessed by flow cytometry. A robust
functional response, mediated by the production of the cytokines IFN-y, TNF and IL-2,
confirmed the activation of CD4" and CD8" T cells. The induction of such Th1 profile response
led to the expansion of central and effector memory T cells. Furthermore, the SpiN protein
demonstrated to be a more potent cellular stimulus to cytokine production by CD4+ T cells than
the N and S protein by themselves. Finally, a large population of double-negative T cells
(CD3+CD4-CD8-) was induced. These cells responded to the viral antigens and also secreted
cytokines, indicating a possible effector function. The phenotype of these cells should be
explored further in future studies, since they appear as a potentially additional mechanism of
protection provided by the vaccine. Given the need for annual administration of booster shots
to recurrently stimulate the immune memory against SARS-CoV-2, especially effective through
heterologous immunization, the development of a vaccine fully produced with national
resources and capable of inducing a robust humoral and cellular immune response is a great
advantage for the Brazilian public health. This study demonstrated that the SpiN-Tec MCTI
UFMG is an immunogenic vaccine and it is capable of stimulating an effective immune

response, with potential to be a candidate for vaccination against COVID-19.

Keywords: Recombinant vaccine; Cellular immunity; Immunological memory;

Immunophenotyping; Flow cytometry.
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1 INTRODUCAO

1.1 A pandemia da COVID-19

No final de 2019, um aumento alarmante de casos atipicos de uma “pneumonia viral”
de rapida evolucao, cujo agente etioldgico era desconhecido, foi detectado em Wuhan, China
(MERAD et al., 2022; ZHU et al., 2020). Estes casos se espalharam rapidamente pelo mundo,
alertando autoridades publicas de saide. Em marco de 2020, a Organizacdo Mundial de Satde
(OMS) decretou estado de pandemia (OMS, 2020a), cujo fim sé seria anunciado em maio de
2023 (OMS, 2023a). Essa doenga foi nomeada de Coronavirus Disease 2019, a COVID-19
(OMS, 2020b), fazendo alusdo a seu causador, 0 SARS-CoV-2 (CORONAVIRIDAE STUDY
GROUP OF THE INTERNATIONAL COMMITTEE ON TAXONOMY OF VIRUSES et al.,
2020).

1.2 O virus SARS-CoV-2

1.2.1 Estrutura

O virus SARS-CoV-2 faz parte da familia Coronoviridae, que inclui outros virus
causadores de infec¢des leves a moderadas nos sistemas respiratorio e gastrointestinal
humanos. Os coronavirus sdo caracterizados por sua morfologia, vista ao microscopio
eletronico, que lembra uma coroa solar (FEHR & PERLMAN, 2015; HU et al.,, 2021; MERAD
et al., 2022; PIZZATO et al., 2022; SORACI et al., 2022). Os virions do SARS-CoV-2 sao
particulas circulares, formadas por um envelope glicoproteico que envolve seu material
genético (PIZZATO et al, 2022). Seus principais componentes sdo a proteina do
Nucleocapsideo (N), associada ao material genético no interior da particula, e as proteinas Spike
(S), do envelope (E) e de membrana (M), embebidas no envelope viral (FEHR; PERLMAN,
2015; PIZZATO et al., 2022; SORACI et al., 2022).

Seu genoma consiste em uma molécula de acido ribonucleico (RNA) de fita simples e
polaridade positiva. A fosfoproteina N se associa ao RNA e forma o Nucleocapsideo, longo e
helicoidal (FEHR; PERLMAN, 2015; PIZZATO et al., 2022). A proteina Spike ¢ um trimero
em formato de espicula, com estrutura de bulbo na por¢do final (FEHR; PERLMAN, 2015;
PIZZATO et al., 2022). Nela, estao contidos os dominios de ligacao ao receptor (RBD), por¢des

responsaveis pelo reconhecimento e ligagao do virus a enzima conversora de angiotensina—2
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(ECA-2 ou ACE2), seu receptor na célula alvo (FEHR; PERLMAN, 2015; PIZZATO et al.,
2022; SORACI et al., 2022).

1.2.2 Ciclo de vida

O ciclo de vida do SARS-CoV-2, ilustrado na Figura 1, se inicia quando a proteina
Spike reconhece os receptores na célula alvo, fator que determina o tropismo do virus. Os
coronavirus precisam passar por clivagem da proteina S para que ocorra sua entrada na célula,
atividade realizada por proteases do hospedeiro, como a serinoprotease transmembrana tipo 11
(TMPRSS2) ou as catepsinas. Entdo, ocorre fusdo do envelope viral ¢ com a membrana
citoplasmdtica ou com membranas endossomais de vesiculas endociticas da célula alvo. O
envelope ¢ rompido e o desnudamento do virus permite que o seu material genético chegue ao
citosol. O genoma viral serve como molde para os ribossomos da célula hospedeira e ¢ traduzido
imediatamente apos sua liberagdo (HU et al., 2021; MALONE et al., 2021; PIZZATO et al.,
2022).

O primeiro gene a ser traduzido pela maquinaria celular sequestrada é o gene da
replicase, que da origem as poliproteinas precursoras ppla e pplab. Na sequéncia destas
poliproteinas, estdo incluidas proteases com capacidade autoproteolitica, que realizam a
clivagem os demais polipeptideos embebidos nas poliproteinas precursoras (FEHR;
PERLMAN, 2015; MALONE et al., 2021; PIZZATO et al., 2022). Estes polipeptideos se
organizam em uma estrutura chamada de complexo de replicacao e transcrigdo viral (RTC),
composto por varios dominios com diferentes funcdes, a exemplo de um dominio helicase e um
dominio exoribonuclease O principal dominio do RTC ¢ a RdRp (RNA—dependent RNA
polymerase), uma polimerase viral especial que usa RNA molde para sintetizar outra molécula
de RNA de sequéncia complementar (FEHR; PERLMAN, 2015). A tradugdo do genoma viral
induz a remodelagdo do reticulo endoplasmatico (RE) da célula hospedeira, permitindo o
brotamento das chamadas “organelas reprodutivas”, vesiculas de membrana dupla (DMV’s),
dentro das quais ocorre a replicacdo do virus (MALONE et al,, 2021; PIZZATO et al., 2022).

Os coronavirus possuem dois processos de multiplicagdo de seu material genético pelo
RTC. A replicagdo ¢ a etapa que gera cOpias completas do genoma viral, chamadas de RNA
genomico (gRNA). A RdRp usa o gRNA(+) como molde (genoma original, de polaridade
positiva) e transcreve o gRNA(—-) ou anti-genoma (de polaridade negativa). Em seguida, a
RdRp transcreve o gRNA(—) em uma nova copia de gRNA(+), que pode ser trés finalidades:

ser organizada em um nucleocapsideo recém—formado, passar por traducdo ou sofrer
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autoproteolise para formar novas unidades de RTC ou servir de molde para outras RdRp. A
segunda etapa ¢ a sintese de RNAs subgenomicos (sgRNA), fragmentos originados pela
transcricdo incompleta do gRNA através de um processo de transcri¢ao descontinua. Nestes
casos, a RdRp usa o gRNA(+) como molde para sintetizar o sgRNA(-), que contém uma
sequéncia parcial do anti-genoma. Mais uma vez, a RdRp transcreve o sgRNA(-) em
sgRNA(+), que ¢ exportado para o citosol e se comporta como RNA mensageiro (mRNA) para
os ribossomos (MALONE et al., 2021; PIZZATO et al., 2022).

No citoplasma, cada sg—mRNA ¢ traduzido e gera uma das proteinas estruturais do
coronavirus. Uma vez traduzidas, as proteinas E, M e S sdo inseridas no RE e avangam para o
proximo passo da via de secrecao (FEHR; PERLMAN, 2015; PIZZATO et al., 2022). Antes de
alcancarem o compartimento de Golgi, forma—se o compartimento intermediario RE-Golgi
(ERGIC). A proteina N também ¢ traduzida no citoplasma e se associa ao gRNA(+), formando
um novo nucleocapsideo. Este nucleocapsideo ¢ inserido no ERGIC, interagem com as demais
proteinas estruturais e ocorre a montagem do virion maduro (GHOSH et al., 2020; MALONE
etal., 2021; PIZZATO et al., 2022). Uma vez montados, os virions sao liberados da célula por
exocitose através de processos ainda ndo totalmente esclarecidos: via transporte pelo complexo
de Golgi e inclusdo em vesiculas secretérias, como ocorre tradicionalmente com outros virus
envelopados (FEHR; PERLMAN, 2015) ou via incorporacao a lisossomos desacidificados, que
se fundem a membrana plasmadtica, expelindo o virus (GHOSH et al., 2020; PIZZATO et al.,
2022).
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Figura 1 — Ciclo de vida do SARS-CoV-2. A adsorcdo do virus ocorre através da interagao entre a proteina Spike
e o receptor da célula alvo (enzima ECA-2), seguida de clivagem da proteina viral pelas proteases do hospedeiro
(ndo representadas). A entrada no citoplasma da célula pode ocorrer por endocitose, antes da fusdo entre virus e
membrana endossomal (via tardia), ou pela fusdo do capsideo e a membrana citoplasmatica (via inicial). Duas
grandes janelas de leitura abertas, ORF1la ¢ ORF1b, sdo imediatamente traduzidas nas poliproteinas ppla e pplab,
que sofrem autoprotedlise e formam as proteinas ndo estruturais individuais (nsps), que se associam no RTC. A
transcricdo do gRNA ocorre dentro de vesiculas protetoras de membrana dupla (DMVs), gerando uma copia de
gRNA(+) e fragmentos de sgRNA(-). A traducdo do sgRNA(-) ocorre no citosol e resulta na formagdo das
proteinas estruturais, que sdo inseridas na membrana do reticulo endoplasmatico (RE) e transitam pelo
compartimento intermediario ER-Golgi (ERGIC). Ainda no citosol, ocorre a associagdo do gRNA(+) recém—
produzido e proteina N, formando o nucleocapsideo, que ¢ inserido no do ERGIC. O nucleocapsideo e proteinas
E, S e M, sdo montados na forma particulas virais maduras, que brotam em vesiculas emergentes do RE. Os virions
sdo secretados da célula infectada através da via classica de exocitose, passando pelo compartimento de Golgi, ou
através da incorporacdo em lisossomos desacidificados que se fundem com a superficie da membrana celular.
Fonte: adaptado de Pizzato et al. (2022).

Durante o processo de replicagdo, a instabilidade da molécula de RNA e a fidelidade
limitada da RdRp (fator intrinseco ao virus) resultam em mudancas na sequéncia do genoma
(FEHR; PERLMAN, 2015). A maior parte dessas mudangas ¢ deletéria e impede que o virion
finalize sua replicacdo (KONINGS et al., 2021; MARKOV et al., 2023). As mutacdes genéticas
ocorrem quando essas mudancas de sequéncia sdo carregadas em virions que chegam ao final
da replicagdo com sucesso. A taxa de mutacdo (medida do surgimento de mudangas genéticas
a cada ciclo de replicagdo) do SARS-CoV-2 ¢ estimada entre 1,0 x 10 e 2,0 x 107 por
nucleotideo por ciclo, o que gera alta diversidade genética (MARKOV et al., 2023).
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Mediante exposi¢ao ao virus, a infeccdo geralmente ¢ estabelecida por apenas um ou
dois virions, implicando na perda da maioria das muta¢des durante a transmissao ou fixagao
daquelas que atingem a replicacao no novo hospedeiro — esta perda de diversidade ¢ chamada
de gargalo de transmissao (MARKOV et al., 2023). O gargalo de transmissdo faz com que
apenas um ou alguns virions sejam ancestrais genéticos de todas novas particulas geradas na
nova cadeia de transmissdo, introduzindo a influéncia de efeito fundador na populacdo viral
(MARKOV et al., 2023). Infeccdes que adquirem carater cronico permitem um periodo
prolongado de replicacdo e acimulo de mudangas genéticas nas mesmas particulas virais.

O acumulo progressivo de mutagcdes em um numero afunilado de ancestrais capazes de
ultrapassar o gargalo de transmissdo gera um perfil genotipico comum dentro da populacao
viral que circula em determinada regido geografica (KONINGS et al,, 2021; MARKOV et al.,
2023). Este perfil se torna detectavel na populagdo (KONINGS et al., 2021) e pode se tornar
predominante nas cadeias de transmissdo. Seu genoma ¢ diferente da sequéncia consenso do
virus que causou o surto inicial MARKOV et al., 2023). O surgimento destes perfis genotipicos
em diferentes regides geograficas culmina na divergéncia de linhagens, dando origem as
chamadas variantes virais. Diferentes conjuntos de mutacdes associadas se manifestam em
caracteristicas fenotipicas distintas de severidade, transmissibilidade e escape imune

(KONINGS et al., 2021; MARKOV et al., 2023).

1.3 Imunidade do hospedeiro

1.3.1 Os antigenos virais

A prevaléncia e magnitude das respostas das células T contra o SARS-CoV-2 se
correlacionam com o nivel de expressao de cada proteina (SETTE; CROTTY, 2021). A proteina
E, presente em pequenas quantidades nos coronavirus, esta envolvida na formacao do envelope
e brotamento do virion. Apesar de pouco imunogénica, ¢ detectada por receptores da imunidade
inata como o TLR2 (Toll-like Receptor 2), induzindo citocinas inflamatorias (FEHR;
PERLMAN, 2015; SORACI et al., 2022). Analises in silico apontam que as proteinas N e S
sd0 as mais imunogénicas, tornando—se alvos ideais para o sistema imune do hospedeiro.
(CASTRO et al.,, 2022; NELDE et al., 2020; SORACI et al., 2022).

A proteina S ¢ apresentada na forma de protuberancias na superficie do virion e tem
expressdo numerosa. Por isso, ¢ muito exposta ao sistema imune do hospedeiro e esta

especialmente sujeita a pressao seletiva (MARVOK et al., 2023; SORACI et al., 2022). Sua
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regido RBD carrega a maior parte dos epitopos para células T, sobrepostos por varios dos sitios
de substituigdes de aminoacidos que resultam em mutagdes importantes na formagdo das
variantes (CASTRO et al., 2022). Essas mutagdes podem afetar a capacidade dos anticorpos do
hospedeiro de reconhecerem o virus, atuando como mecanismo de escape imune, ou podem até
aumentar sua transmissibilidade (HU et al., 2021; MARVOK et al., 2023).

A proteina N, por sua vez, ¢ ainda mais enriquecida por epitopos de alta afinidade para
células T, que apresentam pouquissima sobreposi¢ao com sitios relevantes de ocorréncia de
mutagdes (CASTRO et al, 2022). Além disso, essa proteina apresenta maior grau de
conservacdo que a Spike — ndo s6 no SARS-CoV-2 e em suas variantes, mas entre todos os
Orthopoxvirus (SORACI et al., 2022). Sua expressdo no citoplasma da célula hospedeira ¢ alta,
aumentando a probabilidade de que seja processada e apresentada via MHC de classe I (FEHR;
PERLMAN, 2015; SETTE; CROTTY, 2021). Os titulos de anticorpos direcionados contra a
proteina N aumentam com a gravidade e duragdo dos sintomas e permanecem estaveis por pelo

menos 3 meses (SORACI et al., 2022).

1.3.2 Resposta imune

Uma vez que o virus entra no corpo, os PAMPs (padrdes moleculares associados ao
patdgeno) sdo reconhecidos pelos PRR (receptores de reconhecimento de padrdes) do sistema
imune inato do hospedeiro, incluindo TLRs (7oll-Like Receptors), receptores NLRs
(nucleotide—binding oligomerization domain Like Receptor) ¢ os dominios de ligacdo de
nucleotideo (KAMINSKA et al.,, 2022; MERAD et al., 2022; PIZZATO et al., 2022; SORACI
et al., 2022). A resposta inata inicial visa restringir a replicacdo viral nas células infectadas,
estabelecer um estado antiviral no tecido local e recrutar células efetoras da imunidade
adaptativa, ativando—as (ORUMAA; DUNNE, 2021; PIZZATO et al, 2022; SETTE,;
CROTTY, 2021). A cascata de liberagdo de citocinas pro—inflamatorias comeca a partir da
liberacdo de interferon (IFN) do tipo I que possui atividades antivirais inatas (MERAD et al.,
2022; ORUMAA; DUNNE, 2021; SETTE; CROTTY, 2021; SORACI et al., 2022).

As citocinas estimulam o recrutamento de células efetoras da imunidade, que sdo
ativadas e fazem a ponte entre resposta inata e adaptativa. As células B ativadas produzem
imunoglobulinas (Ig) — anticorpos — dos tipos IgM, IgG e IgA, com especificidade pelos
antigenos virais, responsaveis pela neutralizagao do virus (KAMINSKA et al., 2022; SETTE;
CROTTY, 2021). As células T efetoras (citotoxicas e auxiliares) ativadas liberam citocinas na

regido de inicio da infec¢do, o que pode gerar hiperinflamagdo sist€émica, € promovem a
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destruicao de células infectadas (KAMINSKA et al,, 2022; SETTE; CROTTY, 2021; SORACI
et al., 2022). Desde o inicio da pandemia, pesquisadores comegaram a propor modelos que
auxiliassem a compreensao da dindmica de resposta imune contra o SARS-CoV-2 e sua relagdo
com a gravidade do quadro de COVID-19. A producao de anticorpos ¢ geralmente considerada
o mecanismo chave de protecdo contra o estabelecimento de infecgdes virais e, por isso, 0
desenvolvimento da resposta humoral ¢ o foco da maioria das vacinas (MOSS et al., 2022).
Entretanto, a observacdo de inumeros casos de sensibilizagdo da imunidade celular sem
soroconversao (MOSS et al., 2022; SETTE; CROTTY, 2021) foi uma das primeiras evidéncias
de que anticorpos ndo fornecem prote¢do o suficiente contra a infec¢do pelo SARS-CoV-2.
Além disso, multiplos estudos demonstraram que individuos em terapia de deplecao de células
B foram capazes de se recuperar da infec¢do sem cuidados intensivos (MOSS et al., 2022;
SETTE; CROTTY, 2021). A queda nos titulos de anticorpos ao longo do tempo, em associagao
com o surgimento progressivo de variantes capazes de evadir a resposta imune, especialmente
a neutralizagdo por anticorpos induzidos por linhagens anteriores (topico discutido mais
profundamente nas proximas sec¢des), reforgou o papel essencial da resposta de células T no
controle da infec¢do pelo SARS-CoV-2 e na resolugdo da COVID-19 (KIM; TAPPA et al.,
2023; KURHADE et al., 2022; SETTE; CROTTY, 2021).

Uma particularidade do novo coronavirus € sua capacidade de evitar ou retardar o inicio
da resposta inata mediada por IFNs do tipo I e III, tanto in vitro quanto em humanos (MERAD
et al., 2022; PIZZATO et al., 2022). Este escape oferece uma vantagem inicial ao virus, que
pode se replicar desimpedido por tempo suficiente para o estabelecimento da infec¢do (SETTE;
CROTTY, 2021). Evidéncias apontam que, quando ocorre atraso ou auséncia da ativacao da
imunidade adaptativa, o sistema imune tenta compensar a vulnerabilidade expandindo demais
a resposta inata (BERTOLETTI et al., 2021; MOSS, 2022; SETTE; CROTTY, 2021). Com o
estado de hiperinflamagao sistémica, ocorre dano tecidual e morte de células, que servem como
estimulo adicional para a liberagdo de citocinas inflamatérias, culminando na “tempestade de
citocinas”, com titulos elevados de liberacao de interleucina 6 (IL-6), IL—10 e TNF ou fator de
necrose tumoral (KAMINSKA et al, 2022). A ativagdo balanceada do sistema imune ¢
essencial no controle da infec¢ao pelo SARS-CoV-2, como demonstrado pela maior severidade
da doenca observada em pacientes com sistemas imunes comprometidos (KAMINSKA et al.,
2022; SETTE; CROTTY, 2021; SORACI et al., 2022).

Quando um individuo ¢ infectado pelo SARS-CoV-2, a resposta especifica de células T
¢ multifuncional, com produgdo robusta de IFN-y, IL-2 e TNF. Células T CD4" especificas sdo

geralmente mais numerosas € mais multifuncionais do que as células T CD8" (BERTOLETTI
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et al., 2021; MOSS, 2022; NELDE et al., 2020; SETTE; CROTTY, 2021). Células T CD4"
tendem a se diferenciar nos perfis Th1, podendo realizar funcdo efetora antiviral direta mediada
pela secreg¢ao de IFN-y, e no perfil Tth, essencial na montagem da resposta humoral e citotoxica.
(BERTOLETTI et al, 2021; MOSS, 2022; SETTE; CROTTY, 2021). Células T CD8"
produzem e liberam citocinas, como IFN-y, e moléculas com fungdes efetoras citotoxicas, como
granzima B e perforina (BERTOLETTI ef al., 2021; SETTE; CROTTY, 2021). Na avaliagao
do perfil de células especificas para o0 SARS-CoV-2 com o passar do tempo, a maioria das
células T CD4" de longa duragdo apresenta fendtipo de memoria central (CM). Para as células
T CD8" de longa duragio, o fenotipo de memoria efetora (EM) é predominante durante os
primeiros 2 a 3 meses, sendo superado pelo fenotipo de células efetoras terminantemente
diferenciadas (Eff) apods este periodo (COHEN et al., 2021). Linfocitos T especificos podem
ser detectados em pacientes convalescentes por até 9 meses apds a infeccao pelo SARS-CoV-
2. Células B de memoria parecem durar mais que células T de memoria, em contraste com os
titulos de anticorpos, que comegam a cair apos 6 meses (BERTOLETTI et al., 2021).

Durante uma infeccdo grave, um equilibrio entre respostas pro—inflamatérias e
regulatdrias ¢ muito importante para um resultado favoravel (GONCALVES-PEREIRA et al.,
2023). A resposta efetiva de células T estd associada a menor severidade dos quadros de
COVID-19 (BERTOLETTI et al., 2021; KAMINSKA et al., 2022; SETTE; CROTTY, 2021),
enquanto respostas celulares insuficientes ou desreguladas — por exemplo, maior expansao de
células T CD4" de perfil Th2 ao invés do perfil Thl (MOSS et al., 2022) — estdo associadas a
doenca severa (KAMINSKA et al., 2022; SETTE; CROTTY, 2021; SORACI et al.,, 2022). A
resposta de anticorpos totais (KAMINSKA et al., 2022; SETTE; CROTTY, 2021, SORACI et
al., 2022) e os titulos de anticorpos neutralizantes foi correlacionada a uma maior gravidade da
COVID-19 (KAMINSKA et al, 2022; NELDE et al, 2021; SETTE; CROTTY, 2021).
Reforcando a importancia da regulacdo da resposta celular, Gongalves—Pereira et al. (2023)
investigaram os niveis e fendtipos de células T reguladoras (CD3"CD4"CD25"MCD127°*FOX
P3") em pacientes com COVID-19 que foram internados com casos graves e precisaram ser
intubados. Foi observado, nos pulmdes de individuos que vieram a 6bito, que células T
reguladoras expressando PD1 apresentaram niveis aumentados de co-expressdao de IL-17A
(uma citocina proé—inflamatoria que mostrou estar positivamente associada desfechos clinicos
ruins neste estudo) e menor expressao de IL-10 (uma citocina reguladora crucial para estas
células), TNF e IL-2 (fatores de sobrevivéncia para as células T reguladoras). Estas evidéncias
sugerem que a expressdo de PD1 por células T reguladoras esta associada a um fenotipo e

funcao efetora disfuncional nessa populacao celular, além de estar associada a piores resultados
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clinicos em nao sobreviventes (GONCALVES-PEREIRA et al, 2023). A disfuncdo de células
T reguladoras, caracterizada pela incapacidade de controlar a inflamagdo, contribuiu para a
imunopatologia de casos graves e fatais de COVID-19 (GONCALVES-PEREIRA et al,
2023).

A literatura aponta que a infec¢do por SARS-CoV-2 causa linfopenia, outro fator
associado a quadros severos de COVID—-19. Ao contrario da linfopenia transitdria comumente
observada em varias infec¢des respiratdrias virais (com duragao de 2 a 4 dias apos o inicio dos
sintomas), a linfopenia associada ao novo coronavirus aparenta ser mais persistente, severa e
seletiva para determinadas linhagens de células T CD8" periféricas (possivelmente causada por
recrutamento destas para as vias aéreas e exaustdo da populagdo). Marcadores como PD1, TIM3
e LAG se encontram elevados em pacientes com quadros graves, indicando um estado de
exaustao das células T, enquanto as células T remanescentes exibem altos niveis de marcadores

de ativagdo como HLA-DR e CD38 (BERTOLETTI et al., 2021; MOSS, 2022).

1.4 Epidemiologia

O SARS-CoV-2 ¢ transmitido durante o contato proximo entre hospedeiros, através de
goticulas emitidas por espirros e tosse ou pelo contato com superficies contaminadas (SORACI
et al., 2022). A infeccdo pode ser totalmente assintomatica ou manifestar sintomas que variam
de leves (tosse, dor de cabeca, mialgia, fadiga e fraqueza) a moderados (febre, falta de ar,
diarreia e vOomitos) e podem evoluir para pneumonia, Sindrome do Desconforto Respiratério
Agudo, eventos tromboticos, sepse e até morte (HU et al, 2021; MERAD et al., 2022). Os
primeiros sintomas da sindrome respiratoria aguda grave que se instala tendem a se manifestar
apods 5 a 6 dias do inicio da infec¢do. Entretanto, o periodo de infectividade se inicia entre 2 a
5 dias ap6s a exposicao, criando uma janela de transmissibilidade clinicamente indetectavel,
extremamente vantajosa para o espalhamento do virus (HU et al., 2021; MARKOV et al., 2023,
SETTE; CROTTY, 2021). Dinamicas ecoldgicas como a alta concentracdo de pessoas em
espacos fechados e a mobilidade humana, constante e acelerada, foram fatores importantes na
epidemiologia da COVID-19 (MARKOV et al., 2023; SORACI et al., 2022).

