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RESUMO

AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE UM ANO POS-VACINACAO COM
CORONAVAC EM IDOSOS E PROFISSIONAIS EM INSTITUICOES DE LONGA
PERMANENCIA. JOYCE THAYANE DA CONCEICAO DOS SANTOS, SAO
CRISTOVAO, 2024

Os grupos de risco como idosos e individuos com comorbidades estdo associados as
formas mais graves e maior taxa de mortalidade da COVID-19. Institutos de pesquisa
em todo o mundo concentraram esforcos no desenvolvimento de vacinas para
controlar a pandemia, visando estabelecer memoéria imunolégica contra o SARS-CoV-
2 (sindrome aguda respiratéria severa do coronavirus-2), e reduzir casos graves da
doenca. Este estudo teve como objetivo avaliar a imunidade humoral e celular em
idosos e profissionais de instituicdes de longa permanéncia em Sergipe, um ano apos
a vacinacao contra a COVID-19. A imunidade humoral foi avaliada empregando o
imunoensaio de fluorescéncia para quantificacdo dos anticorpos anti-SARS-CoV-2
IgG e IgM totais e IgG neutralizantes (nAb). A imunidade celular foi avaliada
empregando imunofenotipagem por citometria de fluxo, utilizando o citdmetro Attune
NXT e o software FlowJo. A estratégia de analise foi a caracterizacéo fenotipica e
funcional das populacbes de linfécitos T CD4+ e CD8+, naive e de memoria
(CD45RA/CCRY7), e dos linfocitos NK (CD69). Foram avaliados 175 individuos, sendo
139 idosos e 36 profissionais. A maioria foi do sexo feminino (64%), com idade
variando de 60 a 102 anos entre o idosos (M=79,4) e de 26 a 50 anos (M=42) (p
<0,00001). Observou-se que a positividade dos testes de anticorpos neutralizantes
anti-SARS-CoV-2 foi semelhante em ambos os grupos, 98,5% no grupo idoso e 100%
no grupo profissional (p=0,1306), demonstrando resposta robusta ao virus SARS-
CoV-2. Os anticorpos IgM foram detectados em 35% dos idosos e 22% dos
profissionais, enquanto os anticorpos IgG foram detectados em 85% dos idosos e
94,4% dos profissionais. Na analise longitudinal 90 dias (D90) e 360 (D360) dias ap6s
a vacinacdo, observou-se que a presenca de nAb foi maior no D360 com 100% em
ambos 0s grupos, e apenas 63% dos idosos e 65,2% dos profissionais no D90. Os
anticorpos IgG foram detectados em 77% (D90) e 90% (D360) dos idosos, e 87 e
100% dos profissionais respectivamente (p=0,0371 e 0,0035), sugerindo efeito
benéfico da dose de reforco na vacinagdo. A imunidade celular foi avaliada em 19
individuos, 12 idosos com idade variando de 65 a 89 anos (M=77), e sete profissionais
com idades de 24 a 59 anos (M=40). Foi demonstrado aumento na expressao dos
linfécitos T CD4+ nos idosos em comparagcdo aos profissionais, sendo o fenétipo
Efector Memory com maior expressao nos idosos. Entre os linfécitos T CD8+, o
fenétipo naive apresentou reducdo na expressdo no grupo de idosos. A andlise dos
linfécitos natural killer (NK) evidenciou aumento na expressdo de linfécitos NK
ativados nos idosos. Em concluséo, ndo houve diferenga na resposta imune humoral
entre idosos e profissionais, sugerindo eficacia da vacinacdo independentemente da
idade. Além disso, a analise celular revelou que os idosos apresentaram maior
expresséo de linfocitos T CD4+, especialmente os de memaria efetora, e linfécitos NK
ativados. Estes resultados contribuem para a compreenséo da resposta imunologica,
no desenvolvimento de estratégias de vacinagdo para proteger a populacdo das
formas mais graves da COVID-19, especialmente os grupos mais vulneraveis.

PALAVRAS-CHAVE: SARS-CoV-2, vacinas, idosos, COVID-19.



ABSTRACT

EVALUATION OF THE IMMUNE RESPONSE ONE YEAR AFTER VACCINATION
WITH CORONAVAC IN THE ELDERLY AND PROFESSIONALS IN LONG-STAY
INSTITUTIONS. JOYCE THAYANE DA CONCECAO DOS SANTOS, SAO
CRISTOVAO, 2024

Risk groups such as the elderly and individuals with comorbidities are associated with
the most severe forms and higher mortality rates of coronavirus disease (COVID-19).
Research institutes around the world have focused efforts on the development of
vaccines to control the pandemic, aiming to establish immunological memory against
SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome from coronavirus-2), and reduce
severe cases of the disease. This study aimed to evaluate humoral and cellular
immunity in elderly people and professionals from long-term care facilities in Sergipe,
one year after vaccination against COVID-19. Humoral immunity was assessed using
fluorescence immunoassay to quantify total anti-SARS-CoV-2 IgG and IgM antibodies
and neutralizing 1gG (nAb). Cellular immunity was assessed using flow cytometry
immunophenotyping, using the Attune NXT cytometer and FlowJo software.The
analysis strategy was the phenotypic and functional characterization of populations of
CD4+ and CD8+ T lymphocytes, naive and memory (CD45RA/CCR7), and NK
lymphocytes (CD69). 175 individuals were evaluated, 139 of whom were elderly and
36 that were professionals. The majority were female (64%), with ages ranging from
60 to 102 years old (M=79.4) and from 26 to 50 years old (M=42) (p <0.00001). It was
observed that the average anti-SARS-CoV-2 neutralizing antibody tests were similar
in both groups, 98.5% in the elderly group and 100% in the professional group
(p=0.1306), demonstrating a strong response to the virus SARS-CoV-2. IgM antibodies
were detected in 35% of elderly people and 22% of professionals, while IgG antibodies
were detected in 85% of elderly people and 94.4% of professionals.In the longitudinal
analysis 90 days (D90) and 360 (D360) days after vaccination, it was observed that
the presence of nAb was higher on D360 with 100% in both groups, and only 63% of
the elderly and 65.2% of the professionals on the D90. IgG antibodies were detected
in 77% (D90) and 90% (D360) of the elderly, and 87 and 100% of professionals
respectively (p=0.0371 and 0.0035), suggesting a beneficial effect of the booster dose
in vaccination. Cellular immunity was assessed in 19 individuals, 12 elderly people
aged between 65 and 89 years (M=77), and seven professionals aged between 24 and
59 years (M=40). An increase in the expression of CD4+ T lymphocytes was
demonstrated in the elderly compared to professionals, with the Effector Memory
phenotype being more pronounced in the elderly. Among CD8+ T lymphocytes, the
naive phenotype showed reduced expression in the elderly group. Analysis of natural
killer (NK) lymphocytes showed an increase in the expression of activated NK
lymphocytes in the elderly. In conclusion, there was no difference in the humoral
immune response between the elderly and professionals, suggesting the effectiveness
of vaccination regardless of age. Furthermore, cellular analysis revealed that the



elderly had a higher expression of CD4+ T lymphocytes, especially effector memory
lymphocytes, and activated NK lymphocytes. These results contribute to the
understanding of the immune response, in the development of vaccination strategies
to protect the population from the most serious forms of COVID-19, especially the most
vulnerable groups.

KEYWORDS: SARS-CoV-2, vaccines, elderly people, COVID-19.
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1 INTRODUCAO

ACOVID-19 é uma doencga causada pelo coronavirus SARS-CoV-2 identificada
no final de 2019 em Wuhan, na China. A infecgao provocou surtos e, devido a sua
rapida disseminagédo em todo o mundo, em marg¢o de 2020, a Organizagao Mundial
da Saude (OMS) declarou a COVID-19 uma pandemia. Em maio de 2023, a OMS
declarou o fim da COVID-19 como uma emergéncia de saude publica, com
aproximadamente 765 milhdes de casos e mais de 7 milhdes de mortes (Huang et al.,
2020; ONU, 2023).

Inicialmente acreditava-se que o virus poderia ser menos patogénico que o
SARS-CoV (Sindrome Aguda Respiratéria Severa do Coronavirus) e o MERS-CoV
(Sindrome Respiratéria do Oriente Médio). No entanto, logo observou-se que sua
patogenicidade superava seus antecessores e 0 SARS-CoV-2 rapidamente se tornou

uma emergéncia internacional de saude publica (Li et al., 2023).

Os coronavirus sao virus de RNA envelopados pertencentes a familia
Coronaviridae, possuem um genoma de RNA extenso, com cerca de 26 a 32
quilobases. O SARS-CoV-2 possui RNA de cadeia simples e é constituido por quatro
proteinas estruturais principais: a proteina do nucleocapsideo (N), a proteina
transmembranar (M), a proteina de envelope (E) e a proteina Spike (S) que tem duas
subunidades - a S1 e a S2, sendo que a subunidade S1 possui 0 dominio de ligagao
ao receptor (RBD) responsavel pela ligagao do virus a célula hospedeira (Zhen et al.,
2020; Bai et al., 2021).

O virus é transmitido por meio de contato com goticulas ou superficies
contaminadas. Ele entra no hospedeiro pelas vias respiratérias, onde esta presente a
enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2). Essa enzima é responsavel por auxiliar
na regulacdo da pressdo sanguinea e € encontrada em diversos 6rgéos do trato
respiratorio, renal e digestivo. Isso explica o tropismo viral do SARS-CoV-2 pelo
pulmao, rins e intestino delgado, uma vez que ele utiliza a ECA2 como receptor para
adentrar a célula hospedeira. Quando a proteina S se acopla a ECA2, ela é ativada
pela enzima serina protease transmembranar 2 (TMPRSS2), permitindo que o virus
entre na célula e libere o RNA presente em seu interior na célula hospedeira (Hao et
al., 2022; Lamers; Haagmans, 2022).
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Quando o virus entra no hospedeiro, desencadeia a resposta imune inata e
adaptativa. Na resposta imunoldgica inata, a principal forma de bloqueio das infecgdes
virais se da através da indugao da expressao dos interferons do tipo | (IFNs tipo 1), e
por células natural killers (NK) que provocam a morte de células infectadas
constituindo um importante mecanismo de defesa inicial antes do desenvolvimento da

resposta imunoldgica adaptativa (Karkie; Kanneganti, 2022).

Células como T CD4+, células B e T CD8+ sao as principais responsaveis pela
resposta imune adaptativa. As células B produzem anticorpos em resposta ao
antigeno, os anticorpos estimulam o sistema imunolégico a formar células B de
memoria que produzem anticorpos neutralizantes. Estes anticorpos bloqueiam a
ligacao da proteina S com a ECAZ2, impedindo a entrada do virus na célula hospedeira
(Narasimhan et al., 2021, Carrillo et al., 2021; Koch et al., 2021).

Os anticorpos produzem respostas as varias proteinas do SARS-CoV-2, em
especial as proteinas S, N. A infec¢céo estimula a produgéo de imunoglobulina A (IgA)
imunoglobulina M (IgM) e imunoglobulina G (IgG). Em outras ifecgdes a IgM é a
primeira a ser produzida e indica que a doenga esta na fase aguda ou inicial,
entretanto na COVID-19 a primeira a ser produzida é a IgA. AgG é produzida apés a
fase aguda e permanece detectavel durante um longo periodo, sendo um indicador
da fase crbnica, esta classe de imunoglobulinas € a mais detectadas em ensaios
soroldgicos (Bonanni et al., 2021; Donno et al., 2021; Wang et al., 2021; Yaugel-
Nvovoa; Bourlet; Paul, 2022).

Os sintomas mais comuns no inicio da COVID-19 sao febre, tosse, fadiga,
producao de escarro, cefaleia, anosmia, hemoptise, diarreia, dispneia e linfopenia.
Entretanto, os sinais da doenga podem mudar de leves e moderados para agudos e
se apresentarem de forma mais grave, principalmente em individuos com doengas
crbénicas, evoluindo rapidamente para sindrome da insuficiéncia respiratoria aguda
grave (SRAG) e, em casos extremos, para ébito (Bakhshandeh et al., 2021; Yang et
al., 2020; Ye et al., 2020).

Para conter a disseminagao da COVID-19, foram adotadas diversas medidas,
tais como a utilizagdo de mascaras, a higienizagao das maos, o distanciamento social,
e com a vacinagao como a principal delas. A vacinagdo € uma forma de adquirir
protecao contra doencas infecciosas, pois o sistema imune é estimulado a produzir
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anticorpos o0 que torna a resposta imunoldgica mais rapida e robusta em infecgdes
futuras (Andryukov et al., 2021; Chakraborty et al., 2021; Fiolet et al., 2022; Muik et
al., 2021; Rotondo et al., 2021).

No Brasil foram incluidas no Plano Nacional de Imunizagdo (PNI) quatro
vacinas para uso emergencial com diferentes tecnologias: CoronaVac com virus
inativo, Janssen Vaccine com vetores de adenovirus sorotipo 26 (Ad26), AstraZeneca

com vetor adenovirus recombinante e Pfizer-Wyeth com RNA mensageiro sintético
(ANVISA, 2021).

A CoronaVac é uma vacina de virus inativado produzida pela industria
farmacéutica chinesa Sinovac e o Instituto Butantan. O imunizante obteve, nos
estudos iniciais, eficacia de 50,38%, prevenindo em até 85% os casos graves da
doenca, atualmente a eficacia é de 65,7%. A vacina € aplicada em um esquema de
duas doses com intervalo de 21 dias, apresentando baixo indice de reagdes alérgicas
(0,3%) e sem registro de riscos a efeitos adversos graves apos sua administragao
(Dundar et al., 2022; Li et al., 2020; Zheng et al., 2022).

Nao se sabe ainda a duragao da imunidade conferida pelo imunizante contra a
COVID-19; alguns trabalhos sugerem que a imunidade mediada por anticorpos pode
durar por pelo menos seis meses ap0s imunizag&o, mas, ao longo do tempo, tende a
diminuir a atividade neutralizante, estando incerto ainda por quanto tempo o
imunizante oferece protegao (Barouch, et al., 2021; Doria-Rose et al., 2021; Naaber
etal., 2021; Pegu et al., 2021; Locht, 2020). Foi aprovada uma terceira e quarta doses
de reforgo inicialmente para individuos com comorbidades, idosos e profissionais de
saude, apos seis meses do esquema vacinal completo e, posteriormente, foi estendido
para toda a populagcdo maior de 18 anos, com um intervalo de quatro meses da dose
anterior (ANVISA, 2021; Brasil, 2021b; Brasil, 2021c).

Por ser um grupo que desenvolve mais facilmente a forma grave da COVID-19,
a vacinagao dos idosos foi priorizada, mesmo ainda nao existindo estratégia uniforme
para imunizar esta faixa etaria e avaliar sua eficiéncia. Com o avango da idade, o
sistema imunologico passa por alteragcdes que prejudicam a resposta imune no
espaco e tempo, processo denominado de imunossenescéncia. Em idosos, disturbios
em decorréncia das comorbidades e imunossenescéncia aumentam a probabilidade
de desenvolver uma tempestade de citocinas induzida por virus, acarretando um
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aumento excessivo da resposta imunolégica que atrai células inflamatoérias para
dentro do tecido pulmonar, causando danos aos pulmdes e ao sistema respiratorio
como um todo (Cunha et al., 2020; Nikolich-Zugich et al., 2020; Perrota et al., 2020;
Yang et al., 2020).

Partindo desse pressuposto, tornou-se relevante avaliar a resposta imunologica
conferida apés um ano do esquema completo vacinal de idosos residentes de
instituicées de longa permanéncia, visto que essa populagao foi uma das primeiras a
receber o imunizante e, ainda assim, ha na literatura uma escassez de estudos que

investiguem a resposta imunolégica humoral e celular nesse grupo.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar a imunidade humoral mediante a producdo de anticorpos totais e
neutralizantes e a imunidade celular por meio da analise de linfocitos T um ano pos-

vacinagao em idosos e profissionais de instituicdes de longa permanéncia.

2.2 Objetivos Especificos

= Determinar a presencga de anticorpos neutralizantes um ano pos-imunizagao
contra a COVID-19;

= Comparar a resposta imunolégica humoral um ano pdés-imunizagdo contra

COVID-19 entre o grupo de idosos e de profissionais;

= Comparar a resposta imunolégica humoral 90 e 360 dias pds-imunizagéo
contra a COVID-19.

= Avaliar a expressao de linfécitos T CD3+, CD4+ e CD8+ um ano pés-

imunizacao contra a COVID-19.

= Avaliar a expressédo de CD69 em linfocitos NK (natural-killer) nos idosos e

grupo controle e realizar a quantificacdo das NK e NKTs.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 COVID-19 e SARS-CoV-2

Em 2019, casos de pneumonia grave de origem desconhecida foram
detectados na cidade de Wuhan, na China. Logo, as autoridades nacionais do pais
notificaram a OMS o aparecimento da sindrome, que ainda né&o tinha uma etiologia
definida. O comité de estudos da familia coronaviridae identificou sua semelhanca
com o SARS-CoV, sendo denominado de SARS-CoV-2, e a doenca oriunda do virus
recebeu o nome de COVID-19 (Rabaan et al., 2020; Hasoksiz et al., 2020).

Acreditava-se que a doenca poderia ser menos patogénica quando comparada
aos surtos das duas ultimas décadas causados pelos coronavirus SARS-CoV e
MERS-CoV, na China e Arédbia Saudita, respectivamente. No entanto, essa hipotese
foi rapidamente descartada, e devido a sua rapida disseminacdo e alto indice de
contagio, tornou-se um problema de saude publica mundial. A pandemia do SARS-
CoV-2, juntamente com seu impacto social e econdémico global sem precedentes,
marcou a terceira introdugé@o zoonotica de um coronavirus altamente patogénico na
populacdo humana. As duas introdu¢des zoondtica anteriores foram as do SARS-CoV
e do MERS-CoV (Alsafi 2022; Irani 2022).