A evolugdo de um virus ¢ determinada pelo surgimento de mutacdes em seu genoma
(Figura 2) e a propagac¢ao destas pela populacao viral ao longo do tempo (KONINGS et al.,
2021; MARKOV et al., 2023).
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Figura 2 — Acimulo de mutacées do virus SARS-CoV-2. Representacdo esquematica da diversidade
nucleotidica por produto de cada gene do SARS-CoV-2 desde o inicio da pandemia. Fonte: adaptado de
Nextstrain.org/ncov (HADFIELD et al., 2018).

A evolugdo do SARS-CoV-2 foi detectada em um intervalo de apenas alguns meses, em

que se observou o surgimento de linhagens que acumulam tantas mutagdes a ponto de serem

consideradas variantes, com predomindncia independente em diferentes regides do mundo

(MARKOV et al,, 2023). Estas variantes de importancia epidemioldgica no contexto global

passaram a ser acompanhadas pelas autoridades de saude.

A OMS definiu um esquema de nomenclatura, atualizado apds 3 anos para adequar—se

as novas dinamicas epidemioldgicas, baseado nas seguintes defini¢des (2023b):

a) variante de interesse (VOI) sdo intituladas de acordo com sistemas de nomenclatura
cientifica bem estabelecidos como Nextstrain (HADFIELD et al, 2018) e Pango
(RAMBAUT et al., 2020).

— Linhagem cujas mudangas genéticas afetam transmissibilidade, viruléncia,
evasao de anticorpos, susceptibilidade a terapias e capacidade de deteccao; e

— apresentam vantagens de crescimento sobre as demais linhagens circulantes em
determinada regido, com aumento relativo de prevaléncia e numero de casos ao
longo do tempo variantes de preocupagdo ou outros impactos epidemioldgicos
aparentes sugestivos de risco emergente para a saude publica global.

b) variante de preocupagao (VOCs) sdo intituladas por uma letra grega de acordo com sua
ordem de deteccao no tempo (KONINGS et al, 2021; OMS, 2023b). Estas sao
linhagens que se encaixam nos critérios determinados para as VOIs e, em comparagdo
com outras variantes, atende a pelo menos um dos seguintes critérios:

— Mudanga na gravidade da doenga clinica, prejudicial a satde publica; OU
— Mudanga na epidemiologia que causa impacto substancial na capacidade dos
sistemas de saude de fornecer cuidados a pacientes com COVID-19 ou outras

doengas e, portanto, exigem grandes intervengdes de saude publica; OU
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— Redugdo significativa na eficacia das vacinas disponiveis contra doengas graves.

O periodo estimado de circulagdo das linhagens de destaque durante a pandemia do
SARS-CoV-2 — a linhagem original de Wuhan e das linhagens designadas como VOCs — estdo
apresentadas a seguir no Quadro 1, relacionando suas identificacdes segundo os sistemas de
nomenclatura Nextstrain e Pango, o periodo estimado de circulacao de cada linhagem e o pais

em que foi inicialmente detectada.

Pais de Data de
Nomenclatura da ~ designacio Periodo de Linhagem | Linhagem
detecciio . = . .
OMS ... como circulacio estimado | (Nextstrain) (Pango)
inicial
vVOC
Wuhan—Hu-1 China - 01/2020 — 04/2020 - -
Alpha Reino Unido 12/2020 09/2020 — 09/2021 201 B.1.1.7
Beta Aftrica do Sul 12/2020 09/2020 — 10/2021 20H B.1.351
Gamma Brasil 01/2021 01/2021 — 11/2021 20J P.1
Delta India 05/2021 04/2021 — 02/2022 21A B.1.617.2
Omicron Aftica do Sul )y o9 11/2021 — hoje 21M B.1.1.529
e Botswana

Quadro 1 — Linhagens de importiancia do SARS-CoV-2 ao longo do tempo. Designagido e nomenclatura das
linhagens segundo a OMS, pais de detec¢@o inicial, e linhagem segundo os sistemas Nextstrain e Pango. Fonte:
baseada nos dados de Konings et al. (2021) e Rambaut et al. (2020).

A Figura 3 demonstra a filogenia das variantes do SARS-CoV-2, apontando sua

relacdo evolutiva e a contextualizando ao longo do tempo.

Filogenia
Clade ~
Wl 20H (Betz) 23A(XBB.1.5) o
W 201 (Aipha) 23B(XBB.1.16) ® o -
B 20 (Gamma) 23CICHAY) - o
I 214 (Deita) 23D (XBB.L.9) »
I 211 (Deita) 23E (XBB.2.3) 24panEr
I 21 (Deita) 23F (EG.5.1) L ° o
B 218 (Kappa) B 236(xBB.1.5.70) 24A0N1)
21C (Epsilon) B 23H(HK3) e 8
H 2100t Wl 24a0nD) \ﬁ_]gﬁ')étﬁo 4
Il 21F (lota) W 2480N2111) 233()(35%3%’62)( 23HHK.3) oies!
B 21G(tambda) W 24c(kr3) BB.1.5:70)
[ 21H(my) 19A Pp3)
O 21xeAn) 198 ZQFE% WB
| 21L(BA2) 20A 22D(BA.2‘75)22E BQ:T)
21M (Omicron) 20C
22A(BA4) 20G 22B(BA.5)
228(BAS) 20E 22¢ BEA DAY
22C(BA.2.12.1) 208
22D (BA.2.75) 1 200 21L(BA.2)
22E(BQ.1) I 2oF 21K (BA11)
22F (XBB)
40 e
201 (AlpRajAH
20 15188
20D Hﬁﬂﬂ_ﬂh):

2021

2022

2023

2024

Figura 3 — Filogenia das VOCs do SARS-CoV-2 ao longo do tempo. Representagdo da filogenia das Variantes
de Preocupagdo do SARS-CoV-2 que emergiram desde o inicio da pandemia, destacando a Omicron como origem
comum de todas as variantes que circulam no presente (até setembro de 2024). Fonte: adaptado de
Nextstrain.org/ncov (HADFIELD et al., 2018).
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A variante Omicron, detectada inicialmente em novembro de 2021, marcou uma
mudanga na dindmica epidemioldgica da COVID-19 (KARIM; KARIM, 2021; MARKOV et
al., 2023). A partir de seu surgimento, nao foi mais observada a substituicdo da variante
predominante por novas linhagens ainda mais divergentes, mas sim a substituicdo por suas
sublinhagens (MARKOV et al.,, 2023, VIANA et al., 2022), que permanecem em circulagdo

até o momento (vide Figura 4).

Frequéncias (colorido por Clade)
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0% 211 (Delta)
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Figura 4 — Dinamica epidemiologica das VOCs do SARS-CoV-2 ao longo do tempo. Representagdo da
frequéncia cumulativa das variantes predominantes no mundo ao longo da evolugdo do SARS-CoV-2, ilustrando
a substitui¢do de antigas linhagens por novas variantes mais bem adaptadas. Destaca-se a Omicron como a tltima
linhagem designada como VOC, sendo substituida apenas por suas subvariantes, identificadas de acordo com sua
clade. Fonte: adaptado de Nextstrain.org/ncov (HADFIELD et al., 2018).

A transmissdo de um virus envolve algumas etapas: sua liberacdo do hospedeiro
infeccioso, a sobrevivéncia e transporte no ambiente externo e seu estabelecimento no (novo)
hospedeiro receptor (MARKOV et al.,, 2023; MERAD et al., 2022). A variante Omicron e suas
sublinhagens acumulam mais de 30 mutagdes que aumentam sua transmissibilidade em
diferentes pontos desta cadeia de transmissdo. Exemplos incluem as mutagdes D614G e N501Y,
que melhoram e estabilizam a ligacdo entre a Spike e seu receptor ECA-2, e a mutacdo P681H,
que facilita a clivagem da Spike e, consequentemente, sua entrada na célula alvo (KEETON et
al., 2022; MARKOV et al., 2023; MERAD et al., 2022; VIANA et al., 2022)

Enquanto outras VOCs se espalharam em periodos com altas taxas de transmissdo do
SARS-CoV-2 e, consequentemente, imunidade convalescente ainda presente, a variante
Omicron ganhou predominancia no mundo apos o inicio da vacinacdo em massa (KARIM;
KARIM, 2021; VIANA et al., 2022). Neste cenario, a habilidade do virus de superar a
resisténcia do hospedeiro a infeccdo — essencialmente, causar reinfecgdes — se tornou tao
importante quanto ter uma alta transmissibilidade (MARKOV et al.,, 2023; VIANA et al.,
2022). A maioria das novas mutagdes que surgiram com a variante Omicron e sub—linhagens
se concentra na regido RBD da proteina S (Figura 2), afetando principalmente a capacidade do
sistema imune de neutralizar o virus circulante (MARKOV et al., 2023; NARANBHAI et al.,

2022; VIANA et al., 2022). Entretanto, este efeito ndo € significativo em relacdao a imunidade
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celular. Inimeros estudos ja demonstraram que linfocitos especificos induzidos por linhagens
anteriores do SARS-CoV-2, seja via infec¢do ou vacinacdo, apresentam reconhecimento
cruzado com a Omicron (GAO et al., 2022; KEETON et al., 2022; LIU, Jinyan. et al., 2022;
NARANBHAI et al., 2022).

1.5 As vacinas

Um conjunto de fatores, como a alta taxa de transmissibilidade do SARS-CoV-2, a
sobrecarga dos sistemas de saude por pacientes em estado grave, a duragdo prolongada e a
morbidade de muitos casos, o surgimento rapido de variantes que escapam ao sistema imune, a
queda progressiva na imunidade apos a infeccdo e a impossibilidade de se alcangar imunidade
de rebanho, tornou evidente a necessidade de contencdo da pandemia através da protecdo
oferecida pelas vacinas (KIM; THAPA, 2023; SORACI et al., 2022).

Impulsionadas pela necessidade de uso em carater emergencial e pela concentracdo de
investimentos em uma Unica doenca em escala global, vérias plataformas vacinais foram
desenvolvidas e testadas em velocidade sem precedentes na histéria da medicina: vacinas de
virus inativados, virus recombinante e vacinas de mRNA (SORACI et al., 2022; WANG, 2023).
A maioria das vacinas contra a COVID—-19 amplamente aplicadas atualmente se baseiam na

formagdo anticorpos contra a proteina Spike (ZHANG et al., 2021; CASTRO et al., 2022).

1.5.1 Vacinas de mRNA

Também conhecidas como vacinas de terceira geragdo, as vacinas baseadas em RNA
mensageiro representam um avango muito promissor na pesquisa e desenvolvimento de
tecnologias para a vacinologia (WANG, 2023). Seu principio de agdo reside na transcri¢do in
vitro de uma molécula de 4cido ribonucleico que codifica uma proteina antigénica de
determinado agente etiologico. Esta molécula ¢é transportada em nanoparticulas lipidicas, que
fazem fusdo com a membrana plasmatica ou endossomal das células alvo. O mRNA ¢ entao
reconhecido imediatamente pelo maquinario de traducdo da célula hospedeira, que sintetiza a
proteina alvo (KIM; THAPA, 2023; WANG, 2023; XU, 2023).

Este processo de tradugdo apresenta alta eficiéncia e perfil de seguranga satisfatorio,
uma vez que o mRNA ndo entra no nuicleo da célula e ndo ¢ integrada ao genoma do hospedeiro.
Além disso, alterar a sequéncia da molécula e manter o restante da formulagao vacinal permite

adaptagao simples e rapida da plataforma. Contudo, o custo de producao destas vacinas ¢ alto
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e 0 armazenamento que garante a estabilidade do produto (refrigeragdo a —80 °C) limita seu
transporte e ¢ também custoso (KIM; THAPA, 2023; WANG, 2023; XU, 2023).

As duas principais vacinas baseadas em RNA mensageiro disponiveis no mercado sao
a mRNA-1273, produzida pela Moderna, e a BNT162b2, produzida pela parceria entre Pfizer
e BioNTech.

1.1.1.1 BNT162b2 (Pfizer Comirnaty)

Anunciada em novembro de 2020, a vacina BNT162b2 mostrou perfil favoravel de
seguranga ¢ foi autorizada para uso emergencial em varios paises. Um grande estudo clinico
multinacional de fases I-1I-III, randomizado, mono—cego para o observador e com controle por
administracao de placebo foi realizado para determinar a seguranca, eficacia e imunogenicidade
da vacina em adolescentes e adultos. Os resultados apontaram eficacia de 95% na prevencao da
COVID-19 apés administracdo do regime primario de vacina¢ao com 2 doses (POLACK et al.,
2020).

A protecdo humoral induzida pela vacina diminuiu com o passar do tempo e, apos 6
meses, a efetividade da vacina caiu para 91% (THOMAS et al., 2021). Entre o pico de produgdo
de anticorpos e a marca de 6 meses apds a vacinacao, os titulos de anticorpos neutralizantes
caem (KAMINSKA et al., 2022) em até 6 vezes (ZHANG. et al., 2022).

Pacientes considerados naive para a infec¢do por SARS-CoV-2 e pacientes com relatos
de infeccdo prévia apresentaram resposta humoral robusta apds o regime primario de
imuniza¢do, com queda de anticorpos a partir de 6 meses, mas mantendo titulos acima dos
valores detectados antes da vacinagdo. Este ultimo grupo apresentou queda menor na resposta
humoral, apontando para um melhor desempenho da chamada “imunidade hibrida”, adquirida
pelo individuo previamente infectado que recebe um refor¢co na imunidade com o esquema
primdrio de vacinag¢do (GOEL et al., 2022; RODDA et al., 2022).

A Comirnaty demonstrou induzir resposta de células T CD4" ¢ CD8" apds a sua
administra¢do. No pico da resposta celular, as células CD4" apresentaram perfil predominante
de células de memoria central (CM) e células de memoria efetora (EM) (GOEL et al., 2022;
PAINTER et al., 2021; RODDA et al., 2022). Pacientes naive para a infec¢ao por SARS-CoV-
2 produziram niveis detectaveis de células T CD8" (GOEL et al., 2022; OBERHARDT et al.,
2021; PAINTER et al., 2021), enquanto pacientes previamente infectados ndo apresentaram
diferenc¢a na frequéncia destas células depois da segunda dose (GOEL et al., 2022; RODDA et
al., 2022).
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Foi observada uma fase de contragdo da resposta de células T apds 3 meses, consistente
com o fim da fase efetora da resposta imune induzida. Células T CD4" mantiveram frequéncia
estavel apds a contracdo, houve perda de células CM circulantes € ndo houve alteracdo de
frequéncia média de células EM apds 3 a 6 meses da imunizagdo. As células T CD8"
continuaram a demonstrar queda progressiva de frequéncia depois a fase de contragdo (GOEL
etal.,, 2022; OBERHARDT et al., 2021). Guerrera et al. (2022) detectaram um perfil de células
T CD8" com predominancia dos compartimentos EM e Eff.

Em relagdo a produg¢do de citocinas, foi observada resposta de células T CD4" mono e
multifuncionais, produtoras de IFN-y (principalmente), TNF e IL-2, caracteristicas do perfil
Th1, favoravel a formagdo de meméria imune (SAHIN et al., 2020; ZHANG et al., 2022).
Guerrera et al. (2022) detectaram que, antes do regime primario de vacinacao, culturas celulares
estimuladas por antigenos do SARS-CoV-2 apresentavam positividade para células T CD4" e
CDS8" especificas, produtoras de IFN-y, em 45 € 46% dos participantes, respectivamente. Apds
2 semanas da segunda dose, 81 ¢ 68% passaram a apresentar positividade, com manutengao da
resposta por 6 meses. Apds a segunda dose do regime primario, células T CD4IL-2" tiveram
salto na frequéncia média de 53% para 84% e a produg¢do de TNF alcangou o pico apos 2
semanas. A co-expressdo de IFN-y e TNF em células CD8" comegou a cair depois de 2 semanas
e retornou aos niveis pré—vacinagao depois de 6 meses (GUERRERA et al., 2022).

A efetividade da protegdo oferecida por 2 doses de BNT162b2 contra a variante
Omicron foi estimada em 65.5% entre 2 a 4 semanas apds a imunizagdo, caindo para 15,4%
apos 15 a 19 semanas e 8,8% apds 25 semanas ou mais (ANDREWS et al., 2022). Em estudo
com individuos vacinados na Africa do Sul, foi observada uma reducio de 22 vezes na
neutralizagdo da variante Omicron em comparagdo com a neutralizagdo da linhagem original
de Wuhan (CELE et al., 2022).

A resposta celular induzida pela vacina que carrega mRNA codificante para a proteina
S da linhagem de Wuhan apresenta reatividade cruzada acima de 80% com a variante Omicron.
Este padrao foi observado para células produtoras de IFN-y, TNF e IL-2. A proporcdo de
populacdes de células CM e EM nio foi afetada na resposta contra Omicron (LIU, Jinyan et al.,

2022).

1.5.2 Vacinas de vetor adenoviral

As vacinas de vetor adenoviral sdo baseadas na integracao da sequéncia codificante para

proteina S do SARS-CoV-2 ao genoma de um adenovirus nao replicativo ou de replicagao
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deficiente. Os adenovirus sdo virus lineares de DNA fita dupla, com alta infectividade e baixa
patogenicidade em humanos, capazes de estimular a imunidade celular ¢ humoral (WANG,
2023).

O adenovirus enfraquecido permite que o sistema imune monte uma forte resposta
imunologica sem desenvolver a doenga — uma vantagem desta plataforma vacinal,
especialmente para pessoas com sistema imune enfraquecido. Além disso, o vetor pode ser
administrado sem adi¢ao de adjuvantes e pode carregar varios epitopos de uma vez, tornando
as vacinas seguras e eficientes (KIM; THAPA, 2023; WANG, 2023).

Entretanto, individuos previamente expostos ao vetor viral e que desenvolveram
resposta especifica contra ele (anticorpos “pré armazenados” ou pre storage immunity), podem
apresentar resposta vacinal direcionada ao adenovirus e ndo a informacdo que ele carrega,
reduzindo a eficacia do imunizante. Outra desvantagem da plataforma ¢ a necessidade de
administracdo de mais de uma dose para induzir resposta robusta e duradoura, o que pode
reforcar o mecanismo de resposta ao vetor e ndo ao alvo vacinal (KIM; THAPA, 2023; WANG,
2023).

As duas principais vacinas amplamente distribuidas contra a COVID-19 sdo a
Ad26COV2s, produzida pela farmacéutica Janssen, € a ChAdOx1 nCoV-19, produzida pela

farmacéutica AstraZeneca.

1.1.1.2 ChAdOx1 nCoV—-19 (AZD 1222)

A vacina produzida pela AstraZeneca em parceria com a Universidade de Oxford
(Inglaterra) utiliza um vetor viral de chimpanz¢ para entregar material o genético codificante
para a proteina Spike. Estudos de fase I/Il conduzidos no Reino Unido detectaram
soroconversao de todos os participantes apds aplicacdo da segunda dose do regime de
imunizag¢do, com perfil favoravel de seguranga (FOLEGATTI et al., 2020). Estudos clinicos de
fase III foram conduzidos paralelamente no Reino Unido e no Brasil, encontrando estimativas
de 70,4% de eficicia para a ChAdOx1 (VOYSEY et al, 2020). Estudos conduzidos
paralelamente nos Estados Unidos, Chile e Peru, encontraram eficacia de 74% (FALSEY et al.,
2021).

O imunizante foi capaz de induzir aumento de aproximadamente 6 vezes na frequéncia
total de células T especificas para a proteina S do SARS-CoV-2 apds 4 semanas da
administracdo da segunda dose (SWANSON et al., 2021). A resposta especifica apresentou

perfil Thl e seguiu um padrdo hierarquico de produgio de citocinas: na populagio CD4", a
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maioria das células produziu TNF, seguidas por IL-2 e IFN-y, enquanto a maioria das células
CDS8" produziu predominantemente IFN-y, seguida por TNF e IL-2 (SWANSON et al., 2021).
A avaliagdo da resposta de células T CD4" multifuncionais, mostrou predominio da combinagio
IL-2"TNF". Entre 23 ¢ 32% das células estavam produzindo as 3 citocinas simultaneamente
até 4 semanas depois da imunizagdo completa. Na populagio de células T CD8", a combinag¢io
predominante foi IFN-y"TFN" e a produgdo simultdnea de 3 citocinas foi equivalente a de
células CD4" (SWANSON et al., 2021).

Quase nenhum efeito de prote¢do contra infec¢do assintomatica (4% de eficacia)
causada pela variante Omicron foi detectada 20 a 24 semanas apds o regime primario de

imunizacdo com 2 doses da vacina (ANDREWS et al., 2022).

1.5.3 Vacinas de virus inativados

As vacinas inativadas sdo produzidas com base em amostras de virus vivos de pacientes
infectados. Este virus perde sua infectividade pela aplicacao de radiacdo, calor ou compostos
especificos quimicos, mas a forte imunogenicidade da proteina Spike ¢ mantida (SORACI et
al., 2022; WANG, 2023). A tecnologia de vacinas de virus inativados ja ¢ muito bem
estabelecida, apresenta baixo custo e ¢ simples de transportar e administrar (XU, 2023).
Entretanto, requerem administracdo de doses de refor¢co para manter niveis adequados de

anticorpos neutralizantes ao longo do tempo (SORACI et al., 2022; WANG, 2023).

1.1.1.3 CoronaVac

Produzida pela Sinovac Biotech e envasada, no Brasil, pelo Instituto Butantan, a
CoronaVac ¢ a vacina de virus inativado mais amplamente aplicada no nosso pais segundo o
“Vacindometro COVID-19”, publicado pelo Ministério da Satde (2024). Ensaios clinicos de
fase de fase I/Il demonstraram bom perfil de seguranca e eficécia contra infecgdes sintomaticas
por SARS-CoV-2, com soroconversao acima de 90% apds 2 doses. Foi observada reducdo na
severidade da doenca e protecao contra COVID-19 moderada e grave nos pacientes imunizados
(WU et al.,, 2021; ZHANG et al., 2021).

A vacina ja passou por estudos clinicos de fase III em diversos paises e populagdes antes
da circulagdo da variante Omicron:

a) Brasil: eficacia de 50,7% na prevengdo de COVID-19 sintomatica e de 100% contra

casos moderados a graves da doenca (PALACIOS et al., 2021).
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b) Chile: dados da vacinagdo em massa demonstraram eficacia proéxima de 65% na
prevengdo de COVID-19 sintomadtica, de 87,5% contra hospitaliza¢des e de mais de

80% contra casos de obito (JARA et al, 2021).

¢) Turquia: eficacia de 83,5% na prevencao de infec¢des sintomaticas e 100% contra casos

graves (TANRIOVER et al., 2021).

d) Indonésia: eficacia de 65,3% na prevengdo de infecgdes sintomaticas (FADLYANA et

al., 2021).

A resposta humoral oferecida pela imunizagdo comeca a se enfraquecer com o passar
do tempo. Apods de 6 meses da administragdo do regime primario de imunizagdo de 2 doses,
XIN et al. (2022) detectaram uma queda de 4 vezes nos titulos de anticorpos neutralizantes e
ZENG et al. (2021) observaram que todos os participantes em seu estudo estavam abaixo do
limite de deteccao de anticorpos neutralizantes. COSTA et al. (2022) observaram queda gradual
de anticorpos neutralizantes em participantes apos 6 meses ¢ até 1 ano apds a imunizagao.
Avaliando a resposta celular, foi detectada reagdo de células T CD4" especificas para SARS-
CoV-2, produtoras de IFN-y, principalmente dos perfis CM e EM, com pico de aumento
frequéncia entre 28 e 44 dias (COSTA et al., 2022).

Contudo, Lu et al. (2021) apontam que, apds aproximadamente 2 meses da
administracao da primeira dose da vacina, nenhum dos participantes apresentou soroconversao
contra a variante Omicron. Ranzani et al. (2022) demonstraram que a eficicia da CoronaVac
foi de 34% na prevengdo contra infegdes sintomaticas pela variante Delta e de apenas 8.3% na

prevencao contra a Omicron.

1.5.4 Doses de refor¢o apos o regime de vacinacdo primaria

A literatura ja mostrou, em diversos estudos, os efeitos da administragdao de doses de
refor¢o homodlogas ou heterdlogas na prote¢ao de cada regime vacinal contra a COVID-19. Em
geral, as evidéncias apontam superioridade da vacinag@o heter6loga em aprimorar a resposta
imune, apesar da queda de robustez ao longo do tempo ainda ser detectada. O Quadro 2 a
seguir compila alguns dos resultados acerca dos regimes de reforco homodlogo versus

heter6logo:

Reforco
CoronaVac BNT162b2 ChAdOx1

Regime
Primario
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*Aumento de 12x nos titulos
de anticorpos IgG anti—Spike
apos 28 dias da administragdo
do refor¢o (COSTA
CLEMENS et al., 2022)

*Eficacia de 78,8% contra
infecc¢do sintomatica pelo
SARS-CoV-2 e de 86,3%
contra hospitalizacdo por

* Aumento de 152x nos titulos
de anticorpos IgG anti—Spike
apos 28 dias da administragéo
do refor¢o (COSTA CLEMENS
et al, 2022).