Os coronavirus possuem genes na regidao ORF1 (Open Reading Frame 1) que
codificam proteinas para a replicacéo do virus, nucleocapsideo e formacao da Spike.
O virion contém um nucleocapsideo composto por proteina fosforilada
nucleocapsideo (N) e RNA genbémico. Esse nucleocapsideo esta revestido por dois
tipos de proteinas: glicoproteina Spike (S), encontrada em todos os CoVs, e a
hemaglutinina-esterase (HE), presente apenas em alguns CoVs. A glicoproteina Spike
(S) é responsavel pela fixacéo e entrada do virus na célula hospedeira. As proteinas
da membrana (M) (glicoproteina transmembrana tipo Ill) e a proteina do envelope (E)
estdo localizadas entre a proteina S e o envelope do virus (Figura 1). Os coronavirus
receberam esse nome devido a aparéncia caracteristica em forma de coroa (do Latim,
corona) (Li et al.,, 2020; Gusev et al.,, 2022; Zhu et al.,, 2020). A similaridade na
sequéncia da proteina Spike entre o SARS-CoV-2 e o0 SARS-CoV é de
aproximadamente 76-78%. O RBD sozinho compartilha uma similiaridade de 73-76%
(Hoffman et al. 2021; Letko et al., 2020; Wan et al., 2020).
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Figura 1: Estrutura do virus SARS-CoV-2.

Spike (S1 & S2)

Membrana (M)

RNA

Envelope (E)

Nucleocapside (N)

Fonte: Adaptado de Bio-Rad e Muralidar (Bio-Rad & Laboratories, 2022; Muralidar et al.,
2020).

Como outros virus de RNA, o0 SARS-CoV-2, embora se adapte aos seus novos
hospedeiros humanos, € propenso a evolugdo genética com o desenvolvimento de
mutacbes ao longo do tempo, resultando em variantes que podem apresentar
caracteristicas diferentes de suas cepas ancestrais. Diversas variantes do SARS-
CoV-2 foram descritas durante o curso desta pandemia, entre as quais apenas
algumas séo consideradas variantes preocupantes, como a variante Delta (B.1.617.2)
e a variante Omicron (B.1.1.529), devido ao seu alto grau de transmissibilidade e
aumento da viruléncia, impactando na saude publica (Cascella et al.,, 2023: WHO,
2023).

As mutac¢des do virus podem afetar o reconhecimento do sistema imunoldgico,
a transmissibilidade do virus e/ou o grau de agressividade da infec¢cdo. Algumas
dessas mutacdes proporcionam vantagens evolutivas que favorecem a selecdo de
variantes. Essas variantes podem surgir devido as dele¢cdes genéticas, ndo sinbnimas,

insercodes e substituicdes (Mistry et al., 2021).

A doenca é transmitida por inalacédo ou contato com goticulas infectadas, e o
periodo de incubacao varia de 2 a 14 dias. Os sintomas mais comuns incluem febre,
tosse, dor de garganta, falta de ar, fadiga e mal-estar, entre outros. Muitas pessoas
sdo assintomaticas e a doenca se manifesta de forma leve na maioria dos individuos;

no entanto, em algumas (geralmente idosos e aqueles com comorbidades), pode
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evoluir para pneumonia, sindrome respiratoria aguda grave (SRAG) e disfuncéo de

multiplos 6rgéos (Singhal, 2020; Mohamadian et al., 2021; Salian et al. 2021).

De acordo com dados epidemioldgicos registrados pela OMS divulgados até
janeiro de 2024, a pandemia da COVID-19, contabilizando desde o primeiro caso em
2019 até o momento, alcangcou a marca de 765 milhées de pessoas infectadas em
todo o mundo. Destas, mais de 7 milhdes perderam a vida devido a complicacdes da
doenca (ONU, 2024).

No Brasil, o primeiro caso foi notificado em 26 de fevereiro, na cidade de Sao
Paulo. A infeccdo entdo se espalhou para varios estados. Até janeiro de 2024,
totalizaram-se 38.374.307 casos confirmados, sendo 707.470 6bitos desde o inicio da
pandemia, com uma taxa de mortalidade de 336,7 dos infectados e uma incidéncia de
18.108,8 a cada 100 mil habitantes e uma letalidade de 1,9%. Cerca de 6 mil destes
Obitos, aconteceram em Sergipe, acarretando uma mortalidade de 284,5 a cada 100
mil habitantes. Em 05 de maio de 2023, a OMS declarou o fim da COVID-19 como
emergéncia de saude publica (Brasil, 2024; ONU, 2023).

O diagnostico da infeccao é realizado por meio da identificagdo do virus ou de
seus antigenos, utilizando testes moleculares ou testes de deteccdo de antigenos. O
padréo-ouro para essa analise é a qRT-PCR (Reacao da Cadeia da Polimerase com
Transcricdo Reversa, em traducdo livre), que apresenta alta sensibilidade e
especificidade. Este teste é utilizado para detectar infec¢cdes recentes, confirmando a
presenca do RNA do virus. Os testes imunocromatogréficos detectam de forma
gualitativa antigenos virais presentes no virus. As amostras analisadas nesses testes
sao provenientes de material retirado das vias respiratérias, como nariz ou garganta
(Xun et al., 2021; Ylce et al., 2021).

Os testes sorologicos ndo sdo mais utilizados para diagnéstico, entretanto,
desempenham um papel complementar importante ao monitorar a resposta humoral
a infec¢do por SARS-CoV-2 e as vacinas da COVID-19. A partir de uma amostra de
soro, € possivel avaliar a presenca de anticorpos IgM e IgG, os quais séo produzidos

pelo sistema imune em resposta a infecgao viral (Asselah et al., 2021; Boger, 2021).

20



3.2 Fisiopatologia e Respostaimune a infeccao pelo SARS-Cov-2

O mecanismo fisiopatologico da infeccdo pelo SARS-CoV-2 descreve que a
infeccao e disseminacao do coronavirus acontece quando este se liga aos receptores
da enzima conversora de angiotensina (ECA2) na superficie da célula-alvo. Em
seguida, o receptor ECA2 é clivado pela enzima serina protease transmembranar 2
(TMPRSS2) que resulta na ativacao da proteina Spike através da qual o virus entra
na célula (figura 2) (Azkur et al., 2020; Malone et al., 2022).

A expressdo e distribuicdo dos receptores de entrada influenciam,
consequentemente, o tropismo viral e a patogenicidade. A ECA2 é expressa em
orgaos do sistema respiratério, renal e digestivo, levando ao tropismo viral do SARS-
CoV-2 por tecidos do pulmao, rim e intestino delgado (Ahlawat et al., 2020). Durante
o ciclo de vida intracelular, os coronavirus expressam e replicam seu &cido
ribonucleico (RNA) gendmico para produzir copias completas incorporadas as
particulas virais recém-produzidas. Esses genomas de RNA sdo notavelmente
flanqueados por regides 5' e 3' ndo traduzidas, contendo estruturas secundarias de
RNA que desempenham um papel crucial na sintese viral (V’kovski et al., 2021;
Ricardo-Lax et al., 2021).

As mutagdes que ocorreram no SARS-CoV-2 levaram a uma alta afinidade da
proteina Spike com o receptor celular ECA-2 e inibicdo das respostas imunoldgicas.
Isso se deve a um revestimento que oculta os glicanos na superficie do virus,
tornando-o mais virulento e patogénico. A semelhanca genética entre o SARS-CoV-2
e outros coronavirus, como o SARS-CoV e MERS-CoV, foi observada, mas os
anticorpos produzidos contra 0 SARS-CoV nao reconhecem a proteina Spike do
SARS-CoV-2 (Ricci et al., 2021; Sreepadmanabh; Sahu; Chande, 2020).
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Figura 2. Mecanismo de Infec¢cédo do Sars-CoV-2.
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Fonte: Adaptado de Azkur et al., 2020.

Legenda: Ligagéo do virus, internalizagéo as células epiteliais e replicagdo. Representagao grafica das organizagdes gendémicas e subgendémicas do
SARS-CoV, com destaque para o SARS-CoV-2, que utiliza o receptor ACE2 e a protease transmembrana serina 2 (TMPRSS2) para adentrar a célula
hospedeira. Apds a entrada no citoplasma celular, o RNA gendmico; os dois grandes quadros de leitura abertos (ORFs) sao traduzidos em um complexo
de proteina transcriptase viral (atividade de fosfatase e RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) e uma helicase). A replicagédo do genoma envolve
a sintese de um RNA de fita negativa de comprimento total e serve como modelo para o RNA genémico completo. Apds a tradugéo, as proteinas
estruturais sdo direcionadas para as membranas intracelulares do Golgi, mais especificamente no compartimento intermediario de Golgi do reticulo
endoplasmatico (ERGIC), conhecido como local de brotamento. Neste local, novos virions sdo montados e liberam o RNA do genoma completo da
célula hospedeira.
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O sistema imunoldgico é a linha de defesa do corpo contra invasores e consiste
em duas respostas imunes: a adaptativa e a inata. A resposta imune adaptativa pode
ser subdividida em resposta humoral, que envolve a producéo de anticorpos pelos
linfécitos B, e resposta celular, liderada pelos linfocitos T. A imunidade inata é a
primeira barreira contra invasores, sendo uma resposta rapida que reconhece padrdes
moleculares amplamente distribuidos em patdégenos. Ela é representada por barreiras
fisicas, quimicas e bioldgicas, células especializadas e moléculas soluveis, presentes
em todos os individuos, mesmo naqueles que n&o foram expostos a antigenos

anteriormente (Fulop et al., 2018; Cunha et al., 2020).