*Eficacia de 96,5% contra
infeccdo sintomatica pelo
SARS-CoV-2 ¢ de 96,1% contra

* Aumento de 90x nos
titulos de anticorpos IgG
anti—Spike apos 28 dias da
administrac¢do do reforgo
(COSTA CLEMENS et
al., 2022)

CoronaVac | ovID-19 (JARA et al, hospitalizagio por COVID-19 | .. . .
2022). (JARA et al., 2022). *Eficdcia de 93,2% contra
infeccdo sintomatica pelo
Eficécia de 8,6% contra Eficéacia de 56,8% contra SARS_COV._Z © de~97,7%
. [ - . . . [ contra hospitalizacdo por
infecc¢do sintomatica pelo infec¢do sintomatica pelo COVID-19 (JARA et al
SARS-CoV-2 e de 73,6% SARS-CoV-2 e de 86% contra 2022) v
contra COVID grave por até COVID grave no periodo de até ’
2 meses apos reforgo, com 2 meses apo6s refor¢o
queda depois este periodo (RANZANI et al., 2022).
(RANZANI et al., 2022).
Eficécia subiu para 67,2% apos
2 a 4 semanas e diminuiu para
45,7% depois de 10 semanas
(ANDREWS et al.,, 2022).
Anticorpos sdo de 3,6 a 6 vezes
menos eficientes em neutralizar
as subvariantes Omicron BA.1, *Titulos de anticorpos
BA.2 e BA.3, respectivamente, anti—Spike foram de 2 a 3
em comparagdo com a linhagem | vezes menores no regime
original de Wuhan (KURHADE | heterdlogo (BNT/AZD)
BNT162b2 | N/A et al., 2022). em .comparac;éo com
regime homologo
Eficacia cai mensalmente: (BNT/BNT) apds 5
53,4% apos 4 semanas a 16,5% | semanas da aplicacdo do
apos 16 semanas do reforgo reforgo (LIU, Yihao. ef al.,
(PATALON et al.,, 2022). 2022).
Aumento da resposta transitoria
de anticorpos e de células
Efetoras, sem grandes efeitos na
resposta de células de memoria
(REINSCHIELD et al., 2022,
RODDA et al., 2022).
Eficacia subiu para 62,4% apos Eficacia subiu para 55,6%
2 a 4 semana e diminuiu para apos 2 a 4 semanas e
39,6% apos 10 semanas ou mais | diminuiu para 46,7% apos
(ANDREWS et al., 2022). 5 a 9 semanas
(ANDREWS et al., 2022).
*Titulos de IgM e IgG
aumentaram 134 vezes apos 2 *Maior proporgao de
ChAdOx1 N/A semanas apos o refor¢o. Nao células CD4+ produzindo

houve aumento na reatividade de
células T (GROB et al., 2022).

*Maior proporcao de células
CD4+ produzindo 3 citocinas,
seguida da combinagéo IFN-
y+TNF+ e apenas TNF. Para
células CD8+, a predominancia

IL-2+IFN-y+TNF+,
seguida da combinagdo
IL-2+TNF+ e pela
combinagao de IFN-
y+TNF+. Para células
CD8", a predominancia foi
de produgao de IFN-
y+TNF+, seguida por
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foi de producdo de IFN- apenas IFN-y. (SCHMIDT
vy+TNF+, seguida por apenas etal., 2021).

IFN—v. (SCHMIDT et al.,

2021).

Quadro 2 — Efeito da administracio de dose de reforco nos esquemas de vacinacdo homologo e heterélogo
contra o virus SARS-CoV-2. O reflexo de cada dose de reforgo vacinal aplicada apds o esquema primario de
vacinacdo de duas doses de cada vacina amplamente distribuida no Brasil. Fonte: elaborado pela autora, 2024.
Nota: * Estudos realizados antes da detec¢@o prevalente da variante Omicron na regido analisada.

1.6 A vacina SpiN-Tec MCTI UFMG

Considerando—se que:

a) Variantes Omicron sdo atualmente dominantes no mundo inteiro;

b) Dados gendmicos mostram uma tendéncia de variacdo no alvo principal dos anticorpos
neutralizantes;

¢) Futuras variantes escapardo ainda mais aos anticorpos neutralizantes induzidos pelas
vacinas atuais (SORACI et al., 2022);

d) A imunidade induzida pelas vacinas atuais cai com o tempo e ¢ recuperada pela
administracao de doses de reforgo;

A tendéncia € que o alvo das novas vacinas seja a indu¢do de resposta de linfocitos T, e
ndo primariamente de anticorpos neutralizantes, € que a imunidade seja reforgada anualmente
pela administragdo de doses de reforco, especialmente sob regime heterdlogo;

Além disso, inimeros pesquisadores sugerem que novas vacinas tragam alvos vacinais
diferentes em suas formulagdes, associando a proteina N a proteina Spike para aumentar a
diversidade de epitopos altamente imunogénicos apresentados pela imunizacao (SORACI et
al., 2022; KIM; THAPA, 2023). Costa et al. (2022), em estudo que avalia a imunidade humoral
e celular gerada pela CoronaVac apds um ano, ressalta que células T CD4" podem ter como
alvo diferentes epitopos do SARS-CoV-2 e sugerem que a presenca de antigenos adicionais
permitiria imitar melhor a resposta observada em pacientes naturalmente infectados.

Dado este contexto, a equipe do CT Vacinas propds o desenvolvimento de uma vacina

produzida inteiramente com recursos nacionais, cujo antigeno ¢ a proteina recombinante SpiN.

1.6.1 A proteina SpiN
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A proteina SpiN, representada na Figura 5, ¢ uma proteina quimérica recombinante,
que associa a por¢ao RBD da proteina Spike desenovelada e a sequéncia completa da proteina
N. A proteina nao possui aminoacidos adicionais aos da propria sequéncia quimérica, sendo

purificada por cromatografia de troca ionica (Castro et al., 2022).

Spike
Subunidade RED
S1
] Subunidade
s2

Nucleocapsideo

SpiN

Figura 5 — A estrutura do SARS-CoV-2 e da proteina SpiN. Esquema representativo do virion do SARS-CoV-
2 e a estrutura de suas proteinas — destque para as proteinas do Nucleocapsideo e Spike. Representagdo da formagéo
da proteina quimera SpiN pela associagdo entre a regido RBD da proteina Spike ¢ a seqliencia completa da proteina
N. Fonte: elaborado pela autora em BioRender.com (2024).

O sistema de expressdo utilizado foi otimizado para obtengdo da proteina em lisados
totais da bactéria Escherichia coli. Este € um sistema simples e de baixo custo, que apresenta

alto nivel de expressao e rendimento em curto espago de tempo (Castro et al., 2022).
1.6.2 Dados Pré—Clinicos

Castro et al. (2022) verificaram a imunogenicidade, seguranca, estabilidade e eficacia
da proteina SpiN como imunizante em roedores. Camundongos K180-ACE-2, que sevem
como modelo de doenga grave para a infeccdo por SARS-CoV-2, foram imunizados com 2
doses da proteina SpiN adjuvantada por Poly ICLC. Amostras de esplenocitos dos
camundongos imunizados, mediante estimulo por RBD ou N, apresentaram resposta especifica
de linfécitos T de perfil Thl, com produgdo de IFN-y. Houve expansdo, principalmente, de

células T CD4" ¢ CD8" nos compartimentos de memoria efetora e de memoria central. A
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resposta observada nos pulmdes foi de células T CD4" ¢ CD8" de memoria residentes, com
producdo de IFN-y e TNF. Estes animais produziram altos titulos de anticorpos especificos
contra a proteina N, contra a por¢ao RBD da proteina S e contra o virus inativado (linhagem de
Wuhan), em contraste com as baixas quantidades destes anticorpos no soro de individuos
convalescentes. Entretanto, ndo foram detectados anticorpos neutralizantes nos roedores
imunizados

Mediante desafio com a linhagem de Wuhan do virus, os titulos de RNA viral detectados
por RT-PCR nos pulmdes e cérebros de animais imunizados foram menores em comparacao
com animais ndo imunizados. O mesmo foi observado em andlises histopatologicas dos
pulmdes, em que se observou preservagdo da arquitetura dos tecidos no primeiro grupo e
pneumonia intersticial difusa no segundo. Os camundongos imunizados demonstraram
protecao contra perda de peso e outros sinais clinicos caracteristicos da doenga em roedores. A
protecdo também foi observada mediante desafio com as variantes Delta e Omicron. O indice
de sobrevivéncia dos animais imunizados desafiados tanto a variante com Delta quanto com
Omicron foi de 100%, com reducao de até 16x nos titulos de mRNA viral nos tecidos e
arquitetura preservada nos pulmdes quando comparada com animais ndo imunizados. Estes
resultados confirmam que a prote¢do oferecida pela proteina SpiN, como imunizante, ¢ mediada

por resposta de linfocitos T e ndo por anticorpos neutralizantes.

1.6.3 CTVadl

O adjuvante imunolégico CTVadl consiste em uma nanoemulsdo 6leo—agua (o/a) a base
de esqualeno, similar ao MF59® e a0 AddaVax®, ja utilizados em varias vacinas comerciais.
Este adjuvante ¢ produzido em condi¢des BPL (boas praticas de laboratorio), por
homogeneizacao de alta pressdo com filtracdo esterilizante (DIAS ASSIS et al., 2023). A
composi¢ao de CTVadl é: 0.5% de trioleato de sorbitano 85 (agente estabilizante), 4.3% de
esqualeno, 0.5% de polissorbato 80 e 94.7% de tampao citrato de sédio 10mM em pH 6,0. Sua
estabilidade ja foi confirmada por pelo menos 17 meses quando armazenada em ampola de
vidro transparente de tipo I a 5 + 3 °C (DIAS ASSIS et al., 2023).

A manutencao da integridade e antigenicidade da proteina SpiN quando associada ao
CTVadl foi avaliada em estudos in vitro e in vivo. A integridade foi verificada pela comparagao
das bandas observadas em eletroforese de gel originadas pela formulagao SpiN—-CTVadl e uma
solugdo de 20% da proteina SpiN isoladamente. O valor tedrico para a massa molecular foi

obtido a partir da sequéncia de aminoacidos da proteina quimérica (68,22kDa). A banda de
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68kDa correspondente foi detectada na formulagdo contendo CTVadl durante os 30 dias de
avaliagdo a 5 + 3°C (DIAS ASSIS et al., 2023).

Para demonstrar a manutenc¢ao da antigenicidade da formulacao SpiN—-CTVadl, foram
executados ensaios de ELISA utilizando anticorpos anti—S e anti—-N. A proteina SpiN foi
reconhecida por ambos os anticorpos durante intervalo de tempo avaliado de 30 dias, sem
diferengas significativas no reconhecimento avaliado no dia 0 em comparacao com o dia 30 (p
>(,05) confirmando que a antigenicidade da proteina permaneceu semelhante (DIAS ASSIS et
al., 2023).

Os testes in vivo foram realizados em camundongos imunizados com duas doses de
SpiN-CTVadl, SpiN-AddaVax (utilizado como controle) ou CTVadl (utilizado como
placebo) no intervalo de 21 dias. Amostras de sangue dos animais foram coletadas apds 15 dias
da administragdo da primeira dose e apos 30 dias da administragdo da segunda dose. Os
camundongos foram eutanasiados apos a coleta da segunda amostra. Os anticorpos anti—N,
anti-RBD e anti—SpiN foram quantificados por ELISA nas amostras de sangue ¢ a produ¢ao de
IFN-y foi dosada por ELISA em esplendcitos estimulados pela por¢do RBD da proteina S e pela
proteina N do SARS-CoV-2 por 72h. A administra¢do intramuscular de SpiN adjuvantada com
CTVadl levou a produgao de altos titulos dos 3 anticorpos e IFN-y. As respostas celulares e
humorais contra a proteina SpiN associada ao CTVadl e associada ao AddaVax foram

comparadas e ndo foi detectada diferenca estatistica entre os grupos (DIAS ASSIS et al., 2023).

1.6.4 Justificativa

Considerando o numero de epitopos potenciais de células T encontrados na proteina N,
somados aos encontrados na regido RBD da proteina S, espera—se que a imunizagdo com SpiN
provoque um repertorio diverso de células T. Essa diversidade € central para a eficacia da
imunidade celular e altamente relevante para contornar a plasticidade do SARS-CoV-2.

Para manter a imunidade da populacdo em cendrio de endemia, a dependéncia de compra
e importacdo de vacinas para aplicacdo anual de dose de reforco oferece alguns obstaculos,
como atrasos na entrega de insumos farmacéuticos ativos (IFA) pelos paises fornecedores e o
custo elevado das vacinas de mRNA em comparagdo com outras opc¢des disponiveis. Além
disso, existem desafios logisticos na aquisi¢ao e distribuicao das vacinas estrangeiras.

A estratégia de desenvolver capacidades nacionais de producdo se torna crucial para
garantir acesso simplificado e a menor custo a vacinas que podem ser atualizadas conforme a

evolugdo do agente etiologico. A capacidade nacional de producao traz beneficios nao sé para
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a manutengdo da resposta contra a COVID-19, mas permite que o Brasil reaja rapido e
eficientemente em novos surtos que podem surgir a qualquer momento.

A vacina SpiN-Tec MCTI UFMG, desenvolvida para ser produzida localmente,
apresenta vantagens como custo reduzido e simplicidade de producao, sendo uma alternativa
vidvel para a manuten¢do de um programa nacional de vacinagdo. Além disso, utiliza
tecnologias com maior viabilidade de implantacdo no pais e busca melhorar a imunidade contra
a COVID-19 por associar a sequéncia completa da proteina N a regidao RBD da proteina Spike
do SARS-CoV-2. A estratégia de unir as sequéncias em uma Unica molécula otimiza, simplifica,
reduz tempo e custo do processo, quando comparada a produgdo individual de cada sequéncia
separadamente (Castro et al., 2022).

A avaliag¢do da resposta imune celular gerada pela imunizagdo com SpiN-Tec MCTI
UFMG essencial para verificar o sucesso da ativacdo de linfocitos T, o tipo de resposta induzida
e, por tanto, apoiar (juntamente com outras analises avaliando a imunidade humoral) a
caracterizagdo do produto investigacional como uma alternativa eficaz ¢ imunogénica na

vacinagao heterdloga contra a COVID-19.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
Avaliar a frequéncia e o fenotipo de linfocitos T CD3" em resposta a estimulos
antigénicos especificos antes da vacinagdo e nos dias 14 e 28 apods o refor¢o vacinal com a
vacina SpiN-Tec MCTI UFMG em relagao a uma dose do imunizante CoronaVac (empregado
como comparador ativo).
2.2 Objetivos especificos
a) Avaliar a expressdo dos marcadores de ativacdo CD69, CD134, CD137, CD154 na
superficie de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) estimulados com

antigenos de SARS-CoV-2 (proteinas N e S) ou com a proteina SpiN;

b) Avaliar a expressdo das citocinas IL-2, IFN-y e TNF em PBMC estimulados com
antigenos de SARS-CoV-2 (proteinas N e S) ou com a proteina SpiN;

¢) Awvaliar a produgdo das citocinas ao longo do periodo de observacao (nos pontos V14 e

V28) por grupo experimental;

d) Avaliar o potencial da proteina SpiN como estimulo imune em comparacdo com as

proteinas N e S individualmente;

e) Investigar, dentro do conjunto de PMBC, quais subpopulagdes de células T estdao

produzindo as citocinas na resposta imune induzida por SpiN-Tec.
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3 METODOLOGIA

3.1 Aprovacio pelo Comité de Etica

A solicitacdo para o desenvolvimento dos experimentos fazendo uso de amostras
humanas foi submetida ao Comité de Etica em Pesquisa da UFMG e aprovadas sob o CAAE
N.°59871822.1.1001.5149 para as amostras dos participantes enrolados no ensaio clinico que
avalia a vacina SpiN-Tec MCTI UFMG e sob o CAAE N.° 24832513.4.0000.5149 para as

amostras empregadas como controle

3.2 Participantes da pesquisa

No ensaio clinico, previamente ao recebimento das vacinas, foram arrolados
participantes de ambos os sexos, na faixa etaria de 18 a 54 anos, saudaveis e sem historico de
infeccdo natural pelo SARS-CoV-2, que tenham recebido esquema vacinal completo com
CoronaVac e uma dose de reforgo com a vacina Pfizer-BioNTech entre 9 e 15 meses da inclusao
no estudo (estatisticas acerca dos pacientes incluidas na Tabela 1). Todos os participantes
consentiram com o estudo e seus procedimentos, documentado pela assinatura do Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

3.3 Desenho do estudo

Trata—se de um estudo de fase 1, duplo—cego, randomizado, com a vacina CoronaVac
empregada como comparador ativo, de dose escalonada para verificar seguranca e
imunogenicidade de diferentes doses do produto investigacional, a SpiN-Tec MCTI UFMG. O

estudo teve 3 bragos, conforme esquema e descri¢cdo apresentados na Figura 6 abaixo:
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Figura 6 — Desenho do Ensaio Clinico. Esquema representativo do Ensaio Clinico que investiga a SpiN-Tec
MCTI UFMG vs Comparador Ativo (CA). As vacinas foram administradas em trés doses (bracos) com 12
pacientes casa. Os trés primeiros pacientes imunizados foram designados como o grupo sentinela (referente a cada
brago), observados por um periodo de 7 dias para verificar a ndo ocorréncia de critérios de suspensdo do ensaio,
antes de prosseguir-se com a vacinagdo dos demais participantes do respectivo brago. Ao final da execucdo do
brago 1, o Time de Revisdo de Protocolo e Seguranga (TRPS) avaliou os efeitos adversos observados ¢ autorizou
0 avango para a proxima etapa do ensaio, procedimento repetido ao final do brago 2. Fonte: elaborado pela autora
em BioRender.com (2024). Disponivel em <https://BioRender.com/r57z763>.

a) Brago 1: 20 pg de SpiN-Tec MCTI UFMG (n = 9) ou comparador ativo (n = 3).
Os 3 primeiros individuos recrutados em cada braco constituiram o grupo sentinela: 2
receberam o produto investigacional e 1 recebeu o comparador ativo, randomizados de forma
cega. Passados 7 dias, os eventos adversos (EAs) verificados na coorte sentinela foram
avaliados por um Time de Revisdo de Protocolo e Seguranga (TRPS) e, mediante a ndo
observagao de nenhum critério de suspensao do estudo, a imunizagao dos demais participantes
deste braco foi autorizada. Ap6s 14 dias de acompanhamento de todos os individuos do brago,
uma nova analise cega de seguranca foi realizada pelo TRPS e foi tomada a decisdo de
escalonamento da dose.

b) Braco 2: 60 pg de SpiN-Tec MCTI UFMG (n = 9) ou comparador ativo (n = 3).
Foram tomados os mesmos protocolos de observagao da coorte sentinela referente ao brago 2 e
avaliagdes de seguranca pelo TRPS para continuagdo do estudo, conforme descrito acima.

¢) Braco 3: 100 pug de SpiN-Tec MCTI UFMG (n = 9) ou comparador ativo (n = 3).

A randomizag¢do do Ensaio Clinico foi feita com auxilio de um codigo aleatorio, gerado pela
Plataforma de Pesquisa Clinica e disponibilizado ao gerente de vacinag¢ao do estudo por meio
de um software de alocagdo. A lista de randomizagao de participantes do centro foi armazenada
em um armario trancado, com acesso restrito a funcionarios fora do cegamento — o gerente de
vacinacao e seu assistente, que ndo tiveram acesso aos nomes dos participantes € ndo estavam
envolvidos na administragao das vacinas e avaliagdes adicionais dos participantes do estudo ou
avaliagOes de eventos adversos.

Os pesquisadores e os participantes foram cegos para a atribuicdo aleatdria do produto
investigacional ou comparador ativo dentro de cada brago. Os procedimentos empregados para
manter o estudo cego incluiram mascarar as injecdes com fitas opacas € manter a alocacao dos
participantes em envelopes lacrados, contendo o codigo do participante como um identificador
(ID). Dado que houve uma variagdo no volume do produto investigacional a ser administrado,

a equipe nao cega preparou as doses das vacinas a serem administradas e também administrou
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as injecdes em uma sala separada da equipe cega, para evitar possivelmente comprometer a
natureza cega do estudo.

Em adi¢do aos grupos experimentais ja descritos, foram incluidas nove amostras de
individuos saudaveis coletadas em 2018 (grupo pré—pandémico ou PP), antes do inicio da
pandemia de COVID-19. Dada a constitui¢ao dos participantes do grupo PP, as amostras para
0 grupo sdo unicas (cujo tempo foi denominado também de PP), diferentemente das amostras
dos participantes do estudo, que apresentam triplicata de amostras, coletadas nos dias V0O, V14

e V28 do periodo observacional:

3.4 Obtencao das amostras de PBMC

Foi realizada coleta de aproximadamente 27 mL de sangue total em heparina de cada
participante em 3 momentos ao longo do periodo de observacdo: antes da administragdo das
vacinas no dia da visita da vacinagdo (V0) e apos 14 e 28 dias da aplicagdo da primeira dose
(V14 e V28, respectivamente). As amostras de sangue total em heparina foram centrifugadas a
500 x g por 10 minutos a 20 °C. O plasma foi removido e armazenado para outros ensaios. As
células foram vertidas em um tubo de fundo conico de 50 mL onde adicionou—se solugdo salina
tamponada com fosfato (PBS) para um volume final de 30 mL e o tubo foi homogeneizado por
inversao.

A suspensao de sangue/PBS foi cuidadosamente vertida em 13 mL de Ficoll Paque plus
(GE—Healthcare) e centrifugada a 400 x g por 40 min a 20 °C. O sobrenadante presente acima
do anel de células foi aspirado e descartado. As PBMC foram transferidas para um novo tubo
onde completou—se o volume final para 40 mL de PBS. A seguir, a amostra foi submetida a
uma etapa de lavagem por centrifugacdo a 300 x g por 20 minutos a 20 °C. Uma vez formado
o sedimento no fundo do tubo, o sobrenadante foi descartado por inversdo e o pellet foi
ressuspendido em 40 mL de PBS. Repetiu—se a etapa de lavagem, com centrifugagao a 500 xg
por 8 minutos a 20 °C. Ao final do processamento, o sobrenadante foi descartado por inversao
e o pellet celular foi ressuspendido em 800 pL de meio RPMI completo contendo soro fetal
bovino (SFB) a 10%, estreptomicina 100 mg/ mL, penicilina 100 U/ mL. As amostras, de
volume final de aproximadamente 1 mL, foram mantidas no gelo. Uma aliquota de 10 pL foi
utilizada para aferir a viabilidade celular, usando azul de tripan, e a contagem celular usando o
contador de células automatico Countess 3 (Thermo Fischer Scientific).

Ap6s a contagem, as PBMC foram ressuspendidas em soro fetal bovino em volume

suficiente para ajustar a concentragao celular para 10 milhdes de células por mL. A seguir, foi
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adicionado um volume igual de meio de congelamento 2x (SFB, 20% de DMSO). As aliquotas
contendo 5 x 10° células foram transferidas para um recipiente de congelamento lento (Mr
Frosty, Thermo Fischer Scientific) e mantidas em freezer —80 °C por pelo menos 24 horas antes

de serem transferidas para o nitrogénio liquido.

3.4.1 Descongelamento de PMBC

Os criotubos de PBMC, armazenados em nitrogénio liquido ou gelo até o inicio do
manuseio, foram submergidos em banho—maria a 37°. Logo que comegaram a descongelar, os
tubos foram retirados e seu conteudo foi vertido em tubos de fundo conico identificados,
contendo 10 mL de meio RPMI sem SFB e com 1 pl de Benzonase nuclease. Foi realizada
homogeneizagdo dos tubos por inversdo 5 vezes e centrifugacdo por 860 x g durante 5 minutos
a4 °C. O sobrenadante foi descartado e o pellet celular foi desfeito com auxilio de uma pipeta.
Seguiu—se uma etapa de lavagem, pela ressuspensdo do conteudo em 1000 pL de RPMI
incompleto e centrifugacdo. Por fim, o sobrenadante foi descartado e o sedimento foi
ressuspendido em 500 pL de RPMI completo — volume calculado para 3 pogos de estimulos e
1 Controle Negativo ndo estimulado (CN) por amostra. Algumas amostras foram
ressuspendidas em volume extra para servir como Controle Positivo (C") do experimento. Apos
a distribuicao das células em placas de 96 pocos de fundo em “U”, as células foram incubadas
por Sh a 37 °C e 5% de CO; (periodo de descanso).

Apo6s o periodo de descanso, cada amostra foi estimulada com 5 pg/mL de proteina N,
S ou SpiN. Nos controles negativos nada foi adicionado enquanto que o controle positivo
consistiu da adigdo de anti-CD3 e anti—-CD28, nas concentragdes de 1pg/mL e 0,5ug/mL,
respectivamente. As células foram incubadas a 37 °C e 5% CO; por 12 horas quando foi entdo
adicionado em todos os pocos 10uL de uma solucdo contendo Brefeldina A (Golgi Plug, BD,
lug/mL) e Monensina (Golgi stop, BD, 3uM). A placa foi mantida na estufa por mais 6 horas

quando foi iniciado o protocolo de marcagdo para imunofenotipagem.
3.5 Padronizacio do painel de Citometria de Fluxo
Para imunofenotipagem de linfocitos por citometria de fluxo, adaptamos e

padronizamos uma versao adaptada do painel proposto por Liechti e Roederer (2019) contendo

os anticorpos conjugados a fluoréforos representados no Quadro 3:
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Reagente Fluoréforos Clone Marcacio Fungio
CD69 BV421 FN50 Intracelular Ativagdo de célula T
LIVE/DEAD | BV510 N/A Extracelular Viabilidade celular
CD4 BV605 RPA-T4 Extracelular Sublinhagem de c¢lula T
CDI137/4-1BB | BV650 4B4-1 Extracelular Ativagdo de celula T
CD45RO BV786 UCHLI Extracelular Fenotipagem de cé¢lula T de memoria
CD134/0X40 | FITC ACT35 Extracelular Ativagdo de célula T
IL-2 PE MQI1-17H12 | Intracelular Citocina pré-inflamatoria
CD154/CD40L | PE—dazzle594 | 24-31 Intracelular Ativagdo de célula T
CD3 PerCP SP34-2 Intracelular Marcador da linhagem linfocitica
IFN-y PE-Cy7 4SB3 Intracelular Citocina pro-inflamatoria
TNF APC MAbI11 Intracelular Citocina pro-inflamatoria
CD8 AF700 SK1 Extracelular Sublinhagem de célula T
CD197/CCR7 | APC—Cy7 GO043H7 Extracelular Fenotipagem de célula T de memoria

Quadro 3 — Painel de citometria de fluxo empregado no estudo. Fonte: elaborado pela autora (2024).

A concentracao 6tima de uso dos anticorpos foi definida por dilui¢ao seriada de cada

marcador, bem como as condigdes de marcagao (intra ou extracelular).

3.6 Imunofenotipagem por citometria de fluxo

As placas foram centrifugadas a 860 x g por 5 minutos e as células foram lavadas com
250 puL de PBS por duas vezes. As células foram ressuspendidas em 100uL da solucdo contendo
um marcador de viabilidade celular (LIVE/DEAD, Thermo Fischer Scientific) diluida 1:1000
em PBS e os pocos foram homogeneizados. A placa foi envolvida em papel aluminio e foi
incubada a temperatura ambiente (TA) durante 10 minutos. Apos a incubagdo, foram
adicionados 150uL de FACS a cada poco e a placa foi lavada novamente. A seguir foi
adicionado ao sedimento celular 50 pL do mix de marcagdo de superficie, contendo os
anticorpos anti—-CD4, anti-CD8, anti-CD197, anti-CD45RO, anti—-CD134 e anti-CD137,
diluidos em tampao FACS (PBS, 2% de SFB). A marcagao extracelular foi feita por um periodo
de 20 minutos a temperatura ambiente e protegido da luz. A seguir foi adicionado 200uL de
tampao FACS e as células foram centrifugadas a 860 x g por 4 minutos. O sobrenadante foi
descartado e os sedimentos celulares foram ressuspendidos em 100 pL do tampao de fixagdo
(Fix/Perm, eBioscience Foxp3, Thermo Fischer Scientific) a cada pogo, homogeneizado
cuidadosamente com auxilio de pipeta. A placa foi incubada por 30 minutos a temperatura

ambiente e protegida da luz.
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Ao final destes 30 minutos, foram adicionados 150 pL. do tampao de lavagem
(Perm/Wash, eBioscience Foxp3, Thermo Fischer Scientific) a cada poco, e a placa foi lavada
por centrifugacao a 860 x g por 4 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi desprezado e foram
adicionados 50 puLL do mix de anticorpos de marcacao intracelular, contendo os anticorpos anti—
CD3, anti—IFN-y, anti-TNF, anti—IL-2, anti—-CD69 e anti—-CD154 em cada pogo. A placa passou
por mais 30 minutos de incubagdo a TA. Se seguiram duas etapas de lavagem: foram
adicionados 250uL de Perm/Wash na primeira e 200uL na segunda, na mesma configuracao de
centrifuga utilizada até aqui. Por fim, as células foram ressuspendidas em 200uLde FACS
buffer, os pogos foram homogeneizados e a placa foi armazenada em geladeira, envolta em
papel aluminio, até o momento da aquisi¢do (idealmente, realizada no mesmo dia ou na manha
seguinte).

A aquisicdo do painel foi realizada em citometro de fluxo DxFlex (Beckman Coulter)
com aquisi¢io minima de 100.000 eventos no gate de linfocitos CD3". Para o calculo da
compensag¢do, foram utilizadas beads marcadas com os anticorpos de fluorescéncia usados no
painel — exceto pelo marcador de viabilidade, cujo controle foi realizado com células mortas

por aquecimento a 70 °C por 5 minutos.
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Figura 7 — Esquema representativo da estratégia de gating utilizada. Os passos da estratégia de gating estdo
representados em ordem hierarquica: a) singlets; b) remogdo de eventos super fluorescentes; c) linfocitos; d)
células CD3"LIVE/DEAD ; e) CD4'CD8~, CD4~ CD8" ¢ CD4CDS8™; f) CD69*; g) CD137"; h) CD134"; 1)
CD154%; j) IL-2+; k) TNF*; 1) IFN-y*; m) IFN-y"'TNF*, IFN-y"TNF", IFN-y"TNF" (dentro de CD3", CD4" ou
CD8"); n) CD45RO"CCR7, CD45RO"CCR7*, CD45RO CCR7, CD45RO CCR7* dentro de CD4"; o)
CD45RO"CCR7-, CD45RO*CCR7", CD45RO CCR7-, CD45RO CCR7" dentro de CD8". Fonte: elaborado pela
autora, 2024.
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A estratégia de gating (Figura 7) foi iniciada pela sele¢do de a) singlets (células que
passaram individualmente pelo leitor) utilizando dos pardmetros FSC—H no eixo y e FSC—A no
eixo X. A partir de singlets, b) foram removidos eventos super fluorescentes em cada um dos
canais de interesse. A seguir, ¢) os linfocitos foram delimitados por tamanho e complexidade
citoplasmatica, utilizando os parametros SSC—A e FSC—A. Dentro da populagao de linfocitos,
d) as células CD3'LIVE/DEAD™ foram selecionadas e €) segregadas em trés populagdes,
definidas pela expressio de CD4 e CD8: CD4"CD8 (doravante chamadas de CD4"), CD4~
CD8" (doravante chamadas de CD8") e CD4 CD8  (doravante chamadas de DN ou duplo—
negativas).

A selecdo dos eventos positivos para cada marcador foi realizada dentro de cada
populagdo. Ex: o gate de células positivas para f) CD69 foi delimitado no plano y = CD69 e x
= CD4 ou CD8 ou CD3 (para as c¢lulas DN).

As populagdes de memoria em n) CD4" e 0) CD8" foram definidas pela expressdo de
CD45RO e CCR7. Os linfocitos foram divididos em quadrantes de acordo com as seguintes
combinagdes de marcadores, segundo modelo proposto por Mahnke et al. (2013):

a) Células naive (CD45RO CCR7"), que ndo passaram por ativa¢do cognata via TCR e sdo
direcionadas aos 6rgaos linfoides secundarios (linfonodos), onde podem encontrar células
apresentadoras de antigeno, passando por ativacao e por diferenciagao.

b) Células de memoria central (CD45RO'CCR7Y), que podem se direcionar para os
linfonodos, produzem titulos baixos de citocinas efetoras, como IFN-y.

c) Células de memoria efetora (CD45RO'CCR7"), que possuem rapida fun¢do efetora e
podem se direcionar aos tecidos periféricos, produzem titulos altos de IFN-y e TNF.

d) Células efetoras terminais ou efetoras (CD45RO CCR7"), que ja passaram por ativagao,
mas nao possuem fendtipo de memoria. Nao sdo direcionadas aos linfonodos e possuem

fungdes efetoras.

3.6.1 Anadlise estatistica

A analise dos dados de intensidade de fluorescéncia dos marcadores e de frequéncia de
populagdes celulares foi realizada pelo software FlowJov10.10.0 (BD Biosciences) e as analises
estatisticas em RStudio (R v. 4.3.1). A frequéncia da populagdo de células positivas para cada
marcador (em relagdo ao total de células ou eventos capturados), sem adi¢do de estimulo ao
PBMC, foi definido como o background de expressdo basal do marcador por amostra. Da

mesma forma, sob as diferentes condicoes de estimulo, foi calculada a frequéncia da populagao
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positiva, por marcador, em cada amostra. Com o objetivo de avaliar o efeito da adi¢do de cada
estimulo sobre expressao dos marcadores, o background da expressao basal de cada um deles,
representado pela frequéncia de células positivas da amostra CN, foi subtraido do valor da
frequéncia de células positivas da amostra estimulada. Assim, foi calculado um novo valor de
frequéncia A (delta) para cada marcador, por amostra, nas trés condi¢des experimentais.
Exemplo: amostra “export 101-V14—1 CD4.fcs” ¢ a amostra do paciente 101, no
tempo V14, sob a condigdo de estimulo 1 = CN e teve frequéncia de células CD69" de 11,588%
(background da expressdo basal); amostra “export 101-V14-4 CD4.fcs” ¢ a amostra do
paciente 101, no tempo V14, sob a condigdo de estimulo 4 = SpiN e teve frequéncia de células
CD69" de 9,658%. Calculo do valor de A:
A(CD69v14)SpiN = (CD69v14)SpiN — (CD69v14)CN ou A(CD69v14)SpiN = —1,93% indicando
que a adicao de SpiN como estimulo a essa amostra causou uma diminui¢do na frequéncia de
células positivas para CD69. Entretanto, ndo seria correto utilizar-se para céalculos uma
frequéncia negativa de células CD69". Por isso, para efeito de calculo estatistico, valores de
frequéncia A < zero foram substituidos pelo valor de LLOQ (lower limit of quantification, a
menor concentra¢do do analito que pode ser quantificada com confiabilidade de precisao e
exatiddo) calculado para o ensaio segundo o calculo apresentado por Cossarizza et al. (2021, p.
2742), equivalente a frequéncia de 0,0001% de células positivas para determinado marcador.
As comparagdes entre os grupos foram realizadas usando testes estatisticos de Kruskal—
Wallis e teste post hoc de comparagdes multiplas de Dunn com correcdo de Bonferroni para
mais de 2 varidveis ou teste de Wilcoxon para 2 variaveis. A significancia estatistica foi definida

como valores de p ou p ajustado < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas da populacio de estudo e do desenho experimental

A andlise realizada neste trabalho se baseia na determinagdo de 5 grupos experimentais:
3 grupos que receberam doses escalonadas de SpiN-Tec, 1 grupo que recebeu CoronaVac como
comparador ativo e 1 grupo controle Pré—Pandémico (PP). O grupo PP foi composto por
amostras coletadas antes do inicio da pandemia e, portanto, sabidamente livres da exposi¢ao
aos antigenos do virus SARS-CoV-2. As caracteristicas de idade e género da populagdo de

estudo, divididas por grupo, estdo indicadas na Tabela 1:

Tratamentos
Variaveis  Niveis COI}l)t;Ole CoronaVac SpiN-Tec 20 ug  SpiN-Tec 60 ug  SpiN-Tec 100 ug
(n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=9)
18-26 3(33,3%) 7(77,8%) 2 (22,2%) 3(33,3%) 6 (66,7%)
Idade 27-55 5(55,6%) 2(22,2%) 7 (77,8%) 6 (66,7%) 3(33,3%)
Sem dados 1 (11,1%) - — —
Feminino 6 (66.7%) 3 (33,3%) 7(77,8%) 6 (66,7%) 3(33,3%)
Género  Masculino 2 (22.2%) 6 (66,7%) 2 (22,2%) 3 (33,3%) 6 (66,7%)

Sem dados 1 (11,1%) - - - —

Tabela 1 — Frequéncia absoluta e relativa das caracteristicas demograficas de linha de base dos
participantes por grupo de tratamento. Fonte: relatério de andlise interina do Ensaio Clinico da vacina SpiN-
Tec MCTI UFMG (confidencial), elaborado pelo Time de Revisdo de Protocolo e Seguranca.

Alguns participantes nao foram incluidos na andlise estatistica por entrarem nos critérios
de exclusao: no grupo que recebeu SpiN-Tec 20 ug, tivemos 1 caso de Herpes Zoster no dia 5
apods a vacinagdo e 2 casos de COVID entre VO e V14; no grupo que recebeu SpiN-Tec 60ug,
tivemos 1 caso de gravidez e 1 caso de COVID entre V14 e V28; no grupo que recebeu SpiN-
Tec 100png/ mL, tivemos 1 caso de Apendicite nos 17 dias ap6s a vacinagdo e 1 caso de COVID
entre V14 e V28.

De forma geral, os grupos ndo apresentaram diferencas entre si. Entretanto, como o
estudo ¢ de seguranca e de fase I, ndo ha poder estatistico para determinar possiveis vieses nos

grupos.
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4.2 Contextualizacido do perfil imunolégico anterior ao ensaio clinico

Com o objetivo de avaliar o perfil imunoldégico da populagio de estudo no contexto que

precede a administracao dos tratamentos do ensaio clinico (nos tempos PP e V0), foi calculada

a frequéncia de células T expressando CD69, CD134, CD137, CD154, IFN-y, TNF e IL-2 nas

amostras de PBMC ativadas sob estimulo das proteinas N, S e SpiN.

4.2.1 Expressdo dos marcadores de ativagdo de superficie celular CD69, CD134, CD137 e

CD154

Frequéncia de células T CD4* expressando marcadores de ativacio
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Figura 8 — Expressdo de marcadores de ativa¢io de superficie em células CD4". Frequéncias de células CD4"
expressando os marcadores de ativagao de superficie CD134, CD137, CD69 e CD154 sob diferentes condigdes de
cultura celular: estimulo pelas proteinas N, S ou SpiN e sem estimulo. O valor delta (A) equivale a frequéncia de
células positivas para um marcador na amostra ndo estimulada (background de sua expressdo basal) menos a
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frequéncia de células positivas para este marcador sob determinado estimulo proteico. As caixas dos boxplots sdo
delimitadas pelos percentis 25% (Q1) e 75% (Q3). As linhas dentro das caixas denotam as medianas. Célculo para
limite inferior: Q1 — 1,5 x (Q3 — Q1). Célculo para limite superior: Q3 + 1,5 x (Q3 — Q1). Pré—Pandémico: n = §;
Participantes: n = 31. Analise estatistica realizada por teste de Wilcoxon. Significancia estatistica foi determinada
por *: p <0,05; **: p <0,01; ****: p <0,0001. Fonte: elaborado pela autora, 2024.

Foi observada uma frequéncia significativamente menor de células CD4" expressando
CD69 ou CD154 nos participantes do ensaio clinico em compara¢do com o grupo PP quando
ndo foi adicionado nenhum estimulo ao cultivo celular (Figura 8, primeira linha). Nao foram
observadas diferencas estatisticamente significativas entre PP e os participantes em relagdo as
frequéncias de células expressando marcadores de ativacao quando estimuladas com a proteina
N (Figura 8, segunda linha). Ao serem estimuladas com a proteina S, o grupo de participantes
apresentou um aumento significativo da frequéncia de células CD4" expressando CD134 e uma
diminui¢do na frequéncia de células expressando CD69 quando comparado ao grupo PP
(Figura 8, terceira linha). Por fim, participantes do estudo apresentaram frequéncias
significativamente maiores de células CD4" expressando CD154, CD69 ¢ CD134 quando

estimuladas com SpiN em comparagdo com as amostras PP (Figura 8, quarta linha).
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Figura 9 — Expressio de marcadores de ativacio de superficie em células CD8". Frequéncias de células CD8+
expressando os marcadores de ativagdo de superficie CD134, CD137, CD69 e CD154 sob diferentes condi¢des de
cultura celular: estimulo pelas proteinas N, S ou SpiN e sem estimulo. O valor delta (A) equivale a frequéncia de
células positivas para um marcador na amostra ndo estimulada (background de sua expressdo basal) menos a
frequéncia de células positivas para este marcador sob determinado estimulo proteico. As caixas dos boxplots sdo
delimitadas pelos percentis 25% (Q1) e 75% (Q3). As linhas dentro das caixas denotam as medianas. Célculo para
limite inferior: Q1 — 1,5 x (Q3 — Q1). Célculo para limite superior: Q3 + 1,5 x (Q3 — Q1). Pré—Pandémico: n = §;
Participantes: n = 31. Andlise estatistica realizada por teste de Wilcoxon. Significancia estatistica foi determinada
por *:p <0,05; **: p <0,01; ***: p<0,001. Fonte: elaborado pela autora, 2024.

Foi observada uma frequéncia significativamente menor de células CD8" expressando
CD69 nos participantes do ensaio clinico em comparagdo com o grupo PP quando ndo foi
adicionado nenhum estimulo ao cultivo celular (Figura 9, primeira linha). Participantes do
estudo, em comparacdo com as amostras PP, apresentaram frequéncias significativamente

menores de células CD8" expressando CD137 e maiores frequéncias de células expressando
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CD69 quando estimuladas com a proteina N (Figura 9, segunda linha). Mediante estimulo com
a proteina S, comparados ao grupo PP, o grupo de participantes apresentou um aumento
significativo da frequéncia de células CD8" expressando CD134 e uma diminui¢do na
frequéncia de células expressando CD69 (Figura 9, terceira linha). Por fim, ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significativas entre PP e os participantes em relagdo as
frequéncias de células expressando marcadores de ativacao, quando estimuladas com a proteina

SpiN (Figura 9, quarta linha).
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Figura 10 — Expressdo de marcadores de ativacdo de superficie em células DN. Frequéncias de células DN
expressando os marcadores de ativagdo de superficie CD134, CD137, CD69 e CD154 sob diferentes condi¢des de
cultura celular: estimulo pelas proteinas N, S ou SpiN e sem estimulo. O valor delta (A) equivale a frequéncia de
células positivas para um marcador na amostra ndo estimulada (background de sua expressdo basal) menos a
frequéncia de células positivas para este marcador sob determinado estimulo proteico. As caixas dos boxplots sao
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delimitadas pelos percentis 25% (Q1) e 75% (Q3). As linhas dentro das caixas denotam as medianas. Calculo para
limite inferior: Q1 — 1,5 x (Q3 — Q1). Célculo para limite superior: Q3 + 1,5 x (Q3 — Q1). Pré—Pandémico: n = §;
Participantes: n = 31. Analise estatistica realizada por teste de Wilcoxon. Significancia estatistica foi determinada
por **: p <0,01. Fonte: elaborado pela autora, 2024.

Foi observada uma frequéncia significativamente menor de células DN expressando
CD69 nos participantes do ensaio clinico em comparagdo com o grupo PP quando ndo foi
adicionado nenhum estimulo ao cultivo celular (Figura 10, primeira linha). Em comparagao
com o grupo PP, os participantes do estudo apresentaram frequéncias significativamente
maiores de células DN expressando CD69 quando estimuladas com a proteina N (Figura 10,
segunda linha). Mediante estimulo com a proteina S, comparados ao grupo PP, o grupo de
participantes apresentou um aumento significativo da frequéncia de células DN expressando
CD137 (Figura 10, terceira linha). Por fim, quando estimuladas com a proteina SpiN, as células
DN apresentaram aumento na expressdao de todos os marcadores na comparacdo entre os
participante e PP, apesar de ndo terem sido observadas diferencas estatisticamente significativas

(Figura 10, quarta linha).
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4.2.2 Produgdo das citocinas IL-2, IFN-y, TNF e co-produc¢io de IFN-y*TNF*
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Figura 11 — Produgio de citocinas em células CD4*. Frequéncias de células CD4" produzindo as citocinas IL—
2, IFN-y, TNF e IFN-y*TNF* sob diferentes condi¢des de cultura celular: estimulo pelas proteinas N, S ou SpiN e
sem estimulo. O valor delta (A) equivale a frequéncia de células positivas para um marcador na amostra nao
estimulada (background de sua expressdo basal) menos a frequéncia de células positivas para este marcador sob
determinado estimulo proteico. As caixas dos boxplots sdo delimitadas pelos percentis 25% (Q1) e 75% (Q3). As
linhas dentro das caixas denotam as medianas. Calculo para limite inferior: Q1 — 1,5 x (Q3 — Q1). Célculo para
limite superior: Q3 + 1,5 x (Q3 — Q1). Pré—Pandémico: n = 8; Participantes: n = 31. Analise estatistica realizada
por teste de Wilcoxon. Significancia estatistica foi determinada por *: p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001; ****,
Fonte: elaborado pela autora, 2024.

Foi observada uma frequéncia significativamente menor de células T CD4" produzindo
IL-2 nos participantes do ensaio clinico em comparagdo com o grupo PP quando ndo foi

adicionado nenhum estimulo ao cultivo celular (Figura 11, primeira linha). Em comparagao
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com o grupo PP, os participantes do estudo apresentaram frequéncias significativamente
maiores de células T CD4" produzindo IFN-y e IFN-y"TNF " quando estimuladas com a proteina
N (Figura 11, segunda linha). Mediante estimulo com a proteina S, comparados ao grupo PP,
o grupo de participantes apresentou um aumento significativo na frequéncia de células co-
produtoras de IFN-y"TNF" (Figura 11, terceira linha). Por fim, em cultura celular estimulada
com a proteina SpiN, foi observado aumento significativo nas frequéncias de células T CD4"
produzindo todas as citocinas, exceto por TNF, nos participantes do estudo em comparagao

com o grupo PP (Figura 11, quarta linha).
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Figura 12 — Producio de citocinas em células CD8*. Frequéncias de células CD8" produzido as citocinas IL-2,
IFN-y, TNF e IFN-y"TNF" sob diferentes condi¢des de cultura celular: estimulo pelas proteinas N, S ou SpiN e
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sem estimulo. O valor delta (A) equivale a frequéncia de células positivas para um marcador na amostra nao
estimulada (background de sua expressdo basal) menos a frequéncia de células positivas para este marcador sob
determinado estimulo proteico. As caixas dos boxplots sdo delimitadas pelos percentis 25% (Q1) e 75% (Q3). As
linhas dentro das caixas denotam as medianas. Calculo para limite inferior: Q1 — 1,5 x (Q3 — Q1). Calculo para
limite superior: Q3 + 1,5 x (Q3 — Q1). Pré—Pandémico: n = 8; Participantes: n = 31. Analise estatistica realizada
por teste de Wilcoxon. Significancia estatistica foi determinada por *: p < 0,05; **: p <0,01. Fonte: elaborado pela
autora, 2024.

Nas culturas celulares ndo estimuladas ou nas culturas sob estimulo de N ndo foi
observada diferenca significativa na frequéncia de células T CD8" produzindo citocinas ao
compararmos os participantes do estudo e o grupo PP (Figura 12, primeira e segunda linha,
respectivamente). Mediante estimulo com a proteina S, comparados ao grupo PP, o grupo de
participantes apresentou um aumento significativo na frequéncia de células T CD8" produzindo
TNF (Figura 12, terceira linha). Por fim, em cultura celular estimulada com a proteina SpiN,
foi observado aumento significativo nas frequéncias de células produtoras de IFN-y e de IFN-

Y"TNF" nos participantes do estudo em comparagdo com o grupo PP (Figura 12, quarta linha).
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Figura 13 — Producéo de citocinas em células DN. Frequéncias de células DN produzido as citocinas IL-2, IFN-
¥, TNF e IFN-y*TNF" sob diferentes condi¢des de cultura celular: estimulo pelas proteinas N, S ou SpiN e sem
estimulo. O valor delta (A) equivale a frequéncia de células positivas para um marcador na amostra nao estimulada
(background de sua expressao basal) menos a frequéncia de células positivas para este marcador sob determinado
estimulo proteico. As caixas dos boxplots sdo delimitadas pelos percentis 25% (Q1) e 75% (Q3). As linhas dentro
das caixas denotam as medianas. Calculo para limite inferior: Q1 — 1,5 x (Q3 — Q1). Calculo para limite superior:
Q3 + 1,5 x (Q3 — Q1). Pré—Pandémico: n = §; Participantes: n = 31. Analise estatistica realizada por teste de
Wilcoxon. Significancia estatistica foi determinada por *: p < 0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001. Fonte: elaborado
pela autora, 2024.

Foi observada uma frequéncia significativamente maior de células DN produzindo IL-
2 e significativamente menor de células produzindo IFN-y nos participantes do ensaio clinico
em comparag¢ao com o grupo PP quando ndo foi adicionado nenhum estimulo ao cultivo celular
(Figura 13, primeira linha). Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas

entre PP e os participantes em relacao as frequéncias de células DN produtoras de citocinas
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quando estimuladas com a proteina N (Figura 13, segunda linha). Mediante estimulo com a
proteina S, comparados ao grupo PP, o grupo de participantes apresentou um aumento
significativo na frequéncia de células DN produtoras de todas as citocinas, exceto por IL-2
(Figura 13, terceira linha). Por fim, em cultura celular estimulada com a proteina SpiN, foi
observado aumento significativo nas frequéncias de células DN produtoras de IFN-y e de
células co-produtoras de IFN-y 'TNF" nos participantes do estudo em comparagdo com o grupo

PP (Figura 13, quarta linha).

4.3 Comparacio do perfil de producio de citocinas entre os grupos experimentais

Uma vez determinado o contexto imunoldgico da populacdo de estudo antes da
administracdo dos tratamentos (vacina SpiN-Tec ou comparador ativo), para realiza¢do das
analises nos tempos V14 e V28, os participantes foram separados em seus respectivos grupos
experimentais. Assim, foi possivel delinear a resposta imune induzida por cada regime vacinal
e verificar a ndo inferioridade da SpiN-Tec como dose de refor¢o heterdloga. A frequéncia de
células produtoras das citocinas pro—inflamatorias de cada grupo tratado foi comparada com a

mesma populacao de células do grupo PP, sob os 3 estimulos proteicos e sem estimulo.
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Figura 14 — Produgio de citocinas em células CD4* por grupo experimental em V14. Frequéncias de células
CD4* produzindo as citocinas IL-2, IFN-y, TNF e IFN-y*"TNF", por grupo (representados por cores diferentes),
sob estimulo pelas proteinas N, S ou SpiN e sem estimulo. O valor delta (A) equivale a frequéncia de células
positivas para um marcador na amostra ndo estimulada (background de sua expressdo basal) menos a frequéncia
de células positivas para este marcador sob determinado estimulo proteico. As caixas dos boxplots sdo delimitadas
pelos percentis 25% (Q1) e 75% (Q3). As linhas dentro das caixas denotam as medianas. Célculo para limite
inferior: Q1 — 1,5 x (Q3 — Q1). Célculo para limite superior: Q3 + 1,5 x (Q3 — Q1). PP: n=8; CoronaVac: n=9;
SpiN-Tec 20 pg: n = 7; SpiN-Tec 60 pg: n =7; SpiN-Tec 100 pg: n = 8. Analise estatistica realizada por teste de
Wilcoxon. Significancia estatistica foi determinada por *: p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001. Fonte: elaborado
pela autora, 2024.