Na resposta imunolégica inata, a principal estratégia de combate as
infeccdes virais envolve a inducéo da expresséo dos interferons de tipo | (IFNs tipo I)
e a acdo das células natural killer (NK), que promovem a eliminacdo de células
infectadas. Este é um mecanismo fundamental de defesa inicial antes do
desenvolvimento da resposta imunoldgica adaptativa. Os interferons de tipo I, como o
IFN-a (interferon alfa) e o IFN-B (interferon beta), desempenham um papel crucial ao
inibir a replicagdo viral nas células infectadas (Karkie; Kanneganti, 2022; Li et al,

2022).

Os linfécitos NK desempenham um papel central na imunidade inata, sendo
essenciais para a defesa imunolégica. Sua ativacéo ocorre através do reconhecimento
de alvos especificos nas células a serem eliminadas, de maneira semelhante aos
linfécitos T convencionais. Diferentemente destes ultimos, os NK ndo requerem
estimulo prévio para iniciar sua atividade citotoxica. Durante esse processo, 0S
linfécitos NK expressam marcadores, como o CD69, membro da superfamilia de
lectinas do tipo C, em sua superficie celular, em resposta ao estimulo. Essa producéo
e ativagcdo desempenham papel crucial na eficacia do sistema imunologico (Elliott;
Siddique; Weintock, 2015; Mace, 2023).

A resposta imunolégica contra a COVID-19 segue um padrao semelhante.
Estudos indicam um reconhecimento inicial pela resposta imune inata, com a
producdo de citocinas pré-inflamatérias e mediadores quimicos, visando estabelecer
uma resposta antiviral eficaz. A presenga de niveis elevados de citocinas inflamatoérias

€ uma caracteristica notavel em pacientes graves (Chen et al., 2020).
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As principais caracteristicas da resposta adaptativa sédo especificidade,
memoria e especializacdo da resposta. Embora as principais células envolvidas na
resposta imune adaptativa sejam os linfocitos, as células apresentadoras de antigenos
desempenham um papel importante na sua ativacao (Fulop et al., 2018; Cunha et al.,
2020). A imunidade adaptativa contra infeccdes virais € mediada por anticorpos, 0s
guais bloqueiam aligacao e a entrada do virus nas células hospedeiras, e por linfécitos
T citotoxicos (LTCs), que eliminam a infeccdo destruindo as células infectadas. No
contexto da imunidade adquirida, observa-se a apresenta¢cado de antigenos e ativacao

dos linfocitos T e B, assim como a geracéo de anticorpos (LEE; RYU, 2021).

O epitélio apresenta antigenos virais para linfécitos T CD8+ por meio de
proteinas do MHC de classe |. As células dendriticas subepiteliais e macrofagos
teciduais reconhecem os antigenos virais e os apresentam aos linfocitos T CD4+
induzindo essas células a se diferenciarem em linfocitos T auxiliares, que ajudam os
linfécitos B a se desenvolverem em plasmacitos e promover a producdo de anticorpos

especificos contra o virus (Azkur et al., 2020).

No entanto linfopenia € frequente em pacientes com COVID-19 que
apresentam uma reducdo do namero linfécitos T que, em casos graves da doenca, é
mais acentuada. A replicacdo do virus induz a destruicdo das células epiteliais
infectadas e a ativacdo de células dendriticas, mondcitos e macroéfagos, estimulando
a liberacdo de mediadores pré-inflamatérios em grande quantidade, acarretando uma
tempestade de citocinas. Estudos revelaram alteracdes em bidpsia e autopsia de
pacientes infectados com COVID-19 e a analise patologica pulmonar mostrou dano
alveolar difuso; também foram observadas lesGes endoteliais graves decorrentes do
rompimento das membranas celulares causado pela presenc¢a do virus no interior da
célula (Asselah et al., 2021; Pitiriga et al., 2023; Qin et al., 2020).

3.3 Vacinas contra a COVID-19

Com o avango da COVID-19 tornou-se necessario o desenvolvimento e
administracéo de vacinas para o controle da doenca (Fiolet et al., 2022; Seyahi et al.,
2021). Partindo da cepa original encontrada em Wuhan foram desenvolvidos
imunizantes empregando varios mecanismos, como as tecnologias baseadas em RNA
mensageiro (MRNA), adenovirus inativado, proteinas recombinantes e vetor viral ndo

replicante. Algumas delas oriundas de tecnologias aprovadas para outras vacinas e
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outras inéditas que ainda nao haviam sido testadas para vacinacdo em grande escala,
como no caso dos imunizantes fabricados a partir de vetores virais nao replicantes e
de RNAmM em humanos (Locht, 2020; Chakraborty et al., 2021; Zhou et al., 2021; Muik
et al., 2021; Rotondo et al., 2021).

Atualmente, no Brasil, quatro vacinas desenvolvidas com diferentes tecnologias
foram aprovadas para uso emergencial e incluidas no Plano Nacional de Imunizacao
(PNI). A Pfizer-Wyeth da BioNTech (BNT162b2 PF-07302048), AstraZeneca
(AZD12222 ChAdOX1 NCOV-19) da Universidade de Oxford e Fundagdo Osvaldo
Cruz (Fiocruz), CoronaVac da industria farmacéutica chinesa Sinovac e Instituto
Brasileiro Butantan e Janssen Vaccine (JNJ-78436735 Ad26.COV2.S) da Johnsons &
Johnsons (ANVISA, 2021; BRASIL, 2021b).

No inicio da vacinagao utilizou-se o imunizante CoronaVac, uma vacina que
utiliza particulas de virus inativados para estimular a resposta imune. Os primeiros
grupos a serem vacinados foram pessoas com mais de 60 anos, profissionais da
saude, indigenas e quilombolas. A CoronaVac previne em até 85% 0s casos graves
da doenca, sendo aplicada em um esquema de duas doses, com intervalo de 21 dias,
apresentando baixo indice de reacdes alérgicas (0,3%) sem registro de riscos a
eventos adversos graves apés sua administracao (Borges et al., 2021; Fadlyana et al.,
2021; Li et al., 2020; Dundar et al., 2022).

No segundo semestre de 2021, a primeira dose de reforco para pessoas com
comorbidades, idosos e profissionais de saude foi aprovada, sendo administrada seis
meses apoOs a ultima dose de vacinagcdo. Em novembro de 2021, esse reforco foi
ampliado para todas as pessoas acima de 18 anos, com um intervalo recomendado
de cinco meses apds o0 esquema vacinal completo. Posteriormente, esse intervalo foi
reduzido para quatro meses. Além disso, o Ministério da Saude do Brasil estabeleceu
gue aqueles que tomaram a primeira dose da vacina Janssen deveriam tomar uma
dose de reforco, preferencialmente da mesma vacina, entre dois e quatro meses apo6s
a primeira aplicagcdo. Em marc¢o de 2022, uma segunda dose de reforco foi aprovada
para individuos com comorbidades, idosos e profissionais de saude, quatro meses
apos a primeira dose de reforco. Em julho de 2022, essa segunda dose foi liberada
paratoda a populacdo acima de 18 anos (ANVISA, 2022; Brasil, 2021b; Brasil, 2021c;
Locht, 2020).
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Em 2023, foi elaborado um planejamento de vacinacéo para cada faixa etéria,
juntamente com um esquema vacinal que inclui vacinas bivalentes contendo cepas
atualizadas. Essas vacinas bivalentes se distinguem das monovalentes pela
capacidade de estimular uma resposta imune mais efetiva contra a variante dmicron.
O esquema vacinal primario para cada faixa etaria € o seguinte: para criancas de 6
meses a 4 anos, 11 meses e 29 dias, trés doses Pfizer tampa vinho, para criancas de
03 anos a 4 anos, 11 meses e 29 dias duas doses e uma dose de refor¢co, para
criancas de 5 a 11 anos duas doses e uma de refor¢o, para pessoas de 12 a 39 anos
gue ndo estdo no grupo prioritario receber a vacina bivalente e se néao iniciaram a
vacinacdo ou ndo completaram o esquema vacinal completo duas doses e uma de
reforco, para adultos de 40 a 59 anos que nao estao no grupo prioritario recomenda-

se receber as vacinas bivalentes com duas doses e duas de refor¢co (ANVISA, 2023).
3.4 Imunossenescéncia

A populacdo idosa €é considerada vulnerdvel, com uma incidéncia
significativamente elevada de morbidade e mortalidade em comparacao a populacéo
jovem. Além disso, as infec¢gdes tendem a afetar os idosos de forma atipica, com um
prognéstico mais desfavoravel. O envelhecimento traz mudancas fisiol6gicas, como o
surgimento de doencas relacionadas a idade, problemas cardiovasculares,
neurologicos e pulmonares, todos agravantes para o risco de infec¢cdes. Quando 0s
idosos se encontram em condicbes de isolamento, vivem sozinhos ou sao
institucionalizados, o risco de infec¢cbes aumenta, tornando-se fator determinante para
a disseminacao de doencas virais (Wang et al., 2020; Cunha et al., 2020; Nikolich-
Zugich et al., 2020).