Passados 14 dias da vacinagdo, nas culturas nao estimuladas, foi observada frequéncia
semelhante de células CD4" produzindo IL-2 entre os grupos que receberam CoronaVac, SpiN-

Tec 20 ng e SpiN-Tec 60 pg. Essas frequéncias similares sdo, ainda, significativamente maiores
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que a frequéncia correspondente do grupo PP. Nao foram detectadas diferencas estatisticamente
significativas na producao das demais citocinas entre os grupos (Figura 14, primeira coluna).

Sob estimulo da proteina N, a produ¢do de TNF por células T CD4" do grupo SpiN-Tec
20 pg foi significativamente maior que a producao do grupo PP. Ja a producdo de células T
CD4" co-produtoras de IFN-y"TNF" apresentou aumento significativo em todos os grupos
tratados em relacdo a PP. Nao foram observadas diferencgas estatisticamente significativas na
producao das demais citocinas entre os grupos (Figura 14, segunda coluna).

Mediante estimulo com a proteina S, a producdo de TNF seguiu o mesmo padrio
descrito para a produgio de TNF sob estimulo da proteina N. A produ¢io de células CD4" co-
produtoras de IFN-y"'TNF", por sua vez, apresentou aumento significativo em relagdo a PP
apenas nos grupos SpiN-Tec 20 pg e SpiN-Tec 60 pg. Nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas na produ¢do das demais citocinas entre os grupos (Figura 14,
terceira coluna).

Finalmente, o estimulo pela proteina SpiN induziu aumento significativo nas
frequéncias de células CD4" produtoras de todas as citocinas, exceto por TNF. A produgdo de
IL-2 foi significativamente maior nos grupos SpiN-Tec 20 pg e SpiN-Tec 60 pg em comparagao
com PP. A producdo de IFN-y foi significativamente maior em todos os grupos quando
comparados com PP. As células co-produtoras de IFN-y"'TNF" tiveram incremento significativo
nos grupos CoronaVac, SpiN-Tec 20 pg e SpiN-Tec 60 ug em comparagdo com o grupo PP
(Figura 14, quarta coluna).
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Figura 15 — Produgio de citocinas em células CD4" por grupo experimental em V28. Frequéncias de células
CD4" produzindo as citocinas IL-2, IFN-y, TNF e IFN-y*TNF", por grupo (representados por cores diferentes),
sob estimulo pelas proteinas N, S ou SpiN e sem estimulo. O valor delta (A) equivale a frequéncia de células
positivas para um marcador na amostra ndo estimulada (background de sua expressdo basal) menos a frequéncia
de células positivas para este marcador sob determinado estimulo proteico. As caixas dos boxplots sdo delimitadas
pelos percentis 25% (Q1) e 75% (Q3). As linhas dentro das caixas denotam as medianas. Calculo para limite
inferior: Q1 — 1,5 x (Q3 — Q1). Célculo para limite superior: Q3 + 1,5 x (Q3 — Q1). PP: n = §; CoronaVac: n=9;
SpiN-Tec 20 pg: n = 7; SpiN-Tec 60 ug: n =7; SpiN-Tec 100 pg: n = 8. Analise estatistica realizada por teste de
Wilcoxon. Significancia estatistica foi determinada por *: p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001. Fonte: elaborado
pela autora, 2024.

Passados 28 dias da vacinagdo, nas culturas nao estimuladas, foi observado aumento
significativo na frequéncia de células CD4" produtoras de IL-2 apenas nos grupos que

receberam SpiN-Tec 20 pg e SpiN-Tec 60 pg em comparagdao com PP. Nao foram detectadas
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diferengas estatisticamente significativas na producdo das demais citocinas entre os grupos
(Figura 15, primeira coluna).

Sob estimulo da proteina N, a produgio isolada de IFN-y ou de TNF por células CD4"
do grupo SpiN-Tec 20 pg foi significativamente maior que a produc¢ao do grupo PP. Ja a
inducdo de células CD4" co-produtoras de IFN-y"TNF" apresentou aumento significativo em
todos os grupos tratados em relacdo a PP. Nao foram observadas diferengas estatisticamente
significativas na producao das demais citocinas entre os grupos (Figura 15, segunda coluna).

Mediante estimulo com a proteina S, a produgdo de IL-2 em células CD4" apresentou
aumento significativo apenas no grupo SpiN-Tec 20 pg em relagdo ao PP. As células CD4" co-
produtoras de IFN-y"TNF", entretanto, apresentaram aumento significativo de frequéncia em
todos os grupos tratados em comparagdo a PP. Nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas na produc¢do das demais citocinas entre os grupos (Figura 15,
terceira coluna).

Finalmente, o estimulo pela proteina SpiN induziu aumento significativo nas
frequéncias de células CD4" produtoras de todas as citocinas, exceto por TNF. A produgédo de
IL-2 foi significativamente maior em todos os grupos que receberam SpiN-Tec em comparagao
com PP. A producdo de IFN-y foi significativamente maior em todos os grupos quando
comparados com PP. O mesmo foi observado na frequéncia de células co-produtoras de IFN-
y"'TNF" (Figura 15, quarta coluna).

Destaca—se que a co-expressao de IFN-y e TNF (representacdo na Figura 16, a seguir)
parece ser um bom marcador do efeito da administragdo de doses de refor¢co neste estudo,

independentemente das condi¢des de estimulo.
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Figura 16 — Imagem representativa de uma amostra de células CD4" multifuncionais. Células CD4*
produtoras de IFN-y"TNF* , organizadas por grupo e sob os 3 estimulos, em V28. Imagem representativa da co-
expressdo de [FN-y*"TNF* em células CD4" no tempo V28. O quadrante superior esquerdo representa as células
positivas para a produg@o de IFN-y. O quadrante inferior direito representa as células positivas para a produgio de
TNEF. O quadrante superior direito representa as células multifuncionais, produtoras simultaneas de IFN-y e TNF.
E possivel perceber um aumento significativo de pontos representando células multifuncionais nos grupos que
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receberam tratamento em comparagdo com o grupo PP, especialmente sob estimulo da proteina SpiN. Fonte:
elaborado pela autora, 2024.
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Figura 17 — Producio de citocinas em células CD8" por grupo experimental em V14. Frequéncias de células
CD8" produzindo as citocinas IL-2, IFN-y, TNF e IFN-y"TNF*, por grupo (representados por cores diferentes),
sob estimulo pelas proteinas N, S ou SpiN e sem estimulo. O valor delta (A) equivale a frequéncia de células
positivas para um marcador na amostra ndo estimulada (background de sua expressdo basal) menos a frequéncia
de células positivas para este marcador sob determinado estimulo proteico. As caixas dos boxplots sdo delimitadas
pelos percentis 25% (Q1) e 75% (Q3). As linhas dentro das caixas denotam as medianas. Célculo para limite
inferior: Q1 — 1,5 x (Q3 — Q1). Célculo para limite superior: Q3 + 1,5 x (Q3 — Q1). PP: n=8; CoronaVac: n=9;
SpiN-Tec 20 pg: n = 7; SpiN-Tec 60 ug: n =7; SpiN-Tec 100 pg: n = 8. Analise estatistica realizada por teste de
Wilcoxon. Significancia estatistica foi determinada por *: p < 0,05; **: p < 0,01. Fonte: elaborado pela autora,
2024.
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Passados 14 dias da vacinacdo, nas culturas ndo estimuladas, foi observado aumento
significativo na frequéncia de células CD8" produtoras de TNF apenas no grupo que recebeu
SpiN-Tec 20 pg em comparacdo com PP. Nao foram detectadas diferengas estatisticamente
significativas na producao das demais citocinas entre os grupos (Figura 17, primeira coluna).

Sob estimulo da proteina N, ndo foram observadas diferengas estatisticamente
significativas na produ¢do de nenhuma citocina ao comparar cada um dos grupos tratados ao
grupo PP (Figura 17, segunda coluna).

Mediante estimulo com a proteina S, a produgdo de TNF em células CD8" apresentou
aumento significativo apenas no grupo SpiN-Tec 20 pg em relagdo ao PP. Nao foram
observadas diferengas estatisticamente significativas na produgdo das demais citocinas entre 0s
grupos (Figura 17, terceira coluna).

Finalmente, o estimulo pela proteina SpiN induziu aumento significativo nas
frequéncias de células CD8" produtoras de IFN-y e células co-produtoras de IFN-y"TNF" nos
grupos SpiN-Tec 20 ug e SpiN-Tec 60 ug em comparagdo com PP. Nao foram observadas
diferengas estatisticamente significativas na producdo das demais citocinas entre os grupos

(Figura 17, quarta coluna).
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Figura 18 — Producio de citocinas em células CD8* por grupo experimental em V28. Frequéncias de células
CD8* produzindo as citocinas IL-2, IFN-y, TNF e IFN-y"TNF*, por grupo (representados por cores diferentes),
sob estimulo pelas proteinas N, S ou SpiN e sem estimulo. O valor delta (A) equivale a frequéncia de células
positivas para um marcador na amostra ndo estimulada (background de sua expressdo basal) menos a frequéncia
de células positivas para este marcador sob determinado estimulo proteico. As caixas dos boxplots sdo delimitadas
pelos percentis 25% (Q1) e 75% (Q3). As linhas dentro das caixas denotam as medianas. Célculo para limite
inferior: Q1 — 1,5 x (Q3 — Q1). Célculo para limite superior: Q3 + 1,5 x (Q3 — Q1). PP: n = §; CoronaVac: n=9;
SpiN-Tec 20 pg: n = 7; SpiN-Tec 60 ug: n =7; SpiN-Tec 100 pg: n = 8. Analise estatistica realizada por teste de
Wilcoxon. Significancia estatistica foi determinada por *: p < 0,05; **: p < 0,01. Fonte: elaborado pela autora,
2024.

Passados 28 dias da vacinagdo, nas culturas nao estimuladas, foi observado aumento
significativo na frequéncia de células CD8" produtoras de TNF apenas nos grupos que

receberam SpiN-Tec 20 pg e SpiN-Tec 60 pg em comparagao com PP. Nao foram detectadas
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diferengas estatisticamente significativas na producdo das demais citocinas entre os grupos
(Figura 18, primeira coluna).

Sob estimulo da proteina N, ndao foram observadas diferencas estatisticamente
significativas na produ¢do de nenhuma citocina ao comparar cada um dos grupos tratados ao
grupo PP (Figura 18, segunda coluna).

Mediante estimulo com a proteina S, a produgdo de TNF em células CD8" apresentou
aumento significativo apenas nos grupos SpiN-Tec 20 pg e SpiN-Tec 60 pg em relagao ao PP.
Nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas na producdo das demais
citocinas entre os grupos (Figura 18, terceira coluna).

Finalmente, o estimulo pela proteina SpiN induziu aumento significativo nas
frequéncias de células CD8" produtoras de IFN-y em todos os grupos tratados em comparagdo
com PP. J4 a produgdo de células multifuncionais (representagdo na Figura 18, a seguir)
aumentou significativamente apenas nos grupos SpiN-Tec 20 pg e SpiN-Tec 60 pg em
comparagdo com PP. Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas na

producdo das demais citocinas entre os grupos (Figura 18, quarta coluna).
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Figura 19 — Imagem representativa de uma amostra de células CD8" multifuncionais. Células CD8"
produtoras de IFN-y"TNF* , organizadas por grupo e sob os 3 estimulos, em V28. Imagem representativa da co-
expressdo de IFN-y"TNF™ em células CD8" no tempo = V28. O quadrante superior esquerdo representa as células
positivas para a produgdo de IFN-y. O quadrante inferior direito representa as células positivas para a produgdo de
TNF. O quadrante superior direito representa as células multifuncionais, produtoras simultdneas de IFN-y e TNF.
E possivel perceber um aumento significativo de pontos representando células multifuncionais nos grupos que
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receberam tratamento em comparagdo com o grupo PP, especialmente sob estimulo da proteina SpiN. Fonte:
elaborado pela autora, 2024.

S estim AN AS ASpiN
o —ax
10 *k *
107" - m * -
g g
. ° ®
’ 0.2 d e 4 i i H [ ® IL-2
2 H
= 3
N 10' -
E - L] - L] L) - L
2 ,
s 1077 — % —_—
= ek k ok
: b * ok
,.= x % * k.
w 14 -
= 10 * m B T‘D' H .
£ $ IFN-
i TheeelBSEERD L Bemp
2 107 I
=9
g o e o ERY 4 |mm o ¢ e
et *
% 1 -
£ 101 --!-sla :
. il gl
= 107" 1 - - * ; ’ e - i * ] TNF
2 :
£
o0 1071
5 ° ® ® [] - ® [] o ® ®
2
=3 * *
~
£ 10'1 ] o
= (]
g L .
gt % ﬁ e ' ﬁ §. | IFN-y*TNF*
. [EE#
1 0-3 T &
[ ] ° L] [ ] . [ ] L]
] o & @ R
C Tt algh € T bale? § T bl €Tt oo
9 & ',&d' ,:‘\64&64 00@ '&é— ,SZF"&Z}:, Cé@eﬁé%ﬁa"\é 659 f\zF' ,Sel x\?-f"
A eF :S\% R %Q%; R R %Q»\L R o :’Q%

Figura 20 — Producio de citocinas em células DN por grupo experimental em V14. Frequéncias de células
DN produzindo as citocinas IL-2, IFN-y, TNF e IFN-y*TNF", por grupo (representados por cores diferentes), sob
estimulo pelas proteinas N, S ou SpiN e sem estimulo. O valor delta (A) equivale a frequéncia de células positivas
para um marcador na amostra ndo estimulada (background de sua expressdo basal) menos a frequéncia de células
positivas para este marcador sob determinado estimulo proteico. As caixas dos boxplots sdo delimitadas pelos
percentis 25% (Q1) e 75% (Q3). As linhas dentro das caixas denotam as medianas. Calculo para limite inferior:
Q1 - 1,5x (Q3 = Q1). Calculo para limite superior: Q3 + 1,5 x (Q3 — Q1). PP: n = §; CoronaVac: n =9; SpiN-Tec
20 pg: n=7; SpiN-Tec 60 pg: n =7; SpiN-Tec 100 pg: n = 8. Analise estatistica realizada por teste de Wilcoxon.
Significancia estatistica foi determinada por *: p <0,05; **: p < 0,01; ***: p <0,001. Fonte: elaborado pela autora,
2024.

Passados 14 dias da vacinagdo, nas culturas nao estimuladas, foi observado aumento
significativo na frequéncia de células DN produtoras de IL-2 nos grupos que receberam SpiN-
Tec 20 pg e SpiN-Tec 60 pg em comparagdo com PP. Com relacdo a produgao de IFN-y, foi

observada frequéncia significativamente menor de células DN em todos os grupos tratados em
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comparac¢do a PP. Nao foram detectadas diferencas estatisticamente significativas na producao
das demais citocinas entre os grupos (Figura 20, primeira coluna).

Sob estimulo da proteina N, foi observado aumento significativo na frequéncia de
células DN produtoras de IL-2 no grupo que recebeu CoronaVac em comparagdo com PP. Para
as demais citocinas, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas na
comparag¢do dos grupos tratados com PP (Figura 20, segunda coluna).

Mediante estimulo com a proteina S, o grupo que recebeu SpiN-Tec 60 pg apresentou
aumento significativo na produgdo de IFN-y, TNF e na co-produ¢do de IFN-y"TNF' em
comparagdo com PP. O grupo que recebeu CoronaVac também apresentou aumento
significativo na produgdo de IFN-y em comparacdo com PP. Nao foram observadas diferengas
estatisticamente significativas na produ¢do das demais citocinas entre os grupos (Figura 20,
terceira coluna).

Finalmente, o estimulo pela proteina SpiN induziu aumento significativo nas
frequéncias de células DN produtoras IFN-y em todos os grupos tratados quando comparados
com PP. O grupo que recebeu SpiN-Tec 20 pg apresentou produgdo significativamente maior
de células multifuncionais em comparagdo com PP. Nao foram observadas diferengas
estatisticamente significativas na produc¢do das demais citocinas entre os grupos (Figura 20,

quarta coluna).
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Figura 21 — Producéo de citocinas em células DN por grupo experimental em V28. Frequéncias de células
DN produzindo as citocinas IL-2, IFN-y, TNF e IFN-y*TNF", por grupo (representados por cores diferentes), sob
estimulo pelas proteinas N, S ou SpiN e sem estimulo. O valor delta (A) equivale a frequéncia de células positivas
para um marcador na amostra ndo estimulada (background de sua expressdo basal) menos a frequéncia de células
positivas para este marcador sob determinado estimulo proteico. As caixas dos boxplots sdo delimitadas pelos
percentis 25% (Q1) e 75% (Q3). As linhas dentro das caixas denotam as medianas. Calculo para limite inferior:
Q1 —1,5x (Q3 — Q1). Calculo para limite superior: Q3 + 1,5 x (Q3 — Q1). PP: n = 8; CoronaVac: n=9; SpiN-Tec
20 pug: n="7; SpiN-Tec 60 pg: n = 7; SpiN-Tec 100 pg: n = 8. Analise estatistica realizada por teste de Wilcoxon.
Significancia estatistica foi determinada por *: p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001. Fonte: elaborado pela autora,
2024.

Passados 28 dias da vacinagdo, nas culturas ndo estimuladas, foi observado aumento
significativo na frequéncia de células DN produtoras de IL-2 nos grupos que receberam

CoronaVac, SpiN-Tec 20 pg e SpiN-Tec 60 pg em comparagdo com PP. Com relagao a
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produgdo de IFN-y, foi observada frequéncia significativamente menor de células DN em todos
os grupos tratados em comparacdo com PP. Nao foram detectadas diferengas estatisticamente
significativas na producao das demais citocinas entre os grupos (Figura 21, primeira coluna).

Sob estimulo da proteina N, ndao foram observadas diferencas estatisticamente
significativas na produ¢do de nenhuma citocina ao comparar cada um dos grupos tratados ao
grupo PP (Figura 21, segunda coluna).

Mediante estimulo com a proteina S, os grupos que receberam SpiN-Tec 20 pg e SpiN-
Tec 60 pg apresentaram aumento significativo na producdo de IFN-y, TNF e na co-producao
de IFN-y'TNF" em comparagdo a PP. O grupo que recebeu SpiN-Tec 100 ug apresentou
aumento significativo apenas na produ¢do de IFN-y e TNF em comparagdo com PP. Nao foram
observadas diferencas estatisticamente significativas na producdo das demais citocinas entre os
grupos (Figura 21, terceira coluna).

Finalmente, o estimulo pela proteina SpiN induziu aumento significativo nas
frequéncias de células DN produtoras de IFN-y e de IFN-y"'TNF" (representa¢do na Figura 22,
a seguir) em todos os grupos tratados em comparac¢dao com PP. Nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas na produgdo das demais citocinas entre os grupos (Figura 21,

quarta coluna).
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Figura 22 — Imagem representativa das células DN multifuncionais. Células DN produtoras de IFN-y"TNF*,
organizadas por grupo e sob os 3 estimulos, em V28. Imagem representativa da co-expressdo de [IFN-y*"TNF* em
células DN no tempo = V28. O quadrante superior esquerdo representa as células positivas para a producdo de
IFN-y. O quadrante inferior direito representa as células positivas para a produgdo de TNF. O quadrante superior
direito representa as células multifuncionais, produtoras simultineas de IFN-y e TNF. E possivel perceber um
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aumento significativo de pontos representando células multifuncionais nos grupos que receberam tratamento em
comparacao com o grupo PP, especialmente sob estimulo da proteina SpiN. Fonte: elaborado pela autora, 2024.

4.4 Evolucao da producio de citocinas ao longo do tempo de observacao

Em seguida, foi avaliada a variagdo das citocinas produzidas e a robustez da resposta
especifica induzida pela administracao de vacina, ao longo do tempo, por grupo experimental.
Essa andlise tem o objetivo de identificar se houve alteragdo de perfil e se houve melhora
(aumento da robustez) da resposta no tempo V14 em comparagao ao tempo VO (idem para V28)

causada pela administragao das doses de reforgo.

4.4.1 Comparagdo da proporgdo de citocinas produzidas por grupo ao longo do tempo

A frequéncia acumulada da produ¢do de citocinas em cada grupo experimental foi
calculada para determinar se houve mudanga no perfil secretério ao longo dos 3 pontos do
periodo de observagdo. Vale destacar-se que citocinas que foram produzidas em proporgdes
muito menores que as demais podem ter a visualiza¢ao nas figuras distorcida e aparentar nao
estarem presentes, uma vez que ndo ha representacdo numérica da proporc¢ao de producgdo de

cada citocina.
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Figura 23 — Propor¢io de citocinas produzidas por células CD4" ao longo do tempo. Comparagdo da
propor¢do de células T CD4" produtoras de IL-2, IFN-y, TNF e IFN-y*"TNF*, por grupo, nos tempos V0, V14 ¢
V28. Cada citocina € representada por uma cor. O valor delta (A) equivale & frequéncia de células positivas para
um marcador na amostra ndo estimulada (background de sua expressdo basal) menos a frequéncia de células
positivas para este marcador sob determinado estimulo proteico. PP: n = 8; CoronaVac: n = 9; SpiN-Tec 20 pg: n
=7; SpiN-Tec 60 pg: n =7; SpiN-Tec 100 pg: n = 8. Fonte: elaborado pela autora, 2024.

Foi possivel observar producdo predominante de TNF pelas células T CD4" em todos
0s grupos experimentais, nos trés pontos do periodo de observagao, quando nao foi adicionado
nenhum estimulo ao cultivo celular (Figura 23, primeira linha). Sob estimulo da proteina N, ¢
possivel observar predominio de produgdo de IFN-y por todos os grupos antes da administragao
dos tratamentos. Apos a imunizagao com as doses de refor¢o, houve um aumento na produgdo
de TNF em todos os grupos. Em V14, todos os grupos que receberam SpiN-Tec passaram a

produzir mais TNF que o grupo que recebeu CoronaVac. Em V28, a produg¢ado de citocinas se
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estabilizou em um perfil semelhante entre todos os grupos, com produ¢do de IFN-y tendo
aproximadamente o dobro de produ¢do em comparagdo a TNF (Figura 23, segunda linha). Sob
estimulo da proteina S, a producdo predominante de IFN-y em VO diminuiu consideravelmente
em proporcdo em V14, especialmente para os grupos SpiN-Tec 20 e 100 pg. Em V28, a
produgdo de IFN-y e TNF se aproximou da equivaléncia em termos de propor¢do. Além disso,
destaca—se o aumento da multifuncionalidade em relagdo aos dois tempos anteriores,
especialmente nos grupos SpiN-Tec 60 e 100 pg (Figura 23, terceira linha). Por fim, o estimulo
da proteina SpiN induziu uma propor¢do maior de células IFN-y"TNF" em todos os grupos e
todos os tempos em comparagao com os demais estimulos. Em V28, a proporc¢ao de producao
de IFN-y diminui com o aumento da dose de SpiN-Tec associado ao aumento de células IFN-

Y"'TNF" e produtoras de TNF (Figura 23, quarta linha).

V14 V28
Iilllll .
!II! !!l .

Citocinas
IFN-y+
IFN-y+*TNF+
IL-2+

TNF+

Frequéncia relativa de producio de citocinas em células T CD8* por grupo
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Figura 24 — Proporgio de citocinas produzidas por células CD8" ao longo do tempo. Comparagdo da
proporgéo de células T CD8" produtoras de IL-2, IFN-y, TNF ¢ IFN-y*"TNF", por grupo, nos tempos V0, V14 ¢
V28. Cada citocina ¢ representada por uma cor. O valor delta (A) equivale a frequéncia de células positivas para
um marcador na amostra ndo estimulada (background de sua expressdo basal) menos a frequéncia de células
positivas para este marcador sob determinado estimulo proteico. PP: n = 8; CoronaVac: n =9; SpiN-Tec 20 ug: n
=7; SpiN-Tec 60 pg: n=7; SpiN-Tec 100 pg: n = 8. Fonte: elaborado pela autora, 2024.

Quando ndo foi adicionado nenhum estimulo ao cultivo celular, ¢ possivel observar um
predominio na produ¢do de TNF pelas células T CD8" em V0, em todos os grupos. Em V14,
detectou—se queda na produgdo de TNF, muito destacada para o grupo SpiN-Tec 100 pg. Em
V28, a frequéncia proporcional de producao das citocinas parece retornar ao perfil apresentado
em VO, exceto pelo grupo CoronaVac, que passou a produzir predominantemente IFN-y
(Figura 24, primeira linha). Sob estimulo da proteina N, ¢ possivel observar um predominio
evidente de células T CD8" produtoras de IFN-y durante todo o periodo de observacio (Figura
24, segunda linha). Sob estimulo da Spike, € possivel detectar predominio da produgdo de IFN-
vy em V0. Em V14, parece haver diminuigdo na propor¢do de células CD8" produzindo esta
citocina para todos os grupos. Em V28, os grupos CoronaVac e SpiN-Tec 20 pg apresentam a
mesma propor¢ao de producao de IFN-y e TNF. Os grupos SpiN-Tec 60 e 100 pg apresentam
maior proporcao de produgao de IFN-y, de maneira dose dependente (Figura 24, terceira linha).
Sob estimulo de SpiN, também foi observado predominio evidente de células T CD8"
produtoras de IFN-y durante todo o periodo de observacao, com leve aumento na proporg¢ao de
células produtoras de TNF em V28 em relacdo a VO nos grupos que receberam SpiN-Tec

(Figura 24, quarta linha).
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Figura 25 — Proporcio de citocinas produzidas por células DN ao longo do tempo. Comparagio da propor¢ao
de células T DN produtoras de IL-2, IFN-y, TNF e IFN-y*"TNF*, por grupo, nos tempos VO, V14 e V28. Cada
citocina ¢ representada por uma cor. O valor delta (A) equivale a frequéncia de células positivas para um marcador
na amostra ndo estimulada (background de sua expressdo basal) menos a frequéncia de células positivas para este
marcador sob determinado estimulo proteico. PP: n = 8; CoronaVac: n = 9; SpiN-Tec 20 pg: n = 7; SpiN-Tec 60
pg: n =7; SpiN-Tec 100 pg: n = 8. Fonte: elaborado pela autora, 2024.

Foi possivel observar que as células DN de todos os grupos foram progressivamente
assemelhando seu perfil de propor¢ao de produgdo de citocinas com o passar o tempo quando
ndo foi adicionado nenhum estimulo ao cultivo celular (Figura 25, primeira linha). Sob
estimulo da proteina N, foi possivel observar um predominio evidente de células DN produtoras
de IFN-y durante todo o periodo de observacao (Figura 25, segunda linha). Sob estimulo da
proteina S, o perfil de producao de citocinas em células DN ndo se alterou ao longo do tempo,

com equilibrio na proporc¢ao de secre¢do de IFN-y, TNF e células multifuncionais (Figura 25,



78

terceira linha). Sob estimulo de SpiN, foi possivel observar aumento progressivo na frequéncia
de células DN produtoras de IFN-y ao longo do tempo no grupo CoronaVac. No grupo que
recebeu SpiN-Tec 20 pg, detectou—se aumento na frequéncia de células produtoras de IFN-y
apenas entre os tempos V14 e V28. Nos grupos que receberam SpiN-Tec 60 ¢ 100 ug, foi
observada diminui¢@o na frequéncia de células produtoras de IFN-y ao longo do tempo (Figura

25, quarta linha).

4.4.2 Evolugdo da producio de IFN-y*TNF" ao longo do tempo, por grupo experimental

Para avaliar se houve melhora da resposta ao longo do tempo, foi comparada a
frequéncia de células co-produtoras de IFN-y"TNF" em V14 e V28 com a resposta antes da
administracdo do reforco, em cada grupo experimental, sob os diferentes estimulos. Ao fundo
de cada grafico, foi representada uma area sombreada em cinza claro, delimitada pelos valores
minimo e maximo de IFN-y"TNF' em PP, para uso como referéncia do perfil de resposta antes
da pandemia. A média de cada distribuicao de frequéncia ¢ marcada por um ponto preto. A

linha que liga os pontos de média permite visualizar a tendéncia geral de cada populagdo.
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Figura 26 — Expressido de CD4" IFN-y"TNF* por grupo, ao longo do periodo observacional. Média geométrica
das frequéncias de células CD4" co-expressando IFN-y"TNF* por grupo, nos 3 tempos de coleta de amostra ao
longo do periodo observacional do estudo, sob os 3 estimulos proteicos O valor delta (A) equivale a frequéncia de
células positivas para um marcador na amostra ndo estimulada (background de sua expressdo basal) menos a
frequéncia de células positivas para este marcador sob determinado estimulo proteico. As barras de erro
representam o intervalo de confianca de 95% para a média geométrica das frequéncias de produgdo da citocina
sob determinada combinagdo de condi¢des experimentais. A média geométrica é representada pela barra horizontal
contida em cada barra de erro. A tendéncia da média geométrica ao longo do tempo € representada pelas linhas
pretas que ligam as barras de média geomeétrica. A area sombreada de cinza ¢ delimitada pelos valores minimo e
maximo de frequéncia, em PP, para a respectiva citocina e condigdes experimentais. PP: n = 8; CoronaVac: n=9;
SpiN-Tec 20 pg: n = 7; SpiN-Tec 60 pg: n=7; SpiN-Tec 100 pg: n = 8 (para cada ponto de tempo representado).
Analise estatistica realizada por teste de Wilcoxon (grupo referéncia = V0). Fonte: elaborado pela autora, 2024.

A Figura 26 mostra que, dentro de cada grupo experimental, ndo foi detectada diferenca
estatisticamente significativa na média geométrica da frequéncia de células CD4" co-

expressando IFN-y e TNF entre os dias V14 e VO ou entre os dias V28 e V0, independentemente

de qual proteina tenha sido utilizada como estimulo.
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Figura 27 — Expressido de CD8"'IFN-y*'TNF* por grupo, ao longo do periodo observacional. Média geométrica
das frequéncias de células CD8" co-expressando IFN-y"TNF* por grupo, nos 3 tempos de coleta de amostra ao
longo do periodo observacional do estudo, sob os 3 estimulos proteicos. O valor delta (A) equivale a a frequéncia
de células positivas para um marcador na amostra ndo estimulada (background de sua expressdo basal) menos a
frequéncia de células positivas para este marcador sob determinado estimulo proteico. As barras de erro
representam o intervalo de confianga de 95% para a média geométrica das frequéncias de produgdo da citocina
sob determinada combinagdo de condigdes experimentais. A média geométrica € representada pela barra horizontal
contida em cada barra de erro. A tendéncia da média geométrica ao longo do tempo ¢ representada pelas linhas
pretas que ligam as barras de média geométrica. A area sombreada de cinza ¢ delimitada pelos valores minimo e
maximo de frequéncia, em PP, para a respectiva citocina e condigdes experimentais. PP: n = 8; CoronaVac: n=9;
SpiN-Tec 20 pg: n = 7; SpiN-Tec 60 pg: n=7; SpiN-Tec 100 pg: n = 8 (para cada ponto de tempo representado).
Analise estatistica realizada por teste de Wilcoxon (grupo referéncia = VO0). Fonte: elaborado pela autora, 2024.

A Figura 27 mostra que, dentro de cada grupo experimental, ndo foi detectada diferenca
estatisticamente significativa na média geométrica da frequéncia de células CD8" co-
expressando IFN-y e TNF entre os dias V14 e VO ou entre os dias V28 e V0, independentemente

de qual proteina tenha sido utilizada como estimulo.
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Figura 28 — Expressido de DN*IFN-y*TNF* por grupo, ao longo do periodo observacional. Média geométrica
das frequéncias de células DN co-expressando IFN-y*TNF* por grupo, nos 3 tempos de coleta de amostra ao longo
do periodo observacional do estudo, sob os 3 estimulos proteicos. O valor delta (A) equivale a a frequéncia de
células positivas para um marcador na amostra ndo estimulada (background de sua expressdo basal) menos a
frequéncia de células positivas para este marcador sob determinado estimulo proteico. As barras de erro
representam o intervalo de confianga de 95% para a média geométrica das frequéncias de produgdo da citocina
sob determinada combinagdo de condi¢des experimentais. A média geométrica ¢ representada pela barra horizontal
contida em cada barra de erro. A tendéncia da média geométrica ao longo do tempo ¢é representada pelas linhas
pretas que ligam as barras de média geométrica. A area sombreada de cinza ¢ delimitada pelos valores minimo e
maximo de frequéncia, em PP, para a respectiva citocina e condigdes experimentais. PP: n = §; CoronaVac: n=9;
SpiN-Tec 20 pg: n = 7; SpiN-Tec 60 pg: n=7; SpiN-Tec 100 pg: n = 8 (para cada ponto de tempo representado).
Analise estatistica realizada por teste de Wilcoxon (grupo referéncia = VO0). Significancia estatistica foi
determinada por *: p <0,05. Fonte: elaborado pela autora, 2024.

A primeira linha da Figura 28 aponta que, sob estimulo da proteina N, o grupo SpiN-
Tec 20 pg foi o Unico que apresentou diminuicdo significativa na média geométrica da
frequéncia de células DN co-expressando IFN-y e TNF entre os dias V14 e V0. Esta tendéncia
de queda parece ser mantida entre os dias V28 e V14, porém a diferenca ndo apresenta

significancia estatistica. Esta diminuigdo significativa pode se associar a linfopenia reportada
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em infec¢des virais, incluindo pelo SARS-CoV-2. Para os demais estimulos, dentro de cada
grupo experimental, ndo foi detectada diferenca estatisticamente significativa na média
geométrica da frequéncia de células multifuncionais entre os dias V14 e VO ou entre os dias

V28e V0.

4.5 Avaliacio das proteinas N, S e SpiN como estimulos imunes

Os resultados observados até aqui indicaram que a proteina SpiN pode ser um estimulo
antigénico mais potente que as proteinas N e S separadamente. Com o objetivo de testar a
proteina SpiN como estimulo para os diferentes regimes de tratamento delineados neste estudo
e comparar seu desempenho com o das proteinas N e S separadamente, foi avaliada frequéncia
média de células T especificas induzidas por cada proteina apos a administracdo de dose de

reforgo (tempos V14 e V28).
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Figura 29 — Comparagciio entre as proteinas N, S e SpiN como estimulo antigénico para células CD4" em
V14. Frequéncias de células CD4" produzindo as citocinas IL-2, IFN-y, TNF e IFN-y"TNF", por grupo tratado,
sob estimulo pelas proteinas N, S ou SpiN. O valor delta (A) equivale a frequéncia de células positivas para um
marcador na amostra ndo estimulada (background de sua expressdo basal) menos a frequéncia de células positivas
para este marcador sob determinado estimulo proteico. As caixas dos boxplots sdo delimitadas pelos percentis 25%
(Q1) e 75% (Q3). As linhas dentro das caixas denotam as medianas. Célculo para limite inferior: Q1 — 1,5 x (Q3
— Q1). Calculo para limite superior: Q3 + 1,5 x (Q3 — Q1). PP: n = 8; CoronaVac: n = 9; SpiN-Tec 20 ug: n=7;
SpiN-Tec 60 pg: n =7; SpiN-Tec 100 pg: n = 8. Analise estatistica realizada por teste de Kruskal-Wallis e teste
post hoc de comparagdes multiplas de Dunn com correcdo de Bonferroni. Significancia estatistica foi determinada
por *: p < 0,05. Fonte: elaborado pela autora, 2024.

No tempo V14, a proteina SpiN parece ser o antigeno capaz de induzir maior aumento
na produgdo de todas as citocinas por células CD4", sob todas as combinag¢des de condigdes

experimentais. Entretanto, foi detectada frequéncia significativamente maior de producao de
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células CD4" multifuncionais apenas no grupo que recebeu SpiN-Tec 20 pg sob estimulo de
SpiN em comparagdo com estimulo de N (Figura 29, segunda coluna), assim como na produgao
de IFN-y pelo grupo que recebeu SpiN-Tec 100 pg em comparagao com estimulo por S (Figura

27, quarta coluna).
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Figura 30 — Comparagciio entre as proteinas N, S e SpiN como estimulo antigénico para células CD4" em
V28. Frequéncias de células CD4" produzindo as citocinas IL-2, IFN-y, TNF e IFN-y"TNF", por grupo tratado,
sob estimulo pelas proteinas N, S ou SpiN. O valor delta (A) equivale & a frequéncia de células positivas para um
marcador na amostra ndo estimulada (background de sua expressdo basal) menos a frequéncia de células positivas
para este marcador sob determinado estimulo proteico. As caixas dos boxplots sdo delimitadas pelos percentis 25%
(Q1) e 75% (Q3). As linhas dentro das caixas denotam as medianas. Célculo para limite inferior: Q1 — 1,5 x (Q3
— Q1). Célculo para limite superior: Q3 + 1,5 x (Q3 — Q1). PP: n =8§; CoronaVac: n =9; SpiN-Tec 20 ug: n=7;
SpiN-Tec 60 pg: n =7; SpiN-Tec 100 pg: n = 8. Analise estatistica realizada por teste de Kruskal-Wallis e teste
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post hoc de comparagdes multiplas de Dunn com corre¢do de Bonferroni. Significancia estatistica foi determinada
por *: p <0,05; **: p<0,01. Fonte: elaborado pela autora, 2024.

No tempo V28, foi detectada frequéncia significativamente maior de células CD4"
produtoras de IL-2 nos grupos que receberam SpiN-Tec 60 pg e SpiN-Tec 100 pg, sob estimulo
de SpiN, em comparagao com estimulo de N e S e em comparacao somente com estimulo de S,
respectivamente., assim como na frequéncia de células CD4" produtoras de IFN-y no grupo que

recebeu SpiN-Tec 100 ug em comparagdao com estimulo por S (Figura 30, terceira e quarta

colunas).
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Figura 31 — Comparaciio entre as proteinas N, S e SpiN como estimulo antigénico para células CD8" em
V14. Frequéncias de células CD8" produzindo as citocinas IL-2, IFN-y, TNF e IFN-y"'TNF", por grupo tratado,
sob estimulo pelas proteinas N, S ou SpiN. O valor delta (A) equivale & a frequéncia de células positivas para um
marcador na amostra ndo estimulada (background de sua expressdo basal) menos a frequéncia de células positivas
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para este marcador sob determinado estimulo proteico. As caixas dos boxplots sdo delimitadas pelos percentis 25%
(Q1) e 75% (Q3). As linhas dentro das caixas denotam as medianas. Célculo para limite inferior: Q1 — 1,5 x (Q3
— Q1). Calculo para limite superior: Q3 + 1,5 x (Q3 — Q1). PP: n =8; CoronaVac: n =9; SpiN-Tec 20 ug: n=7;
SpiN-Tec 60 pg: n =7; SpiN-Tec 100 pg: n = 8. Analise estatistica realizada por teste de Kruskal-Wallis e teste
post hoc de comparagdes multiplas de Dunn com correcido de Bonferroni. Fonte: elaborado pela autora, 2024.

A Figura 31 mostra que, no tempo V14, nenhum dos estimulos foi capaz de induzir
diferenca estatisticamente significativa, dentro dos grupos, na frequéncia de células CD8"

produtoras de citocinas.
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Figura 32 — Comparagiio entre as proteinas N, S e SpiN como estimulo antigénico para células CD8" em
V28. Frequéncias de células CD8" produzindo as citocinas IL-2, IFN-y, TNF e IFN-y"TNF", por grupo tratado,
sob estimulo pelas proteinas N, S ou SpiN. O valor delta (A) equivale a a frequéncia de células positivas para um
marcador na amostra ndo estimulada (background de sua expressdo basal) menos a frequéncia de células positivas
para este marcador sob determinado estimulo proteico. As caixas dos boxplots sdo delimitadas pelos percentis 25%
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(Q1) e 75% (Q3). As linhas dentro das caixas denotam as medianas. Célculo para limite inferior: Q1 — 1,5 x (Q3
— Q1). Célculo para limite superior: Q3 + 1,5 x (Q3 — Q1). PP: n = §; CoronaVac: n = 9; SpiN-Tec 20 ug: n=7;
SpiN-Tec 60 pg: n =7; SpiN-Tec 100 pg: n = 8. Analise estatistica realizada por teste de Kruskal-Wallis e teste
post hoc de comparagdes multiplas de Dunn com correcdo de Bonferroni. Fonte: elaborado pela autora, 2024.

A Figura 32 mostra que, no tempo V28, nenhum dos estimulos foi capaz de induzir
diferenca estatisticamente significativa, dentro dos grupos, na frequéncia de células CD8"

produtoras de citocinas.
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Figura 33 — Comparacio entre as proteinas N, S e SpiN como estimulo antigénico para células DN em V14.
Frequéncias de células DN produzindo as citocinas IL-2, IFN-y, TNF e IFN-y"TNF*, por grupo tratado, sob
estimulo pelas proteinas N, S ou SpiN. O valor delta (A) equivale a a frequéncia de células positivas para um
marcador na amostra ndo estimulada (background de sua expressdo basal) menos a frequéncia de células positivas
para este marcador sob determinado estimulo proteico. As caixas dos boxplots sdo delimitadas pelos percentis 25%
(Q1) e 75% (Q3). As linhas dentro das caixas denotam as medianas. Calculo para limite inferior: Q1 — 1,5 x (Q3
— Q1). Calculo para limite superior: Q3 + 1,5 x (Q3 — Q1). PP: n =8; CoronaVac: n = 9; SpiN-Tec 20 ug: n=7;
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SpiN-Tec 60 pg: n =7; SpiN-Tec 100 pg: n = 8. Analise estatistica realizada por teste de Kruskal-Wallis e teste
post hoc de comparagdes multiplas de Dunn com corre¢do de Bonferroni. Significancia estatistica foi determinada
por *: p <0,05; **: p <0,01; ***: p < 0,001. Fonte: elaborado pela autora, 2024.

No tempo V14, a proteina S foi capaz de induzir frequéncia significativamente maior
de células DN produtoras de todas as citocinas, exceto por IL-2, nos grupos que receberam
CoronaVac, SpiN-Tec 20 ug e SpiN-Tec 60 pg em comparagdo com os demais estimulos

(Figura 33, primeira a terceira coluna).
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Figura 34 — Comparacéo de N, S e SpiN como estimulo antigénico para células DN em V28. Frequéncias de
células DN produzindo as citocinas IL-2, IFN-y, TNF e IFN-y*"TNF", por grupo tratado, sob estimulo pelas
proteinas N, S ou SpiN. O valor delta (A) equivale a a frequéncia de células positivas para um marcador na amostra
ndo estimulada (background de sua expressdo basal) menos a frequéncia de células positivas para este marcador
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sob determinado estimulo proteico. As caixas dos boxplots sdo delimitadas pelos percentis 25% (Q1) e 75% (Q3).
As linhas dentro das caixas denotam as medianas. Calculo para limite inferior: Q1 — 1,5 x (Q3 — Q1). Célculo para
limite superior: Q3 + 1,5 x (Q3 — Q1). PP: n = §; CoronaVac: n = 9; SpiN-Tec 20 pg: n = 7; SpiN-Tec 60 pg: n =
7; SpiN-Tec 100 pg: n = 8. Analise estatistica realizada por teste de Kruskal-Wallis e teste post hoc de
comparagdes multiplas de Dunn com corre¢do de Bonferroni. Significancia estatistica foi determinada por *: p <
0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001. Fonte: elaborado pela autora, 2024.

No tempo V28, a proteina S foi capaz de induzir frequéncia significativamente maior
de células DN produtoras de todas as citocinas, exceto por IL-2, em todos os grupos que
receberam tratamento em comparagdo com os demais estimulos (Figura 34, segunda a quarta

linha).

4.6 Avaliaciao das subpopulacoes de memoria celular

Para determinar os fenétipos das células T especificas induzidas pela administragao das
doses de refor¢o no ultimo ponto de coleta de amostras dentro do periodo de observagao, foi
avaliada a propor¢do de células CD4" e CD8" co-produtoras de IFN-y"TNF' em cada
compartimento de memoria, de acordo com a expressao de CD45R0O e CCR7. Cada painel que
constitui as Figuras 35 e 36 representa compartimento de memoria em que foram incluidas as
células multifuncionais dentro um grupo experimental especifico e sob determinado estimulo.
Sendo assim, para facilitar a identificacao de cada combinacao de caracteristicas experimentais
para cada ponto da analise, os painéis serdo designados doravante de acordo com sua posicao

[X, y], assumindo que as figuras sejam interpretadas como uma matriz de 5x3.
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Figura 35 — Localiza¢io das células CD4'TFN-y*'TNF* nas subpopulacdes de memoéria em V28. Imagem
representativa da localizac¢do, dentro das subpopula¢des de memoria, de células CD4" com co-expressdo de IFN-
v'TNF*. Representacdo mediante concatenagdo das amostras de todos os pacientes incluidos na analise estatistica
em cada grupo. Os eixos vermelhos dividem os painéis em quadrantes, de acordo com a expressdo de CD45RO e
de CCR7. O quadrante superior esquerdo (Q1) representa as células de EM, com fendtipo CD45RO'CCR7-. O
quadrante superior direito (Q2) representa as células de CM, com fendtipo CD45RO*CCR7*. O quadrante inferior
esquerdo (Q3) representa as células Eff, com fendtipo CD45RO CCR7". O quadrante inferior direito (Q4)
representa as células naive, de fendtipo CD45ROCCR7". As células CD4" multifuncionais sdo representadas
pelos pontos verdes. Fonte: elaborado pela autora, 2024.

No grupo PP, é possivel observar uma frequéncia muito baixa de células CD4" com co-
expressdo de IFN-y"TNF', sob todos os estimulos, localizadas predominantemente no
compartimento de CM (Figura 35, Q2 dos painéis [1,1], [1,2] e [1,3]). O compartimento que
concentra mais as células CD4" co-produtoras de IFN-y"TNF*, em todos os grupos tratados e
sob todos os estimulos, ¢ o compartimento de EM. Foi observado aumento significativo na
frequéncia destas células em todos os grupos em comparagdo com PP (Figura 35, Q1 dos
painéis [2,1], [3,1], [4,1] e [5,1] vs [1,1]). O segundo compartimento que mais concentra células
CD4" co-produtoras de IFN-y"'TNF", em todos os grupos tratados e sob todos os estimulos, é o
compartimento de CM. Sob estimulo de SpiN, todos os grupos que receberam SpiN-Tec
apresentam aumento significativo na frequéncia destas células em comparagao com PP (Figura
35, Q2 dos painéis [3,3], [3,4] e [3,5] vs [1,1]). Sob estimulo de SpiN, grupos que receberam
SpiN-Tec 20 e 60 pg apresentam, ainda, aumento significativo na frequéncia de células CD4"
co-produtoras de IFN-y"TNF" localizadas no compartimento de Eff em comparagdo com PP

(Figura 35, Q3 dos painéis [3.,4] e [3,5] vs [1,1]).
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Figura 36 — Localiza¢io das células CD8'IFN-y*'TNF* nas subpopulacdes de memoéria em V28. Imagem
representativa da localizagdo, dentro das subpopual¢des de memoria, de células CD8" com co-expressdo de IFN-
Y 'TNF". Representa¢do mediante concatenagéo das amostras de todos os pacientes incluidos na analise estatistica
em cada grupo. Os eixos vermelhos dividem os painéis em quadrantes, de acordo com a expressao de CD45RO e
de CCR7. O quadrante superior esquerdo (Q1) representa as células de EM, com fendtipo CD45RO*CCR7-. O
quadrante superior direito (Q2) representa as células de CM, com fen6tipo CD45RO"CCR7". O quadrante inferior
esquerdo (Q3) representa as células Eff, com fenotipo CD45ROCCR7". O quadrante inferior direito (Q4)
representa as células naive, de fendtipo CD45RO"CCR7". As células CD8" multifuncionais sdo representadas
pelos pontos verdes. Fonte: elaborado pela autora, 2024.

No grupo PP, é possivel observar uma frequéncia muito baixa de células CD8" com co-
expressdo de IFN-y"'TNF", sob todos os estimulos, localizadas, em ordem decrescente de
predominancia, nos compartimentos Eff, EM e CM, respectivamente (Figura 36, painéis [1,1],
[1,2] e [1,3]). Sob estimulo da proteina N, todos os grupos tratados apresentam ordem
decrescente de predominincia de células CD8" co-produtoras de IFN-y"TNF" nos
compartimentos EM, Eff e CM, respectivamente (Figura 36, Q2 dos painéis [2,1], [3,1] e [4,1]
vs [1,1]). Sob estimulo das proteinas S e SpiN, todos os grupos tratados exceto SpiN-Tec 20 pg
apresentam ordem decrescente de predominancia de células CD8" co-produtoras de IFN-
y"TNF " nos compartimentos Eff, EM e CM, respectivamente (Figura 36, Q3 dos painéis [2,2],
[4,2] e [5,2] vs [1,2] € Q3 dos painéis [2,3], [4,3] € [5,3] vs [1,3]). J& o grupo SpiN-Tec 20 pg,
em comparagao com PP, apresentou aumento significativo na frequéncia dessas células em EM
sob estimulo de S e em Eff sob estimulo de SpiN (Figura 36, Q2 do painel [3,2] vs [1,2] ¢ Q3
do painel [3,3] vs [1,3]). As versdes das Figuras 35 e 36 contendo a estatistica estdo disponiveis

nos ANEXOS A e B.
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5 DISCUSSAO

O presente trabalho avaliou a resposta imune celular induzida pela administracao da
vacina recombinante SpiN-Tec MCTI UFMG como candidata a dose de reforco no regime de
vacinagdo heter6loga contra a COVID-19. Para isso, foram empregados marcadores de
ativacdo de superficie celular de células T, de produgdo de citocinas e marcadores de
compartimentos de memoria imune, cuja expressao combinada permite determinar os fenotipos
e frequéncias das populagdes celulares induzidas apds a imunizacdo com o produto
investigacional, assim como comparar seu desempenho com o desempenho do comparador
ativo.

Como pano de fundo para essa discussao, ¢ importante relembrar o contexto
imunoldégico em que se encontra a populagdo de estudo em dois pontos no tempo: para as
amostras coletadas no periodo que antecede a pandemia (amostras de pacientes saudaveis,
coletadas para um estudo anterior com o tema Dengue, negativas para anticorpos contra a
proteina NS1, incluidas aqui em um grupo chamado de PP ou Pré-Pandémico), podemos
afirmar que os individuos sdo naive para as proteinas do SARS-CoV-2 e ndo havia influéncia
destas sobre os marcadores de referéncia; no periodo em que se deu o inicio do estudo,
virtualmente toda a populagdo ja foi exposta direta ou indiretamente aos antigenos do virus,
seja através da infec¢@o ou da vacinagdo. Portanto, neste panorama investigacional, as amostras
PP foram empregadas como grupo controle ndo exposto e esperava—se que os PBMCs desses
participantes ndo apresentassem resposta adaptativa quando estimulados pelas proteinas N, S e
SpiN. Em contraste, ja se esperava detectar resposta imune especifica prévia em todas as
amostras dos participantes do ensaio clinico (adquirida pelo regime primario de imunizagdo +
uma dose de reforco).