O sistema imunoldgico inato e adaptativo dos idosos sofre, em um processo
fisiologico natural, inUmeras alteragdes relacionadas a idade denominadas
"Imunossenescéncia’. Essas mudancas afetam elementos celulares e moleculares,
bem como a coordenacdo da propria resposta imune no tempo € no espaco que
funciona eficazmente em individuos jovens e adultos, mas se deteriora com a idade.
A soma dessas mudangas os deixa mais vulneraveis a novas doengas infecciosas
(Akbar; Gilroy, 2020).

Durante o ciclo da vida humana, a producéo de linfocitos T passa por algumas

mudancas, como a diminuicdo da sua producédo. Estes sdo amadurecidos no timo,
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o6rgao que involui ap6s a puberdade, tornando-se indetectavel nos adultos. Desta
forma, a producéo de linfocitos T é de 10% em uma crianca, sendo reduzida para 1%
entre os 40 a 50 anos, queda essa que ocorre devido a disfungcéo adquirida com o
envelhecimento da medula 6ssea. Contudo, os linfocitos T e B que foram produzidos
na juventude normalmente sdo mantidos por longos periodos nos 6rgaos linfaticos
secundarios, como os linfonodos (Nikolich-Zugich et al., 2020; Cunha et al., 2020;
Perrotta et al., 2020).

Os linfonodos séo responsaveis pela manutencdo e coordenacdo de novas
respostas imunoldgicas necessarias para controlar virus, sofrendo mudangas
dramaticas relacionadas a idade no terc¢o final da vida, tornando os linfécitos T naive
menos capazes de coordenar novas respostas imunoldgicas as infeccées. Além disso,
os linfécitos T remanescentes ndo se movem com rapidez suficiente para encontrar
as células da imunidade inata quando uma infeccdo ocorre, podendo ser uma
consequéncia da desregulacdo nas quimiocinas que orientam a migracdo dos
linfécitos T. Assim, quando ativados, os linfécitos T e B exibem proliferacdo e

diferenciacao reduzidas (Ligotti et al., 2021; Napoli et al., 2020).

Idosos podem ser considerados um grupo de alto risco para a COVID-19, ja
que podem desenvolver a doenca de maneira rapida e progressiva. A
imunossenescéncia representa um fator de risco para a COVID-19 em idosos, pois
leva a uma reducéo da capacidade do sistema imunolégico de responder a novos
antigenos, incluindo o virus SARS-CoV-2. Os idosos apresentam inflamacéo crénica
associada a um aumento na producdo de citocinas pré-inflamatorias, proteinas de
fase aguda e estresse oxidativo. Embora uma resposta imune forte possa conter a
infeccdo, a literatura sugere que o0 excesso de citocinas e mediadores pro-
inflamatdrios podem levar a um pior prognaostico. Esta "tempestade de citocinas”, junto
com o rompimento de mecanismos anti-inflamatérios, pode desencadear um
desequilibrio no eixo de coagulacdo, comprometendo a salde dos pacientes (Perrota
et al., 2020; Chen et al., 2021; Zhou et al., 2020).
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4 METODOLOGIA
4.1 Casuistica, aspectos éticos e local de realizacdo da pesquisa

Este trabalho deriva de um estudo epidemiologico de base populacional
denominado “EVOLUGCAO DA PREVALENCIA DE INFECCAO POR COVID-19 EM
SERGIPE (EPISERGIPE), o qual serviu de base para o desenvolvimento de diversas
pesquisas relacionadas a fisiopatologia, evolucao e controle da doenca. Dentre as
pesquisas relacionadas ao controle da pandemia, inclui-se o projeto intitulado
“AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNOLOGICA APOS UM ANO DE VACINACAO
COM CORONAVAC EM IDOSOS”, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
UFS sob namero de parecer 5.942.130. Todos os individuos selecionados receberam
as informagdes necessarias sobre o projeto e aqueles que concordaram em participar

do estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Este é um estudo observacional multicéntrico prospectivo, que consistiu na
analise soroldgica da resposta imune a vacinacao contra SARS-CoV-2 entre idosos e
profissionais em instituicdes de longa permanéncia (ILPIs) do estado de Sergipe, apos
um ano do esquema vacinal completo com Coronavac. Como critério de inclusdo
todos os voluntéarios selecionados de oito ILPIs (Lar de ldosos Nossa Senhora da
Conceicdo/SAME, Residencial Sénior Pura Vida, Asilo Isais Gileno Barreto, Asilo
Santo Anténio/Estancia, Asilo Santo Antbnio/ Lagarto, Centro de Convivéncia para
Idosos Padre Leon Gregorio, Lar Sdo Francisco de Assis e Residencial para Idosos
Meu Aconchego) completaram o esquema vacinal um ano antes da coleta com

Coronavac, com dose de reforgo.

Como critério de excluséo idosos e profissionais que ndo completaram o
esquema vacinal um ano antes da coleta, que foram vacinados com uma vacina
diferente da Coronavac, voluntarios que ndo foi possivel o acesso venoso e
profissionais com idade acima de 50 anos. Este trabalho foi desenvolvido no
Laboratério de Hematologia e Toxicologia do Departamento de Farmacia e no

Departamento de Morfologia da Universidade Federal de Sergipe (UFS).
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4.2 Coleta e processamento das amostras

Foram coletados 20 mL de sangue por meio de puncao venosa periférica, que
foram divididos em cinco tubos, quatro contendo anticoagulante EDTA e outro
contendo gel separador e ativador de coagulo. A partir das amostras colhidas em
tubos contendo EDTA, 2 mL foram utilizados para a realizacdo do hemograma e
separacao do plasma que foi armazenado a -80°C, e uma outra aliquota de 14 mL
utiizada para a obtencdo de células mononucleares, seguido pelo estudo

imunofenotipico e posterior armazenamento para estudos in vitro.

As amostras colhidas em tubo contendo gel separador e ativador de coagulo
foram centrifugadas a 3.000 rpm por 15 minutos para obtenc&o do soro sanguineo e

posteriormente realizacdo das analises sorologicas.

4.3 Deteccéao de anticorpos anti-SARS-CoV-2 usando imunoensaio por fluorescéncia
(FIA)

Para as analises soroldgicas, foi utilizado o equipamento Ichroma™ e o kit
Ichroma™ COVID-19 Ab, da marca Biosys Ltda, que detecta anticorpos IgM e IgG
anti-SARS-CoV-2 por imunofluorescéncia (FIA). O kit € composto por cassete,
detector, diluente do detector e chip de identificacdo. O cassete contém uma tira teste,
onde estdo impregnados na membrana IgY de galinha na linha controle, anti-IgM

humano na linha teste 1 e anti-lgG humano na linha teste 2.

O procedimento foi realizado de acordo com as instrugdes fornecidas pelo
fabricante. Transferiu-se 150 yL do diluente para o tubo contendo os granulos e, uma
vez completamente dissolvidos, foram adicionados 10 pL da amostra (soro) para o
tubo, que foi agitado até a mistura ficar homogénea. Foram transferidos 75 pL da
mistura para o pogo de amostra do cassete e deixado a temperatura ambiente por 10
minutos para incubacéao Finalizado o tempo de incubacéo, o cassete foi escaneado e
os resultados qualitativos e o valor auxiliar de IgM e IgG foram emitidos na tela do

leitor.
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Tabela 1. Interpretacdo do resultado do teste com base no indice Cut-Off.

Cut-Off RESULTADO

<0,9 Negativo para IgG/IgM
Entre09e 1,1 Indeterminado para 1gG/IgM
>1,1 Positivo para IgG/IgM

4.4 Sorologia de anticorpos neutralizantes anti-SARS-CoV-2 (antigenos Spike RBD)

Foi empregado o imunoensaio de fluorescéncia (FIA) para a avaliacdo
gualitativa da interferéncia dos anticorpos ligantes, COVID-19 nAb, com possivel
funcdo neutralizante, contra virus SARS-CoV-2 presentes na amostra, na interacao
entre o dominio de ligacéao do receptor (RBD) da glicoproteina viral Spike (S) com o

receptor de superficie ECA-2 em amostras de sangue total/soro/plasma humano.

Foram transferidos 200 pL do diluente do detector para o tubo detector A que
contém um granulo de conjugado da proteina Spike RBD do SARS-CoV-2. Quando o
granulo é completamente dissolvido no tubo, ele se torna o tampéao de deteccao. Logo
apos foram transferidos 50 yL da amostra para o tubo detector A, agitando a mistura
vigorosamente cerca de 10 vezes. A mistura do tubo detector A mais a amostra
ficaram a temperatura ambiente por 5 minutos. ApGs isso foram transferidos 150 pL
da mistura da amostra para o tubo detector B contendo um granulo de conjugado
biotina-ECA-2. O tudo foi agitado para dissolver completamente o granulo.
Posteriormente, foram transferidos 75 pL da mistura da amostra para o pogo de
amostra do cassete, mantendo o cassete a temperatura ambiente por 15 minutos

antes de inserir o cassete no suporte do equipamento Ichroma™.