Nossas andlises relativas ao tempo zero, anterior a administragao das doses de reforgo,
apontam que a adicao dos estimulos proteicos N, S e SpiN induziu a ativacdo e expansao de
células T CD4" e CD8" especificas (Figuras 8 ¢ 9), validando nossa metodologia para a
avalia¢do do candidato vacinal. Houve aumento da frequéncia de células CD4" expressando
todos os marcadores de ativagao mediante estimulo de SpiN, que ndo causou a mesma resposta
nas células CD8". No entanto, era esperado que as amostras de participantes do estudo,
sabidamente imunes, apresentassem frequéncias mais altas de expressdao dos marcadores de
ativagdo em comparagdo ao grupo PP, que estaria, teoricamente, montando uma resposta
primaria contra as proteinas do SARS-CoV-2. Entretanto, alguns dos resultados nao

confirmaram esse pressuposto — como a frequéncia de células CD4 e CDS expressando CD69,
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que foi maior no grupo PP sob estimulo da proteina S — e podem ser indicativos de reagao
cruzada de células T induzidas, por exemplo, contra os coronavirus endémicos que causam
infecgdes respiratorias sazonalmente. Estas células T CD4" ¢ CD8" ativadas responderam ao
estimulo pela producao de citocinas (Figuras 11 ¢ 12). Em comparag¢ao com os resultados do
grupo PP, células T CD4" e CD8" apresentaram aumento estatisticamente significativo na
producdo de IFN-y e na co-producdo de IFN-y e TNF na presenga do estimulo por SpiN, o que
ndo foi verificado na producao isolada de TNF. A literatura aponta inimeros casos de
individuos considerados naive para a infeccdo pelo SARS-CoV-2 que apresentam resposta de
células T CD4" e CD8" em cultura de PBMC sob estimulo da proteina S, indicativo de resposta
cruzada de células que reconhecem outros coronavirus endémicos que causam infecg¢des das
vias aéreas sazonalmente (GUERRERA et al., 2021; MARINGER et al., 2022; NELDE et al.,
2021; PAINTER et al., 2021), corroborando com nossos achados.

Os marcadores de ativagdo CD69, CDI134, CD137 e CD154 sdo frequentemente
empregados na deteccao de células T especificas para determinado antigeno, pois passam por
regulacdo positiva apds o estimulo do TCR e sdo localizados na superficie celular (LEMIEUX
et al., 2024; LIECHTI; ROEDERER, 2019). CD69 ¢ o marcador mais amplamente usado em
amostras de sangue periférico, apresenta expressao rapida e permite aumentar a especificidade
da deteccao de células produtoras de citocinas apos estimulo em cultura, que podem representar
uma fracdo muito pequena de células T. CD137 ¢ uma molécula co-estimulatoria, que melhora
a sinalizagdo da ativacdo de células T (CD4" e CD8"). CD154 ¢é positivamente regulado em
células T CD4" e também ¢ expresso rapidamente apOs a ativagdo do linfocito (LIECHTT;
ROEDERER, 2019). CD134 ¢ uma molécula de ativacao de expressdo tardia e o tempo 6timo
de estimulagdo para sua expressdo em cultura de PBMC ¢ de 24 horas (LEMIEUX et al., 2024).

Diferentes combinacdes destes marcadores sdo frequentemente empregadas na deteccao
da ativacdo especifica de células T e foram muito usadas na pandemia da COVID-19 para
avaliar a resposta imune celular as vacinas contra o SARS-CoV-2. As combinagdes mais
frequentes sdo CD69 e CD154 para detec¢do de células T CD4" ativadas (CAI et al., 2023;
GAO et al.,, 2022; GUERRERA et al., 2021) e CD69 e 137 para detecgdo de células T CD8"
ativadas (COSTA et al., 2022; GAO et al., 2022; GUERRERA et al., 2021; LIU, Yihao et al.,
2022; TARKE et al., 2022). Klemis et al. (2021), Schmidt et al. (2021) e Swanson et al. (2021)
determinaram ativagdo das células T pela expressao de CD69 associada a producao de IFN-y,
TNF e IL-2 — vale destacar que CD69 ¢ uma molécula pouco especifica. Costa et al. (2022),
Yihao Liu et al. (2022) e Tarke et al. (2022) definiram a ativagdo de células CD4" pelo fendtipo

CD134"CD137"— 0 emprego deste par de marcadores, em um ensaio que também inclua CD69,
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inutilizaria o par CD69"137" como co-expressio associado a células CD8". Painter et al. (2021)
definiram a ativacdo de células T CD4" pelo fenotipo CD200°CD154". Para as células CD8", a
ativagdo seria definida pela co-expressao de CD137 e IFN-y, mas esta estratégia se mostrou
subdtima dados os altos niveis basais de expressao destas moléculas, que foi associada a
reatividade cruzada com coronavirus sazonais (corroborando, inclusive, com nossos achados).
Por fim, a ativacao foi definida pela co-expressdo de pelo menos 4 destes marcadores: CD200,
CD154, CD137, CD107a e IFN-y. Ewer et al. (2021), Keeton et al. (2022), Maringer et al.
(2022), Oberhardt et al. (2021), Reinscheid et al. (2022) e Sahin et al. (2020), por sua vez, ndo
empregaram marcadores de ativagdo e se basearam apenas na producdo de citocina como
evidéncia de ativagdo especifica de células T. A integracao dos quatro marcadores, empregada
neste trabalho e avaliada por Lemiuex et al. (2024) permite melhorar a sensibilidade da detec¢ao
de linfocitos ativados. A redundancia da co-expressao de mais de dois marcadores aumenta o
sinal das células positivas sem aumentar o background de fluorescéncia pré adi¢do de estimulo
celular em comparagdo com os pares de marcadores. Além disso, € Gtil em ensaios que buscam
medir a ativagdo e expressao de marcadores que podem ser diferencialmente expressos em
determinadas subpopulagdes de células T, como ensaios clinicos que avaliam vacinas e usam
amostras de sangue periférico (LEMIEUX et al., 2024). A discussdo dos resultados do presente
estudo, daqui para a frente, serdo focados na resposta efetora de células T, com énfase na
producdo de citocinas em resposta a administracdo das doses de refor¢o vacinal.

Nossos resultados confirmam que a vacina SpiN-Tec MCTI UFMG ¢ capaz de induzir
resposta especifica de células T contra as proteinas N ¢ S do SARS-CoV-2. Os participantes
que receberam SpiN-Tec como dose de reforco produziram resposta especifica funcional de
células T, com maior robustez de resposta de células CD4" (Figura 14 e 15) do que de células
CD8" (Figura 17 ¢ 18). Este achado vai de encontro com varios estudos que avaliam a resposta
celular induzida pelas vacinas AZD1222 e BNT162b2 em carater de imunizagdo primaria
(EWER et al., 2021; GUERRERA et al., 2021; KEETON et al., 2022) ou como doses de refor¢o
(MARINGER et al., 2022; SCHMIDT et al. 2021), como foi aqui empregada a SpiN-Tec MCTI
UFMG. Schmidt et al. (2021), entretanto, detectaram que a imunizagdo primaria com AZD1222
e reforgada por uma vacina de mRNA induziu ativagdo levemente superior de células CD8" do
que CD4". Para os regimes de vacina¢do homologa, foi vista maior robustez de células CD4™.
Oberhardt et al. (2021) também obtiveram resultados diferentes ao avaliar a vacinagdo primaria,
desta vez com BNT162b2. Nesta coorte, foi detectada ativacdo elevada de células T CD8",

enquanto a detecgdo de células T CD4" s6 foi possivel apds enriquecimento de MCH de classe
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IT baseada em tetramero. Costa et al. (2022) avaliaram a imunidade induzida pela vacinag¢ao
primaria por CoronaVac e ndo detectaram resposta significativa de células CD8" em culturas
de PBMC dos vacinados estimuladas por um pool de peptideos desenvolvidos a partir das
proteinas estruturais do SARS-CoV-2.

Em relagdo a avaliacdo da producdo de citocinas apds administracdo de SpiN-Tec MCTI
UFMG ou CoronaVac, a administragdo de qualquer dose de refor¢o induziu frequéncias
semelhantes de células T CD4" produtoras de IFN-y ¢ TNF. Uma maior propor¢do de células T
CD4" responderam ao estimulo da proteina N com produgdo de IFN-y em comparagdo as
demais citocinas, enquanto a proteina S induziu propor¢des similares de células produtoras de
TNF e IFN-y em todos os grupos tratados (Figura 23). A co-expressdo de IFN-y"TNF' em
células T CD4" estimuladas com as proteinas N, S e SpiN se mostrou significativamente
superior em todos os grupos tratados em comparag¢do com a mesma populacao celular no grupo
PP. Este padrao foi observado para todos os estimulos (Figura 15), mostrando ser o melhor
marcador para o efeito da administragdo de uma dose de reforco neste estudo.

A maior parte dos estudos que exploraram a resposta celular induzida pela vacinagao
contra 0 SARS-CoV-2 teve foco na inducdo de células T especificas contra a proteina S, visto
que € o antigeno presente nas vacinas de mRNA e vetor viral. Swanson et al. (2021), em estudo
clinico envolvendo a vacina AZD1222, observaram a produgdo de citocinas por células T CD4"
especificas para a proteina S, na ordem hierarquica de frequéncia de producdo de TNF, seguida
de IL-2 e IFN-y, além de grau elevado de multifuncionalidade. Guerrera et al. (2021), em estudo
sobre vacinagdo primaria com BNT162b2, detectaram produgdo de IFN-y, TNF e IL-2 por
células T CD4" especificas para a proteina S, com elevado grau de multifuncionalidade e o
fenotipo IFN-y IL-2" induzido em 99% dos individuos apos 2 semanas da imunizagdo. Cai et
al. (2023) trouxeram uma abordagem interessante em seu trabalho. O grupo avaliou a resposta
de pacientes com COVID-19 depois da imunizagdao primaria com vacinas de mRNA ou de
vetor viral (ndo especificadas no estudo). A resposta de células T CD4" produtoras de citocinas
foi avaliada de acordo com a especificidade contra a proteina N ou S do SARS-CoV-2. A
resposta especifica de células CD4" contra a proteina S mobilizou predominantemente TNF e
apresentou grau elevadissimo de multifuncionalidade, com maior propor¢ao do fendtipo IFN-
Y 'TNFIL-2", seguido de IL-2"TNF" (CAl et al., 2023). A resposta especifica contra a proteina
N se manifestou com menor robustez de producao de citocinas, pouca mobilizacdo de IFN-y e
com predominio do fenotipo IL-2"TNF" e seguido dos fenotipos IFN-y 'TNFIL-2", apenas
IL-2" e apenas TNF" em frequéncias similares (CAI et al., 2023). Maringer et al. (2022)

compararam a expressao de IFN-y e TNF em individuos que receberam duas doses de vacinas
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de mRNA (mRNA-1273 e BNT162b2), duas doses de AZD1222, 1 dose de Ad26.COV2.S ou
1 dose de AZD1222 + 1 dose de vacina de mRNA. Para todos os regimes vacinais, foi observada
a seguinte predominancia na frequéncia de produc¢io de citocinas por células T CD4": TNF" >
IFN-y"TNF" > IFN-y" (MARINGER et al.,, 2022). Destaca—se que duas doses de vacinas de
mRNA obtiveram melhor resultado que a vacinagdo heter6loga sob estas condigdes. A
variedade de respostas de células T CD4" especificas produzidas apds a vacinagdo contra o
SARS-CoV-2 parece estar associada ao perfil e tamanho de cada populagdo de estudo e a
plataforma vacinal explorada. O fator comum observado em todos os casos ¢ a inducdo de
multifuncionalidade de células T CD4", aumentada pela administragdo de reforgo
(especialmente heterdlogo), corroborando nossos achados para a SpiN-Tec MCTI UFMG.

Apds a imunizacdo com SpiN-Tec MCTI UFMG ou com CoronaVac, foi possivel
detectar a formacao de memoria celular, que praticamente ndo estava presente no grupo PP. Os
individuos que participaram do ensaio clinico tiveram concentracdo predominante de células
CD4'TFN-y"'TNF" no compartimento de Memoria Efetora (EM). Todos os grupos tratados
apresentaram aumento significativo na frequéncia de células multifuncionais de fenotipo
CD45RO"CCR7 (EM) em comparagédo ao grupo PP. Este foi mais um padrdo observado para
todos os estimulos. O segundo compartimento de memoria com maior frequéncia de células
CD4" multifuncionais foi CM (CD45RO"CCR7") em todos os grupos tratados (Figura 35).
Apenas Guerrera et al. (2021) encontraram resultados similares apds administracdo de
BNT162b2, com predominancia do compartimento EM, seguido de CM. Entretanto, a dose de
refor¢o nao provocou diferenga significativa no tamanho de cada compartimento, diferente da
expansdo de EM que observamos no nosso estudo. Nos demais estudos analisados, a
imuniza¢ao com duas doses da vacina de virus inativado BBIBP—CorV (LIU, Yihao et al.,
2022), de CoronaVac (COSTA et al., 2022) ou de BNT162b2 (GAO et al., 2022) também
induziu producao de memoria celular, com predominancia do compartimento CM, seguido de
EM. Painter et al. (2021) também observaram predominio do compartimento CM, seguido de
EM, mas o estudo ndo especifica qual vacina de mRNA os pacientes receberam.

Retomando o topico da populagdo de células T CD8", a administragdo do reforgo de
SpiN-Tec MCTI UFMG ou CoronaVac também induziu produg¢ao de citocinas mediante adi¢do
de estimulo pelas proteinas N, S e SpiN, apesar da frequéncia ter sido consideravelmente
inferior em comparagdo com as células CD4". Na comparagio entre os grupos experimentais,
foi detectada diferenca significativa em relacdo ao PP somente na frequéncia de células
CD8'TNF" para os grupos CoronaVac e SpiN-Tec 20 pg quando estimulados pela proteina S

(Figura 18). A maioria absoluta de células T CD8", em todos os grupos tratados, responderam
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ao estimulo da proteina N com producdo de IFN-y em comparagdo as demais citocinas, com
propor¢ao minima de producdo de TNF. J4 a proteina S induziu propor¢des mais equilibradas
de células IFN-y" e de células TNF", assim como um aumento na propor¢do de células IFN-
v"TNF" em todos os grupos tratados, exceto por SpiN-Tec 100 pg. Este ultimo grupo apresentou
aproximadamente 2/3 de células CD8" produtoras apenas de IFN-y e diminuigdo das células
IFN-y"TNF" ao longo do tempo (Figura 24). Por fim, ndo foi observada diferenga na produgédo
de nenhuma citocina na comparagao das proteinas N, S ¢ SpiN como estimulo proteico. Este
comportamento foi observado dentro de todos os grupos tratados (Figura 31 e 32). No estudo
de Schmidt et al. (2021) a resposta de células T CD8" especificas contra a proteina S, em
diferentes regimes vacinais foi mediada por IFN-y, TNF e IL-2. Analisando pacientes que
receberam vacinagao primaria com AZD1222 e refor¢o com vacina de mRNA, pacientes que
receberam regime homologo de reforco com AZD1222 e pacientes que receberam regime
homologo de vacina de mRNA, detectou—se um fenotipo IFN—y " TNF" predominante entre os
trés grupos, além de todos terem apresentado a co-expressdo de IFN—y"TNF'IL-2". Swanson
et al. (2021) detectaram que maioria das células T CD8" especificas contra a proteina S
induzidas ap0s a vacinagdo com AZD1222 era produtora predominantemente de IFN—y (isolada
ou em co-expressdo), seguido de maior propor¢ao de producao de TNF e IL-2. A observagao
de respostas de multiplas citocinas enfatiza que a administragdo do refor¢o vacinal aumenta ndo
s0 a qualidade da resposta celular como também a quantidade. Oberhardt et al. (2021) e
Reinscheid et al. (2022) conduziram estudos muito similares para a avaliagdo da resposta de
células CTLs apds imunizagdo primaria com BNT162b2. Ambos os trabalhos detectaram que
a administracdo de doses de reforco de vacinas de mRNA induz um aumento transitorio na
frequéncia de células T CD8" de fungdo efetora, que ¢ revertido em alguns meses. Observou—
se a expansio rapida e robusta de células CD8" especificas contra a proteina S, com predominio
de fenotipo IFN-y'TNF" e citotoxicidade rapida, mediada por granzima B e perforina. A
capacidade de expansdo e resposta desta populagdo, confirmada pela frequéncia de células
produtoras de citocinas e expressdao de CD107a como marcador de degranulacdao, se manteve
estavel depois do refor¢o vacinal, seja a terceira ou quarta dose homologa. Este seria um
indicativo de que o pool de células CD8" de memoria efetora ja é eficientemente estimulado
com a vacinagdo primaria e que as doses de refor¢o atuam na manutengdo da resposta a longo
prazo.

A imunizacao com SpiN-Tec MCTI UFMG ou com CoronaVac induziu formacao
significativa de memoria celular nas células CD8", praticamente indetectaveis no grupo PP. Sob

estimulo da proteina N, as células CD8" multifuncionais de todos os grupos tratados
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apresentaram maior frequéncia de fendtipo de EM (CD45RO"CCR7"), seguido do fenotipo de
Eff (CD45RO CCR7) e, por fim, CM (CD45RO"CCR7"). Entretanto, sob estimulo da proteina
S, o grupo SpiN-Tec 20 ug teve comportamento excepcional mais uma vez, enquanto os demais
grupos apresentando uma maior frequéncia do fenotipo de Eff, seguido de EM e CM (Figura
36). Estes achados podem ser indicativos da ocorréncia de apresentacao cruzada dos antigenos
advindos da proteina S, induzindo a especializagdo das células T em fungdes citotoxicas fora
do linfonodo e sem o fendtipo de memoria. Guerrera et al. (2021) descreveram mudangas na
programacio funcional das células T CD8" de memoria especificas contra a proteina S ao longo
do tempo. Antes da administracdo da segunda dose de BNT162b2, detectava—se um predominio
de células com fenotipo de EM, seguido de Eff e baixissima ocorréncia de CM. Apds 14 dias
da aplicagdo do refor¢o, foi observado aumento na frequéncia de células de fenétipo EM e CM,
associadas a uma queda na frequéncia de células Eff. Na marca de 6 meses apds a imunizagao
com a primeira dose, foi detectada frequéncia superior de Eff em comparacdo com EM e um
aumento consideravel de CM. A vacinagdo primaria é necessaria para produzir um pool de
células de memoria, com aumento progressivo na especializacdo da funcdo efetora. Em
contraste, Gao et al. (2022) reportaram resultados similares aos resultados reportados aqui apos
a vacinagao com BNT162b2. Foi observada inducao de células T CD8+ especificas contra a
proteina S com frequéncia predominante do fenodtipo Eff, seguido de EM e CM. Yihao Liu et
al. (2022) detectaram o mesmo padrido de fendtipo de memoria para células CD8™ especificas
contra a proteina S, sendo o compartimento de Eff predominante e o compartimento de EM
equivalente a aproximadamente 1/4 do total das células T CD8" de memoria.

A administracao de SpiN-Tec MCTI UFMQG, assim como de CoronaVac, ndo provocou
diferengas significativas ao longo do tempo na robustez da resposta de células T CD4" (Figura
26) ou de células CD8" (Figura 27). A robustez foi ilustrada pela frequéncia de células T CD4"
ou CD8" produtoras de IFNy"TNF*, que nio apresentou aumento significativo nos dias V14 e
V28 em comparagao com o observado em V0. Este mesmo comportamento de manutengao sem
melhora da resposta de células T CD4" foi observado por outros grupos, como Cai et al. (2023).
Maringer et al. (2022) apontam que a frequéncia e intensidade da resposta das células T ndo foi
melhorada apds a administragcdo de doses de refor¢o, mas também ndo sofreu uma queda tao
demarcada quanto os titulos de anticorpos. Reinscheid et al. (2022) apontam que uma resposta
especifica competente ¢ duradoura de células T CD8" ja era detectavel apds administracdo da
segunda dose de BNT1626b2 e que esta resposta ndo foi “tremendamente” afetada apos a dose
se reforco homologa. Na mesma linha, outros trabalhos mostram que a frequéncia de células T

CDS8" permaneceu constante com a administragdo da terceira (OBERHARDT et al., 2021) e
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quarta doses (REINSCHIEID et al., 2022) de refor¢o homoélogo de BNT162b2 e que o pool de
precursores de memoria estavel ja foi induzido pela vacinagdo primdria. Nestes casos, a
memoria celular ja foi ativada e refor¢ada o suficiente anteriormente para chegar no seu teto de
resposta. Novas imunizagdes a partir deste ponto serviriam apenas para renovar o desafio e
manter a memoria celular em estado de prontidao para responder a uma nova exposi¢ao.

Uma das inovacgdes demonstradas neste estudo foi a proteina SpiN como estimulo
antigénico em potencial. Na comparagao entre os tempos V28 e PP, sob estimulo de SpiN, foi
detectado aumento significativo na frequéncia de células T CD4" (Figura 15) e CD8" (Figura
18) produtoras de IFN-y isoladamente em todos os grupos experimentais, de células CD4 1L~
2" em todos os grupos que receberam SpiN-Tec MCTI UFMG (Figura 15), de células
CDS8'TFN-y'TNF" nos grupos SpiN-Tec 20 pg e SpiN-Tec 60 ug e de células CD8'IL-2" no
grupo SpiN-Tec 20 pg (Figura 18). Além disso, em comparacdo com o padrdo anterior a
pandemia, o estimulo de SpiN induziu frequéncia significativamente maior de células
CD4'TFN-y'TNF" no compartimento de CM para todos os grupos que receberam SpiN-Tec
(Figura 35) e frequéncia significativamente maior de células no compartimento de Eff nos
grupos que receberam as 2 doses mais baixas de SpiN-Tec (Figura 35). Efetivamente, pudemos
observar que a proteina SpiN foi um estimulo superior as proteinas N e S separadamente na
inducdo da producdo de IL-2, TNF e IFN-y"TNF" por células T CD4" (Figura 30, terceira e
quarta colunas).

A avaliagio fenotipica e funcional das populagdes CD4" e CD8" abordada até este ponto
decorre da apresentacdo classica de antigenos peptidicos pelas proteinas do complexo de
histocompatibilidade principal (MHC), uma vez que “as respostas imunes inatas contra virus
aumentam a expressdo das moléculas do MHC que apresentam antigenos virais para as células
T especificas para virus” e “CD4 e o CDS8 sdo expressos em subpopulagdes distintas de
linfécitos T maduros e participam, junto aos receptores de antigenos, no reconhecimento do
antigeno” (ABBAS, 2017, p. 276-279). Apesar de este paradigma de resposta imune ser o mais
comum no contexto de resposta de células T, a literatura descreve vias alternativas de
apresentagdo de antigenos para células T niio convencionais (GODFREY et al.,, 2015), como
os linfécitos duplo—negativos (CD3'CD4 CD8") detectados neste estudo e ainda pouco
explorados nos trabalhos acerca da imunologia das vacinas contra a COVID-19 (ODAK et al.,
2020).

Os receptores de células T sdo compostos por 2 cadeias polipeptidicas, que apresentam
elevado grau de poliimorfismo. Cada cadeia ¢ constituida por uma regido variavel, uma regiao

constante ¢ um segmento de dobradiga, onde se encontra um residuo de cisteina. As cadeias
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estdo ligadas covalentemente por uma a ponte dissulfeto entre as moléculas de cisteina,
localizadas na por¢ao extracelular do receptor. A regido hidrofébica transmembrana se associa
nao covalentemente aos demais componentes do complexo TCR: as proteinas CD3 e as cadeias
C, que sao envolvidas na transdugdo de sinais para o interior da célula (ABBAS, 2017, p. 328;
MURPHY et al., 2008, p. 123—-124).

Em adultos, a maioria das células apresenta o par de cadeias a e 3, enquanto o par de
cadeias y e 0 possui propriedades de reconhecimento de antigeno diferentes e ¢ menos frequente
(ABBAS, 2017, p. 328). Os genes que codificam as cadeias a, 3, y € 0 se organizam no mesmo
locus do gene do MCH e, depois de passarem por recombinagdes aleatorias, geram uma
diversidade de complexos TCR capazes de reconhecer peptideos de virtualmente qualquer
patégeno (GODFREY et al., 2015). Em geral, células T que expressam TCRaf} estdo envolvidos
na resposta adaptativa e as que expressam TCRyd participam tanto da imunidade inata quanto
da adaptativa, atuando, inclusive, como ponte entre estas etapas (GODFREY et al, 2015),
considerando—se que as respostas antivirais ocorrem em duas camadas: a resposta efetora rapida
de células natural killer (NK) inatas, células NKT (descritas a seguir) e linfocitos T CD8" visa
evitar que a doenga prossiga para uma fase grave, enquanto os linfocitos T CD4" auxiliares sdo
preparados para reprogramar células B no sentido da formagdo de anticorpos neutralizantes
especificos, conferindo imunidade humoral e celular duradoura (ODAK et al., 2020).