4.5 Obtencéao de células mononucleares (CMN)

Foram utilizados tubos falcon de 50 mL onde foram adicionados o volume total
de sangue (aproximadamente 12 mL — 3 tubos) e um volume de 17 mL de PBS até
completar 21 mL para cada paciente. Em seguida foram transferidos 7 mL da diluic&o
para cada tubo falcon estéril de 15 mL, contendo 3 mL de Ficoll-Histopaque (Sigma-
Aldrich Corporation, Missouri, EUA, densidade 1.007 g/mL) (totalizando trés tubos por
paciente). O material foi centrifugado a 1500 RPM por 30 minutos a 4°C, apos a
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centrifugacédo a interface opalescente de células mononucleares foi transferida para
um novo tubo, composto por 5 mL de PBS e foi realizada homogeneizacdo
cuidadosamente. As células mononucleares obtidas foram lavadas por trés vezes com
3 mL de PBS com centrifugacdo a 1500 RPM por 5 minutos a 4°C. Apos as lavagens,
o pellet celular foi ressuspendido em 1 mL de PBS, posteriormente utilizou-se uma
aliquota de 5 pL dessa suspensao para contagem de células e avaliagdo da
viabilidade celular utilizando Azul de Trypan 0,4% (Sigma-Aldrich Corporation,
Missouri, EUA).

A viabilidade celular foi avaliada por meio da coloracédo das CMN com Azul de
Trypan em diluicdo de 1:20. Na qual, foi adicionado em um microtubo 5ul da
suspensao de CMNs (pellet + PBS) e 95ul Azul Trypan, seguidamente incubado por
2 minutos a temperatura ambiente. Por fim, as células foram colocadas na camara de
Neubauer para contagem e avaliacdo da viabilidade celular, no microscopio na

objetiva de 40.

4.6 Estudo imunofenotipico

ApOs a separacéo, aliquotas de CMNs foram utilizadas em ensaios biologicos
de imunofenotipagem por citometria de fluxo, a reagcdo antigeno/anticorpos das
amostras foi realizada em 100uL de suspenséo celular, contendo aproximadamente
1x10° de células mononucleares, as quais foram incubadas com 20uL de anticorpos
monoclonais especificos para cada marcador em dois tubos distintos, tubo 1
(CD3/APCH7, CDA4/APC, CD45RA/PE, CCR7/FITC) e tubo 2 (CD3/PE/BLZ2,
CD56/PECy7/BL4, CD69/APC/RL1) por 30 minutos ao abrigo da luz e a temperatura
ambiente. Em seguida, a suspenséo celular foi centrifugada por cinco minutos a 1.500
rotacGes por minutos (RPM), o sobrenadante descartado e o sedimento ressuspenso
em solucao salina tamponada com fosfatos (PBS, pH=7.4) e novamente centrifugado
a 1.500 rpm por cinco minutos. Apés essa fase, o sedimento foi novamente
ressuspenso em 1 mL de solugcdo de formaldeido a 1% em PBS e armazenado no
refrigerador, por no maximo 24 horas, ao abrigo da luz até o0 momento da analise no
citometro de fluxo (ORFAO et al., 1999).

A pesquisa da expressdo dos marcadores imunofenotipicos: CD3, CD4, CDS8,
CD45RA, CD56, CD69 e CCRY7 foi feita em amostras de todos os participantes do

estudo.
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As analises imunofenotipicas foram realizadas por meio da citometria de fluxo
de oito cores por meio do citdbmetro Attune NXT do Departamento de Morfologia da
Universidade Federal de Sergipe. A aquisicdo foi realizada em duas etapas com
aquisicdo de 50.000 eventos totais, levando-se em consideracdo os parametros
FOWARD SCATTER (FSC), que avalia o tamanho celular, e SIDE SCATTER (SSC),
gue avalia a complexidade e granulosidade celular. Foram empregados controles
isotipicos de marcacéao inespecifica que serviram como referencial para calibragéo do
citdmetro de fluxo (ORFAO et al., 1999).

Os dados obtidos por meio do citdmetro Attune NXT foram analisados utilizando
o software FlowJo versdo 10.6.1. A analise teve como estratégia adotada a
caracterizacao fenotipica e funcional das populacfes de linfécitos T CD4+ e CD8+,
naive e de memoria (CD45RA/CCRY7), e dos linfocitos NK, ativados e ndo ativados
(CD69).

4.6.1 Estratégia de analise

A estratégia de analise das popula¢des de linfécitos T utilizando o programa de

analise de citometria de fluxo FlowJo, seguiu 0s seguintes passos:

1) Dentro da populagédo de linfécitos (FSC-A x SSC-A), foi delimitada uma
regidao CD3+;

2) Partindo da populacdo CD3+ foram selecionadas as singles cells (FSC-A x
FSC-H);

3) A populacéo de single cells foi avaliada para delimitacéo da populacédo CD4+
(SSC-A x CD4);

4) As regides CD4+ e CD8+ foram analisadas quanto a expressao do CCR7 e
CD45A, delimitando as subpopulacbes CD45RA+/CCR7- (Efector Memory RA+,
guadrante inferior esquerdo), CCR7+/CD45RA+ (Naive, quadrante superior direito) e
CCR7+/CD45RA- (Central Memory, quadrante superior esquerdo), e CD45RA-

/ICCRT7- (Efector Memory, quadrante inferior esquerdo).

As andlises das populacdes de linfocitos NK seguiram a seguinte
estratégia:

1) Dentro da populac¢é&o de linfocitos (FSC-A x SSC-A), foi delimitada uma regido
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CD3+;

2) Partindo da populagdo CD3+ foram selecionadas as singles cells (FSC-A x FSC-
H);

3) Apopulacédo de single cells foi avaliada para delimitagcdo da populagdo CD69+ e
CD69-
4) Na populacdo CD69 positivo foi avaliada a expressao de CD3 e CD56 para

diferenciacéo das populacfes NK e NKT.

4.7 Anélises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software Biostat
(verséo 5.3), foram realizados teste t independente, para a diferenca na idade entre
0S grupos, diferencas na porcentagem de neutralizacdo entre os grupos, idosos e
profissionais. Mudancas na porcentagem de neutralizacdo entre D90 e D360 foram
avaliadas usando um teste t pareado e foi utilizado teste binomial de duas proporgoes.
A suposicao de normalidade foi verificada por meio do teste de D'Agostino-Pearson.

Todos os testes foram bicaudais, ao nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

Um total de 313 individuos foram inicialmente selecionados para este estudo,
sendo 211 idosos institucionalizados e 102 profissionais dessas instituicdes. Dentre
os idosos, 72 nao tiveram amostras de sangue coletadas por dificuldades de acesso
venoso e oObitos. E dentre os profissionais, 46 néo tiveram amostras de sangue
coletadas por indisponibilidade de periodo de trabalho (plantdo noturno), ou néo
guiseram participar desta etapa da pesquisa. Ainda dentre os profissionais, 20 deles
apresentavam idade superior a 50 anos, caracterizando um critério de excluséo do

estudo.

Por fim, foram realizadas analises de 179 individuos, sendo 139 idosos e 36
profissionais de oito ILPIs de Sergipe: Asilo Isaias Gileno Barreto, Asilo Santo
Antdnio/Estancia, Asilo Santo Antonio/ Lagarto, Centro de Convivéncia para ldosos
Padre Leon Gregorio, Lar de Idosos Nossa Senhora da Conceicdo/SAME, Lar Sao
Francisco de Assis, Residencial para ldosos Meu Aconchego, Residencial Sénior Pura
Vida.

A maioria dos individuos analisados foram do sexo feminino (64%) os idosos
em sua maior parte tem acima de 80 anos (53%) com média de idade de 79,4 anos
(entre 60 e 102 anos), e a idade média dos profissionais 42 anos (entre 26 e 50 anos),
indicando grupos de estudo com caracteristicas etarias distintas (p <0,00001) (tabela
2).

Tabela 2: Estratificacdo da idade e do sexo dos participantes da pesquisa

Variavel Idoso Profissionais
(n= 139) (n= 36) P
ldade (mediatdesvio 79.4+9.8 42+7 0<0,0001
padréo), anos

60-69 26 (19%)

70-79 40 (29%)

80-89 54 (39%)

90-99 17 (12%)

> 100 2 (1%)

Sexo
Masculino 61 (44%) 2 (5.6%)
Feminino 78 (56%) 34 (94.4%)
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Na avalicdo da resposta imune humoral, observou-se que na producdo de
anticorpos neutralizantes, apés um ano de vacinacdo, os idosos apresentaram
resposta semelhante aos profissionais (p=0,4692), na anélise da positividade do teste
de anticorpos neutralizantes anti-SARS-CoV-2 (nAb POSITIVO = 30%) (tabela 3). Foi
analisada a positividade dos grupos aos anticorpos IgG e IgM; para anticorpos IgG os
idosos e profissionais obtiveram uma porcentagem de 85% e 94,4% respectivamente,
p=0,1309. J4 para o IgM foi analisada a porcentagem de negatividade para os grupos,
sendo observado 59% para os idosos e 67% para os profissionais p=0,4011. (tabela
3)

Tabela 3: Resposta de anticorpos contra SARS-CoV-2 um ano apos a vacinagao

com CoronaVac.

Variavel Idoso Profissionais
(n= 139) (n= 36) P

Média dos niveis de IgM
Positivo 49 (35%) 8 (22%) p= 0,4011
Indeterminado 8 (6%) 4 (11%)
Negativo 82 (59%) 24(67%)
Média dos niveis de IgG
Positivo 118 (85%) 34 (94,4%) p=0,1306
Indeterminado 2 (1,4%) 0
Negativo 19 (13,6%) 2 (5,6%)
Individuos com nAb anti- 137 (98,5%) 36 (100%) 0=0.4692

SARS-CoV-2 (COI* 230%)

COl, %= indice cut-off

Foi realizada uma analise comparativa da resposta imune humoral dos idosos
e profissionais que participaram do estudo 90 (D90) e 360 (D360) dias pos-vacinagao.
Nesta comparacdo foram selecionados 90 idosos e 23 profissionais. Nas duas
analises (D90 e D360) quando analisada a positividade no teste de anticorpos
neutralizantes anti-SARS-CoV-2 (nAb POSITIVO = 30%), dos idosos avaliados 63,3%
apresentaram positividade no D90 e 100% no D360 (figura 3). Entre os profissionais

65,2% apresentaram positividade no D90 e no D360 100%.
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Figura 3: Quantidade de titulos de anticorpo neutralizante nAb anti-SARS-CoV-

2 em idosos e profissionais no D90 e D360
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Figura 4: Andlise das concentracdes de anticorpos IgG-anti-SARS-CoV-2 em
idosos e profissionais no D90 e D360
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Na avaliacdo da resposta celular, foram analisados 19 individuos, sendo doze
idosos (GIl: grupo de idosos vacinados) e sete profissionais (GC: grupo controle
vacinados). Os individuos apresentaram uma variacao de idade de 65 a 89 anos (M =

77) no grupo de idosos e de 24 a 50 anos (M =40) no grupo de profissionais, p<0,0001.

Este estudo ndo demonstrou diferenca significativa no total de linfécitos entre
os dois grupos (G1 e GC). Foi observado o aumento da populacédo dos linfécitos T
CD4+ nos idosos vacinados (p=0,0106) em comparacédo ao GC. Quando comparado
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ao total de linfécitos T CD8+ entre os dois grupos, ndo foi observada diferenca

significativa (tabela 4).

Tabela 4. Caracteristicas dos participantes do estudo, com valores médios da
expressdo das populagbes de linfocitos T CD4+ e CD8+ e respectivos perfis de

memoria.

Linfécitos T CD4+

GC (n=7) Gl (n=12) p

Idade (média/anos) 40 77

Total de linfécitos CD4+* 1.946 3.204 0,0106
LT CD4+ - Effector Memory RA+* 553 888 0,0990
LT CD4+ - Central Memory* 69 108 0,1066
LT CD4+ - Efector Memory* 1.160 2.067 0,0286
LT CD4+ - Naive* 164 140 0,3910

Linfécitos T CD8+

Total de linfécitos CD8+* 1.541 1.513 0,4825
LT CD8+ - Efector Memory RA+* 733 785 0,4308
LT CD8+ - Central Memory* 8 13 0,2200
LT CD8+ - Efector Memory* 582 686 0,3605
LT CD8+ - Naive* 219 28 0,0298

GC = grupo controle; Gl = grupo idosos; *média do niumero absoluto de células.

O perfil dos fenotipos CD45RA e CCRY7 foi avaliado, tanto em linfécitos CD4+
guanto em linfécitos T CD8+, em amostras de todos os participantes do estudo.
Quando comparados os grupos G1 e GC, entre os linfécitos T CD4+ ndo foram
observadas diferencas estatisticas nos fendtipos Efector Memory RA+
(CD45RA+/CCRT7-), Central Memory (CCR7+/CD45RA-) e Naive (CCR7+/CD45RA+)
apresentando respectivamente p= 0,0990, p= 0,1066 e p= 0,3910, porém o fendtipo
Efector Memory (CD45RA-/CCR7-) evidenciou diferenca significativa.
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Figura 5: Avaliacdo da expressédo das populacdes de Linfécitos T CD4+ entre

0s grupos analisados
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Quando comparados os grupos G1 e GC, entre os linfocitos T CD8+ nao foram
observadas diferencas estatisticas nos fendtipos Efector Memory RA+
(CD45RA+/CCRT7-), Central Memory (CCR7+/CD45RA-) e Efector Memory
(CD45RA-/CCR7-) apresentando respectivamente p= 0,4308, p= 0,2200, e p=0,3605,
apenas o fendtipo Naive (CCR7+/CD45RA+) evidenciou diferenca significativa

apresentando p= 0,0298.

Figura 6: Avaliacdo da expressao do perfii de memoria Efector memory
(CD45RA- CCR7-) nos LT CD4+ e Naive (CCR7+ CD45RA+) nos LT CD8+.GC:
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As analises da populacdo de linfécitos T de um dos participantes do estudo

(VACO027), e as subpopulagdes dos fenotipos de memoria Efector Memory RA+,

Naive, Central Memory e Efector Memory, de linfécitos T CD4+ e CD8+ (figura 7).

Figura 7: Andlise das subpopula¢cdes dos fendtipos de memoria de linfocitos T

CD4+ e CD8+ de um participante do grupo de idosos (VACO027) utilizando o software
de anélise FlowJo. CD45RA+/CCR7- (Efector Memory RA+, quadrante inferior direito),
CCR7+/CD45RA+ (Naive, quadrante superior direito) e CCR7+/CD45RA- (Central
Memory, quadrante superior esquerdo), e CD45RA-/CCR7- (Efector Memory,

guadrante inferior esquerdo).
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Foi avaliada a expressdo de um marcador de ativacao (CD69), que esta presente
populacéo de linfécitos NK, demonstrando diferenca na quantidade de células
CD69+(ativadas) com maior namero de células no Gl (p=0,0024) (Figura 8).

Figura 8: Avaliagdo da expressdo do marcador CD69 entre 0s grupos em
analisados
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Como demonstrado na figura 9, entre os linfocitos NK ativados (CD69+)
foi analisada a presenca dos fenétipos CD56, e CD3. O grupo de idosos
apresentou maior expressao dos fenoétipos CD56+ CD3+ (NK-T) e CD56+
CD3- (NK) (p=0,0165 e p=0,0202

respectivamente).

Figura 9: Avaliacdo da expressédo de CD56, e CD3 na populacéo de linfécitos
NK CD69+ entre os grupos em estudo.
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6 DISCUSSAO

Este trabalho avaliou arespostaimune ap0s vacinagcdo em um grupo de idosos,
tendo como parametros de comparagcdo um grupo de profissionais que recebeu a
imunizacdao inicial nas mesmas condicdes da populacdo estudada.

Os estudos sobre resposta imune a vacinacao contra a COVID-19 tiveram que
ser conduzidos com urgéncia para o controle da pandemia. A avaliacdo da resposta
imune é uma forma de monitorar a efetividade da vacina na populacdo. Entretanto,
grupos de risco, como a populagdo idosa foram excluidos inicialmente desses
estudos. Este grupo etario geralmente apresenta um sistema imunolégico deficiente
devido a imunossenescéncia, que pode causar tanto diminuicdo na producdo das
células do sistema imune como linfécitos T e B, como deficiéncias funcionais nas
respostas imunes inata e adaptativa. Analisar esta eficacia e persisténcia da resposta
imune a longo prazo é crucial para o controle e erradicacdo de doencas infecciosas
como a COVID-19 (Gallais et al., 2021).

O risco de infeccdo e severidade da COVID-19 é altamente variavel entre
diferentes individuos e populacdo, fatores como idade mais avancada, género
masculino e comorbidades estédo associados a um maior risco de infecgéo por SARS-
CoV-2 (Meister et al., 2022; Parohan et al., 2021). Neste estudo, apés um ano da
vacinacdo, nao foi observada diferenca na resposta imune entre os profissionais
(grupo controle jovem) e os idosos. Dados semelhantes foram encontrados em outros
estudos onde a idade nédo foi um fator significativo para a taxa de soropositividade
(Assaid et al., 2022; Guiomar et al., 2022; Morgiel et al., 2022). A igualdade da
resposta imune a vacinacdo entre jovens e idosos demonstra que as células do
sistema imune dos idosos estdo desenvolvendo uma resposta robusta ao virus SARS-
CoV-2, obtendo assim uma menor probabilidade de desenvolver a doenca em sua
forma mais grave.

A vacinacao é uma alternativa viavel no combate a infec¢cdo por SARS-CoV-2
e aimunidade conferida pela vacina deve ser eficaz e duradoura. Estudos sorologicos
sao necessarios para avaliar a resposta imune decorrente da vacinagcédo ao longo do
tempo. Neste estudo foi avaliada a resposta humoral conferida 360 dias apos a
vacinacdo com a Coronavac, com uma dose de refor¢co. Observou-se que a média
dos testes de anticorpos neutralizantes anti-SARS-CoV-2 foi semelhante nos dois
grupos. A presenca desses anticorpos indica a possivel capacidade de neutralizar a
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ligacdo da proteina S no dominio RBD a ECA2 do individuo, impedindo, assim, a
entrada do virus na célula hospedeira, sugerindo um papel protetor em futuros
contatos com o virus (Dimeglio et al., 2022; Kadkhoda, 2021).