Durante a apresentagdo classica de antigenos, o TCR reconhece e se liga ndo so6 ao
antigeno peptidico, mas também a molécula de MHC que o carrega. Essa ligacdo ¢ chamada de
restricdo ao MHC, pois “um receptor de célula T ndo € especifico somente para um peptideo
antigénico estranho, mas para uma combinagdo Unica entre um peptideo e uma determinada
molécula do MHC” (MURPHY et al., 2008, p. 112, grifo do autor). Na apresenta¢do classica
de antigenos, os correceptores CD4 e CD8 reconhecem regides nao polimorficas do complexo
MHC-antigeno. CD4 ¢ uma proteina de cadeia Uinica que interage com a molécula de MHC de
classe II. CD8 ¢ formada por duas cadeias ligadas por ponte dissulfeto que interagem com a

molécula de MCH de classe I (ABBAS, 2017, p. 334-335).

O processamento antigénico consiste na conversao de proteinas nativas em peptideos
MHC-associados. O processo consiste na introdugdo de antigenos proteicos exdgenos
em vesiculas de APCs ou na sintese de antigenos no citosol, seguida da degradagio
proteolitica destas proteinas em peptideos, ligacdo dos peptideos a moléculas do MHC
e exibig¢do dos complexos peptideo-MHC na superficie da APC, para reconhecimento
pelas células T (ABBAS, 2017, p. 339-340).

Na via do MHC de classe I, os antigenos proteicos sao degradados pelo proteassomo, gerando
pequenos fragmentos peptidicos. Ja na via do MHC de classe II, os antigenos sdo internalizados

em endossomos, onde sdo clivados por enzimas nos lisossomos e endossomos tardios. Os
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produtos das clivagens sdo associados as suas respectivas moléculas de MHC e o complexo
MHC-peptideo ¢ apresentado na superficie celular: todas as células nucleadas podem expressar
MHC de classe I e as células apresentadoras de antigenos (APC), como macrofagos e células
dendriticas, sdo os principais tipos celulares que expressam MHC de classe 11 (ABBAS, 2017,
p. 339).

Em contraste, células T ndo convencionais, também chamadas de células nao restritas
ao MHC, reconhecem antigenos apresentados por outras moléculas e possuem fungdes imunes
inatas e adaptativas (GODFREY et al., 2015), que serdo discutidas a seguir. Especificamente,
células T duplo—negativas (DN) possuem fendtipo positivo para CD3, n3o possuem
correceptores CD4 ou CD8 em sua superficie, podem expressar TCRa} ou TCRyd e ndo
expressam marcadores de células natural killer ou NK (MURPHY et al., 2008, p. 211; WU et
al., 2022). Células T ndo convencionais representam uma pequena subpopula¢do de
aproximadamente 3-5% dos linfocitos T no sangue periférico. Nos tecidos periféricos, se
comportam como células residentes de memoria pré—ativadas, marcadas pela expressdo de
CD44, CDl1a e CD103 (WU et al, 2022). Possuem resposta rapida a patdogenos (ja reportada
em infecgdes virais causadas pelo Influenza A, dengue, entre outros) e sua fungdo efetora
(mediada por FasL, perforina—granzima e IFN-y) ¢ desencadeada apos algumas horas apds
exposicao ao antigeno, em contraste com o periodo de dias ou semanas necessario para células
T restritas ao MHC montarem resposta primaria (GODFREY et al., 2015; LO PRESTI et al.,
2022).

Figura 37 — Comparacio entre a resposta de células T restritas ao MHC e células T nido convencionais.
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Figura 37 — Comparacio entre a resposta de células T restritas ao MHC e células T nio convencionais. O
grafico ilustra a dindmica de ativacdo de linfocitos convencionais € ndo convencionais. A cinética de uma reacao
imune primaria estd representada a esquerda e uma reacao imune adaptativa, baseada em células de memoria, esta
representada a direita. O eixo y do grafico representa o numero de populagdes antigeno-especificas de células T
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ao longo do eixo y, que representa o tempo antes e depois da resposta contra o antigeno em questdo. Fonte:
adaptado de GODFREY et al. (2015).

Existem trés tipos principais de linfocitos T ndo convencionais.

As células T invariantes associadas a mucosa (MAIT) apresentam TCR de cadeia a
invariante e representam entre 1-5% das células T no sangue periférico humano. Sdo
predominantemente negativas para CD4 e CDS8 e reconhecem antigenos apresentados pela
molécula do MHC tipo I MR1 (LO PRESTI et al., 2022; ORUMAA; DUNE, 2021). Também
sdo tipicamente ativadas por citocinas e tém papel importante na resposta imune contra virus,
especialmente nos tecidos inflamados e de mucosa, promovendo a ponte entre imunidade inata
e adaptativa (GODFREY et al., 2015). Evidéncias apontam que as células MAIT também
apresentam reducdo em pacientes com quadros graves de COVID-19 (FLAMENT et al.,, 2021;
JOUAN et al., 2020; ODAK et al., 2020). ODAK et al. (2020) observaram que a queda na
contagem dessas células ndo ocorre em pacientes com quadros classificados como moderados.
Pacientes moderados que apresentaram niveis similares de células T nao convencionais ao
grupo controle de pacientes saudaveis, em contraste aos pacientes acometidos com COVID-19
de maior gravidade. Jouan et al. (2020) publicaram um estudo que compara a resposta imune
de pacientes com quadros graves de COVID-19, pacientes recebendo ventilagdo mecanica nao
relacionada a COVID e individuos saudéaveis. Flament et al. (2021) compararam a resposta de
individuos saudaveis com duas coortes de pacientes com COVID-19, provenientes de uma
unidade de doencas infecciosas e de uma unidade de cuidados intensivos. Parrot et al. (2020)
compararam a resposta de pacientes com COVID-19 grave, moderada e pacientes saudaveis.
Em todos os estudos, pacientes com COVID—-19 grave apresentaram maior ativac¢ao das células
MAIT (e NKT), demonstrada pela expressao de CD69 em sua superficie. Jouan et al. (2020)
apontaram que, para individuos que receberam alta apds 15 dias com melhora no quadro, as
células MAIT (e NKT) apresentavam maior expressao de CD69 no momento da internagdo,
fator positivamente correlacionado com menores niveis de hipoxia. Para Parrot et al. (2020), a
avaliacdo do progndstico apontou associacao positiva entre casos de Obito e a expressao de
CD69 em células MAIT em uma coortes, porém este resultado ndo foi observado na segunda
coorte, em que a média de células MAIT expressando CD69 foi ligeiramente superior em
pacientes que sobreviveram. Ao avaliar o intervalo entre manifestacdo de sintomas e coleta da
amostra, a segunda coorte teve coletadas significativamente mais tardia que a primeira,
sugerindo que niveis mais altos de ativag¢ao de células MAIT no inicio da doenga podem estar

associados a um desfecho clinico. A producdo de IFN-y por células MAIT (e NKT) nado
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demonstrou correlacdo com a evolugdo clinica positiva dos pacientes segundo Jouan et al.
(2020). Em contraste, os titulos de IFN-y, IL-2 e granzima B foram proporcionalmente
associados a gravidade do quadro no estudo de Flament et al. (2021). Provine et al. (2021)
avaliaram o papel das células MAIT na imunogenicidade de vacinas de vetor viral, com base
em sua capacidade de amplificar a resposta imune em infec¢gdes por influenza. Utilizando
PBMC s de voluntarios, eles compararam os adenovirus Ad5 e ChAdOx1 (usados nas vacinas
Jansen e AstraZeneca). O ChAdOx]1 induziu maior ativagdo de células MAIT (CD69, granzima
B e IFN-y) do que o Ad5 (PROVINE ef al,, 2021). Em camundongos, o ChAdOx1 também
aumentou a expressdo de CD69 e granzima B (PROVINE et al., 2021). Dados de voluntérios
humanos imunizados com o vetor ChAdOx1 demonstraram correlagdo entre o aumento de
CD69 em células MAIT e os niveis séricos de IFN-y (PROVINE et al., 2021). Sequenciamento
de RNA mostrou ativagao de sinalizacao intracelular de IFN tipo I e IL-1, IL-12 e IL-2
(PROVINE et al., 2021). A ativacdo das células MAIT foi dependente de IFN—a e IL—18, mas
independente de TCR, e envolveu mondcitos produtores de TNF e IL-18 (PROVINE et al,,
2021). O estudo concluiu que as células MAIT detectam e respondem ao contexto imune criado
pelos vetores adenovirais, integrando—se a resposta adaptativa.

As células T natural killer (NKT) carregam propriedades de células Tafy convencionais
e reagem a antigenos (lipidicos e glicolipidicos) apresentados pela molécula do MHC tipo I ndo
classica CD1d, expressa em células apresentadoras de antigeno (GODFREY et al., 2015). Essa
populagdo possui dois subtipos, sendo o mais prevalente o tipo I. Células NKT tipo I ou células
INKT, expressam TCRa invariante, predominantemente Va24a18 em humanos (LO PRESTI
et al., 2022; ORUMAA; DUNE, 2021). Podem regular positivamente sua expressao de CD154
e, em conjunto com a expressao de citocinas, potencializa a ativacao de células apresentadoras
de antigenos. Subsequentemente, a apresentacdo de antigenos via MHC para células T e B ¢
aumentada (GODFREY et al, 2015). A literatura aponta que estas células tém atuacao
importante na supressao de infec¢des virais, com fungdes variadas de promogao e supressao da
resposta imune (HACKSTEIN; KLENERMAN, 2022; LO PRESTI et al, 2022; ORUMAA;
DUNE, 2021). Jouan et al. (2020) e Odak et al. (2020) demonstraram que pacientes com
quadros graves de COVID-19 apresentam linfopenia, sendo as células NKT uma das
populagdes significativamente reduzidas em comparagdo com individuos controle saudaveis.
Nestes pacientes, foi observada uma diminui¢do da produgdo de IFN-y e aumento de IL—-17
pelas células NKT e foi demonstrada uma ligacdo entre a ativagdo destas e a severidade da

doenga (LO PRESTI et al., 2022).
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As células Tyd apresentam TCR composto por uma cadeia y e uma cadeia 9, sendo V9l,
V62 e V33 as principais subpopulagdes presentes em humanos. Representam entre 0.5-16% do
total de células CD3" em varios tecidos e aproximadamente 4% no sangue periférico, onde
domina a subpopulagao V32, geralmente pareada com a cadeia Vy9 (ORUMAA; DUNE, 2021;
TERZOLI et al., 2024). Nao tém reconhecimento de antigeno limitada por MHC, por isso,
reconhecem tipos variados de antigenos, como proteinas e lipideos, assim como moléculas
fosforiladas (VON MASSOW et al, 2021). Em pacientes com COVID-19 grave, as
subpopulagdes de células Tyd mostram mudangas distintas, com expansdo de algumas
populagdes, como Vo2+, e diminuicdo na frequéncia de outras (JOUAN et al, 2022;
ORUMAA; DUNE, 2021; VON MASSOW et al., 2021). Flament et al. (2021) e Odak et al.
(2020) apontaram queda na populacdo de células Tyd em pacientes com COVID-19 sob
cuidados intensivos, com maior expressao de CD69 em comparacio com individuos saudéveis.
Os pacientes que chegaram a 6bito apresentaram, ainda, maior expressao de IL—10 nesta
populacao celular (FLAMENT et al., 2021). Odak et al. (2020) definem o fenotipo das células
Tyd de acordo com a expressdo dos marcadores CD45RA e CDO62L e detectaram maior
contagem absoluta e frequéncia de células circulantes com fenotipo naive (CD45RATCD62L")
e efeito proporcional inverso nas células com fenétipo efetor (CD45RACD62L"), possivel
indicativo de recrutamento de células efetoras para os orgdos periféricos. Células Tyo
apresentam plasticidade funcional (incluindo produgao de citocinas como IFN-y, TNF, IL-6 e
IL-17 e citotoxicidade mediada por perforina e granzimas) e estdo envolvidas no reparo e
regeneragao de tecidos, ainda que o mecanismo especifico nao esteja bem elucidado (JOUAN
et al., 2022; ODAK et al., 2020; ORUMAA; DUNE, 2021; VON MASSOW et al., 2021).

O presente estudo demonstrou a ocorréncia de uma vasta populacao de células DN que,
apos a adicdo de estimulo pelas proteinas N, S e SpiN, sdo ativadas. Esta populacdo esta
presente nas amostras nao estimuladas, apontando ser independente de estimulo. A resposta
especifica contra estas proteinas, antes da administracdo de qualquer refor¢o vacinal, foi
demonstrada pelo aumento na frequéncia de expressdo dos marcadores de ativagio CD69,
CD137 e CD154 (Figura 10) e producao de IFN-y e TNF (Figura 12). Destaca—se que, na
presenca da proteina N, a expressdo de CD69 nas células DN ¢ significativamente maior que
no grupo PP e a resposta ¢ predominantemente mediada pela producao de IFN-y (Figura 25).
Jana presenca da proteina S, a expressdo de CD137, IFN-y* ¢ IFN-y"TNF" ¢ significativamente
maior e a produ¢do dos marcadores ¢ equilibrada, com altissimo grau de multifuncionalidade
(Figura 25). As células DN apresentam, ainda, expressdo maior de IFN-y" ¢ IFN-y"TNF" na

presenca da proteina SpiN. Quando comparados com o grupo PP, todos os grupos imunizados
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com o produto investigacional apresentaram aumento significativo na produc¢do de IFN-y, TNF
e IFN-y"TNF" por células DN, o que ndo ocorreu no grupo CoronaVac. Entretanto, neste
mesmo cenario, o estimulo da proteina SpiN ¢ capaz de induzir aumento na producao de IFN-
v e IFN-y"TNF" em todos os grupos que receberam refor¢o (Figura 21). Com o estimulo de
SpiN, houve predominio de producao de IFN-y nos grupos CoronaVac e SpiN-Tec 20 pg e
equilibrio entre a propor¢ao de células T produtoras de IFN-y e TNF isoladamente nos demais
grupos (Figura 25). A proteina Spike demonstrou ser um estimulo fortissimo para essas células,
superior as proteinas N e S isoladamente, especialmente para os grupos que receberam reforgo
de SpiN-Tec 20 e 60 ug e CoronaVac (Figuras 33 ¢ 34). Esta observacao pode ser explicada
pelo mecanismo de produgdo das proteinas empregadas: enquanto as proteinas N e SpiN sao
expressas em sistema procarioto, a proteina Spike € expressa em células HEK e, portanto, passa
por modificagdes pds-traducionais que incluem a glicosilagdo. A glicosilacdo de uma proteina
tem implicagdes de mudangas em sua estrutura tridimensional e, portanto, altera sua
estabilidade — podendo protege-la de degradagdo proteolitica — e sua interagdo com demais
moléculas, incluindo as cadeias de TCR e moléculas de MHC (REF).

As células T DN que identificamos podem, teoricamente, se encaixar em qualquer
categoria de células T ndo convencionais descritas na acima. Hackstein e Klenerman (2022)
apontam que o emprego de adjuvantes em vacinas de virus inativados ou baseados em proteinas
recombinantes induz atividade de células MAIT via sinalizagdo de TLR. Além disso, estas
células, assim como células iNKT e células Tyd, sdo capazes de atuar como células auxiliares,
produtoras de citocinas envolvidas na ativacao de células B e producao de anticorpos. Células
MAIT podem, ainda, ativar diretamente células B pela ligacdo de CD154 e CD40 (GODFREY
et al, 2015). Boulouis et al. (2022) avaliaram a resposta de voluntdrios saudaveis e
imunocomprometidos que receberam duas doses da vacina BNT162b2. Enquanto individuos
saudaveis apresentaram aumento progressivo da resposta especifica de células CD4" contra a
proteina Spike, a frequéncia de células MAIT permaneceu constante entre todos os voluntarios
vacinados, incluindo individuos saudaveis e imunocomprometidos. O tamanho da populagao
de células MAIT apresentou correlagdo positiva com a resposta de células CD4" e com os titulos
de anticorpos anti—Spike ap6s a vacina¢do em individuos saudéveis. Estes achados apresentam
concordancia com a hipotese de que células MAIT auxiliam no estabelecimento da resposta
imune adaptativa, como apontaram Provine et al. (2021) e Hackstein e Klenerman et al. (2022).
Entretanto, a ativacdo de células MAIT (medida pela expressdao de CD69) antes e depois da
vacinagdo com BNT162b2 apresentou correlacdo negativa com a resposta especifica de células

T apos a vacinacao. Células MAIT estimuladas por IL—-12 e IL—18 apresentaram aumento da
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expressdao de CD69, granzima B e IFN-y e foi detectada alguma expressao de TNF e CD107a,
mas este padrao ndo foi alterado pela vacinagdo em nenhum dos pontos de observagdo. Estes
resultados apontam para uma tendéncia maior das células MAIT em desempenhar atividades
citotoxicas do que auxiliares na modulacao de resposta das células B (BOULOUIS et al., 2022).

Chambers et al. (2024), por sua vez, avaliaram a resposta de células T a peptideos do
SARS-CoV-2 em pacientes gravidas que receberam até trés doses das vacinas de mRNA da
Moderna e/ou da Pfizer/BioNTec. Durante a analise, ao delinear as células positivas para CD3
como auxiliares CD4" ou citotoxicas CD8", foram detectadas numerosas células DN
(CD3*"CD4 CD8") especificas para a proteina Spike do SARS-CoV-2 com TCR maduro em 17
das 19 participantes gravidas, assim como homens ¢ mulheres do grupo controle de pacientes
saudaveis (CHAMBERS et al., 2024). Neste trabalho, ¢ sugerida uma possivel fungdo
citotoxica para as células DN, uma vez que respondem ao estimulo por anticorpos anti—
CD3/CD28 com a expressao de CDI137 e CD69, marcadores utilizados pelo grupo para
identificar células CTL, o que vai de encontro com os nossos resultados (CHAMBERS et al.,
2024). Os autores questionam qual seria a especificidade dessas células DN, pois os epitopos
reconhecidos por elas podem ser diferentes daqueles reconhecidos pelas células T citotdxicas
classicas, de modo que a resposta dessa populacao pode ser especifica ou ndo para a proteina
Spike. Dado que os pacientes receberam vacinas que contém codificacdo apenas para a proteina
Spike, trago aqui a reflexdo de que, caso fosse verificado que as células DN ndo sdo Spike—
especificas, poderiamos ter um indicio de ativacdo mediada por moléculas ndo peptidicas, o
que limita os possiveis fenotipos para a populacao.

Retomando a discussao sobre os sistemas de producdo das proteinas N, S e SpiN no
presente estudo, o comportamento impressionante das células DN mediante estimulo por Spike
poderia, também, ser fruto de ativagdo mediada por epitopos associados a sua glicosilagdo. A
molécula CD1d, responsavel pela apresentacao de antigenos para células NKT, nao apresenta
peptideos para o TCRal3, mas sim lipidios ou glicolipidios, ao passo que cadeias de agucares
mais longas podem induzir respostas de células Tyd (RUDD et al., 2001). Por exemplo, a
glicosilacdo de aminodcidos proximos aos sitios de clivagem proteolitica pode bloquear a
protedlise, o que, por sua vez, impede a formagdo de peptideos ou glicopeptideos para
apresentacao ao MHC de classe I ou II (RUDD et al., 2001). A presenca de glicanos maiores ja
demonstrou resultar em perda do reconhecimento restrito por MHC células T especificas para
glicopeptideos, e, consequentemente, uma tendéncia para induzir células Tyd que reconhecem
o antigeno glicosilado independentemente de este estar ligado a superficie das células

apresentadoras de antigenos (APC) via ao MHC ou por uma cauda lipidica (RUDD et al., 2001).
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Neste cenario, uma ativagdo de células DN tio destacada especificamente sob estimulo da
proteina Spike pode refor¢ar um possivel caminho alternativo de apresentacdo de antigeno,
independente de MHC, aumentando a amplitude da resposta imune.

Terzoli et al. (2024) avaliaram a resposta de células Tyo apos duas doses da vacina
BNT162b2. Anélises de sequenciamento de RNA apontaram que a vacinagdo induz ativacao e
expansdo de células T V52, promovendo a maturagdo de sua fung¢do e desenvolvimento de
memoria (TERZOLI et al., 2024). Mudangas no perfil transcricional destas células ao longo do
tempo revelaram uma populacio de células de CM, marcada pela expressdao dos genes IL7R,
TCF7, EOMES (associados a formacgdao e manuten¢do de células T de memoria) e CXCR3,
evoluindo para um perfil de células altamente diferenciadas (marcadas pela expressao de CD56
e CD16) produtoras de citocinas e quimiocinas relacionadas a resposta efetora (IFNG, CCL3,
CCLA4L2) e moléculas citotdxicas (GZMB, GZMH, PFR1, GNLY). Além disso, a segunda dose
da vacina melhorou a resposta das células T V382 em termos de resposta efetora e proliferagao
(TERZOLI et al., 2024). Genes que regulam a resposta efetora (IFNG, TNF e XCL2)
aumentaram apoés a primeira dose da vacina e atingiram o pico apos a segunda dose (TERZOLI
et al., 2024). Mudangas semelhantes foram observadas para os genes associados a memoria
que, além disso, resultaram em um fendtipo de memoria mais duravel detectado em células
V62T ao longo de 3 meses apos a vacinagdo. Nossas células DN apresentaram dois fendtipos
predominantes: CD45RO'CCR7, que seria equivalente a células de memoria efetora, e
CD45RO CCR77, que seria equivalente a células terminalmente diferenciadas, também
efetoras. Em associagdo com a producdao de IFN-y e TNF, nossos resultados poderiam ser
compativeis, também, com os achados de Terzoli et al.

Entretanto, uma caracteriza¢do mais aprofundada destas células ainda ¢ necessaria para
determinar melhor seu fenotipo e avaliar sua funcdo efetora e, possivelmente, de memoria. Isso
pode ser alcangado pela inclusdo de alguns anticorpos no painel de citometria de fluxo, como o
ligante MR 1-5-OP-RU marcado por fluorescéncia, anti-TCRaf}, anti—perforina, anti—grazima

B e anti-CD107a.
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho investigou a resposta imune multifuncional induzida pela vacina
SpiN-Tec MCTI UFMG como refor¢o no regime de vacinagao heteréloga contra a COVID-19.
Por meio de imunofenotipagem das amostras de PBMC dos participantes, realizada por
citometria de fluxo, foi possivel demonstrar que a vacina ativou e potencializou
significativamente a resposta multifuncional especifica das células T CD4" ¢ CD8" contra as
proteinas do SARS-CoV-2. A resposta induzida pelo produto investigacional foi mediada por
uma producao robusta das citocinas IFN-y, TNF e IL-2, caracteristicas de uma forte resposta de
perfil Tnl. Esta resposta foi mantida durante todo o periodo observacional do estudo e foi
verificada em todos os participantes até o dia V28. Além disso, SpiN-Tec promoveu a expansao
de células T de memoria central e efetoras, de maneira comparavel ou superior ao comparador
ativo, CoronaVac. A proteina SpiN, antigeno presente na vacina, demonstrou ser um estimulo
mais potente em induzir a produgdo de citocinas em células T CD4" em comparagdo com as
proteinas N e S separadamente. Ademais, foi identificado uma subpopulacdo pronunciada de
células T duplamente negativas (CD3"CD4 CDS8"), que também foi ativado pelos antigenos do
SARS-CoV-2 e respondeu com producao das citocinas mencionadas anteriormente, indicando
possiveis fungdes efetoras. A melhor compreensdo do fendtipo e funcionalidade desta
populagdo € necessario para explorar mais um potencial mecanismo de defesa induzido pela

SpiN-Tec.
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ANEXO A — Localizag¢io das células CD4 TFN-y " TNF " nas subpopoula¢gdes de memoria em
V28 incluindo andlise estatistica.
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Imagem representativa da localiza¢do, dentro das subpopulagdes de memoria, de células CD4" com co-expressao
de IFN-y*TNF"*. Representa¢do mediante concatenagdo das amostras de todos os pacientes incluidos na analise
estatistica em cada grupo. Os eixos vermelhos dividem os painéis em quadrantes, de acordo com a expressao de
CD45RO e de CCR7. O quadrante superior esquerdo (Q1) representa as células de EM, com fenotipo
CD45RO"CCR7". O quadrante superior direito (Q2) representa as células de CM, com feno6tipo CD45RO*CCR7™.
O quadrante inferior esquerdo (Q3) representa as células Eff, com fen6tipo CD45ROCCR7". O quadrante inferior
direito (Q4) representa as células naive, de fendtipo CD45ROCCR7*. As células CD4" multifuncionais sdo
representadas pelos pontos verdes. Analise estatistica realizada por teste de Kruskal-Wallis e teste post hoc de
comparagdes multiplas de Dunn com corre¢do de Bonferroni. Significancia estatistica foi determinada por *: p <
0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001. Fonte: elaborado pela autora, 2024.
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ANEXO B - Localizagdo das células CD8 IFN-y "TNF" nas subpopoula¢des de memoria em
V28 incluindo analise estatistica.
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Imagem representativa da localiza¢do, dentro das subpopulagdes de memoria, de células CD8" com co-expressdo
de IFN-y"TNF". Representagdo mediante concatenagdo das amostras de todos os pacientes incluidos na andlise
estatistica em cada grupo. Os eixos vermelhos dividem os painéis em quadrantes, de acordo com a expressdo de
CD45RO e de CCR7. O quadrante superior esquerdo (Q1) representa as células de EM, com fenotipo
CD45RO*CCR7". O quadrante superior direito (Q2) representa as células de CM, com fen6tipo CD45RO*CCR7".
O quadrante inferior esquerdo (Q3) representa as células Eff, com fen6tipo CD45RO CCR7". O quadrante inferior
direito (Q4) representa as células naive, de fenotipo CD45ROCCR7". As células CD4" multifuncionais sdo
representadas pelos pontos verdes. Analise estatistica realizada por teste de Kruskal-Wallis e teste post hoc de
comparagdes multiplas de Dunn com corre¢do de Bonferroni. Significancia estatistica foi determinada por *: p <
0,05; ***: p <0,001. Fonte: elaborado pela autora, 2024.