Os anticorpos IgM e 1gG sé&o produzidos em sua maioria contra a proteina S e
a proteina N. A proteina S torna-se o foco principal no desenvolvimento de vacinas,
pois o Dominio de Ligacdo ao Receptor (RBD) presente na subunidade S1 do SARS-
CoV-2 é reconhecido como o principal alvo para a formacdo de anticorpos capazes
de se ligar e neutralizar o virus (Ghaffari et al., 2020; Koch et al., 2021). Neste estudo
também foi analisada a presenca dos anticorpos IgM e IgG. O anticorpo IgM foi
positivo em aproximadamente um ter¢co dos idosos e um quarto dos profissionais, 0
gue ja era esperado, pois esse anticorpo € um dos primeiros a ser produzido durante
aresposta imune ao SARS-CoV-2 entre 10 e 15 dias ap0s 0s sintomas e a presenca
dele pode informar uma infec¢cdo aguda ou recente. Ao longo do tempo ha um declinio
do anticorpo IgM e podem surgir outras classes como o IgG 20 dias ap0s a infeccao.
O anticorpo IgG é produzido em uma fase mais tardia da resposta imune, fazendo
parte da memaria imunoldgica e proporcionando uma resposta imune mais rapida nos
proximos contatos com o virus. Neste estudo a maioria dos participantes
apresentaram o anticorpo IgG, confirmando que ha uma resposta imunolégica de
memoaria apds um ano da imunizacao contra a COVID-19. Entretanto, por ser um teste
qualitativo néo foi possivel mensurar os titulos desses anticorpos (Al-Mughales et al.,
2021; Yaugel-Novoa et al., 2022).

A durabilidade da resposta humoral tem sido objeto de investigacdo em
diversos estudos. Levin e colaboradores (2021) evidenciaram uma redu¢do nos niveis
de anticorpos seis meses ap6s a administracdo da vacina. Dispinseri e colaboradores
(2021) constataram que os titulos de anticorpos neutralizantes (nAbs) diminuem de
forma gradual apos 5-8 semanas, embora permanecam detectaveis. Esta diminuicdo
sugere a necessidade de administrar doses de reforco nas vacinas para que ocorra
uma elevagado nos titulos de anticorpos. No presente estudo, obteve-se informacdes
de dois momentos apés a vacinacao completa com Coronavac: 90 dias e 360 dias,
sendo que no ultimo periodo todos os idosos tinham sido vacinados com a dose de
reforco da vacina, administrada aproximadamente 6 meses antes da coleta. Na
comparacdo dos dois periodos observou-se que a presenca de anticorpos

neutralizantes e de anticorpos IgG foi maior no D360. Isso pode ser explicado pela
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administracdo da dose de refor¢co da vacina, que tem como objetivo elevar os niveis
de anticorpos e manter a protecao contra o virus (Nashwan et al., 2022).

Neste estudo foi avaliada foi determinado o numero de linfocitos T CD4 e TCD8
360 dias ap6s a vacinacdo com a Coronavac, com uma dose de refor¢co. As respostas
imunes mediadas por células T s&o reconhecidas pela sua especificidade
notavelmente alta e desempenham um papel indispenséavel na inducdo de respostas
antivirais eficazes. Durante infec¢bes virais, como a causada pelo SARS-CoV-2,
ocorre a producao de anticorpos especificos, linfocitos T CD4+ e linfécitos T CD8+, o0s
guais desempenham func¢des protetoras essenciais no controle da infeccédo. Cada
componente da imunidade adaptativa exibe variagdes conforme o tipo de infec¢cao
viral e a sua resposta correspondente (Krammer, 2020; Stephens; Mcelrath, 2020).

Observou-se que individuos idosos exibiram uma producéo significativamente
aumentada de linfocitos T CD4+ em compara¢cdo com o grupo de controle, composto
por profissionais de faixa etaria mais jovem. Os linfocitos T CD4+ desempenham um
papel de uma assiténcia cognata as células B e T, além de estimular a formacéao da
memoria imunologica e promover atividade citotoxica (Tiyo et al., 2021). A presenca
desses linfécitos foi identificada em estudos, como o realizado por Yuan e
colaboradores (2023), no qual foi avaliada a resposta imune a vacinacdo em 595
profissionais de saude imunizados com CoronaVac. Esses profissionais foram
acompanhados por 8 meses apoés a vacinacado. Nesse estudo, nao foram identificadas
diferencas na producéo de linfocitos T CD4+ em diversas faixas etarias e periodos
distintos. O aumento de T CD4+ foi relacionado a idade no estudo de Cohen e
colaboradores (2021), que avaliou longitudinalmente a resposta imunologica em 254
pacientes ao longo de 8 meses. Os participantes tinham idades entre 18 e 80 anos
(Média = 48,5). Como resultado, foi identificado um aumento na expressao de T CD4+
proporcional ao aumento da idade, correspondendo a 1,16 a 1,20 vezes por década
de idade.

Quanto aos fendtipos especificos dos linfocitos T CD4+, observou-se uma
predominancia do fendtipo Efector Memory no grupo de idosos. Essa tendéncia pode
ser atribuida a imunossenescéncia, caracterizada pela redu¢cdo na liberagdo de
linfécitos TCD4+ naive e de linfocitos T de memoaria central, ao passo que 0 numero
de linfocitos T de memoria efetora aumenta. Essa dinémica justifica a predominancia

dessa subclasse de linfocitos em individuos mais velhos (Alves; Bueno, 2019).
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Os linfécitos T CD8+ desempenham um papel crucial na eliminag&o do virus e
na indugcédo da morte das células infectadas (Cohen et al., 2021). No decorrer desse
estudo, foi identificada a produgdo desses linfécitos em ambos os grupos,
apresentando uma expressao igualitaria. Contudo, é relevante notar que a produgéo
de linfocitos T CD8+ foi inferior a producao de linfocitos T CD4+, uma tendéncia
observada em diversos estudos (Costa et al., 2022a; Costa et al., 2022b; Li et al.,
2021; Vikkurthi et al., 2022).

Os linfocitos NK sdo comumente conhecidos por suas fungdes antivirais e
anticancerigenas, é importante destacar que estas células também desempenham um
papel na regulacéo do sistema inato. Elas desempenham um papel vital na defesa
dos tecidos do hospedeiro, eliminando células imunoldgic o ativadas, tais como células
T CD8+ e macrdéfagos, nas fases posteriores da infec¢do, quando a ameaca infecciosa
ja diminuiu. Esse papel imunomodulador contribui para a preservacao da integridade
dos tecidos do organismo (Zafarani et al., 2023). Os resultados deste estudo indicaram
um aumento significativo no niumero de linfécitos NK CD69+ no grupo de idosos em
comparagdo com o grupo de controle. O estudos como o de Le Garff-Tavernier e
colaboradores (2010) também indicou um aumento na expressao do marcador CD69,

responsavel pela ativagcéao de linfocitos NK, em idosos quando comparado a jovens.

Assim como as células NK, as células NKT tém caracteristicas citotoxicas, mas
sua principal fungao é regular a secreg¢éao de citocinas pré e/ou anti-inflamatérias apés
a ativacdo (Zingaropoli et al., 2021). Na literatura, n&o foram encontrados estudos que
avaliassem a expressao de NK e NKT pos vacinagao contra a COVID-19 entre idosos
e jovens. Em estudos como o de Kaszubowska, Foerster e Kmiec (2022), que
comparou a expressao de NK e NKT em 85 individuos com idade entre 19 e 94 anos,
foi observado um aumento na expressao de células NK e NKT em idosos. Esses
resultados corroboram com os achados do nosso estudo, no qual foi evidenciado um

aumento na expressao de NK e NKT na mesma faixa etaria.
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7 Concluséo

Conclui-se que nao houve diferenca significativa na resposta imune entre 0s
grupos de idosos e profissionais, sugerindo a eficacia da vacinacao
independentemente da idade, com possiveis efeitos benéficos das doses de reforco
na producdo de anticorpos e durabilidade da resposta imune. Ao avaliar dois
momentos poés-vacinacdo completa, aos 90 dias e 360 dias, destaca-se que a
presenca de anticorpos neutralizantes e de anticorpos IgG foi maior no ultimo periodo
(D360). Isso sugere que a dose de reforco da vacina aplicada contribuiu para fortalecer
e prolongar a resposta imune ao longo do tempo.

A andlise celular revelou maior expressao de linfocitos T CD4+ e, embora com
reducdo em linfécitos T CD8+ naive, a rapida expansao dos linfécitos de memdéria
induzida pela vacina pode fortalecer a imunidade. Esse estudo contribui para a
compreensao da eficacia e durabilidade da resposta imune mediada por vacinacéo,
colaborando para o entendimento das estratégias de imunizacdo adotadas do pelo
pais para proteger grupos mais vulneraveis.

Quanto aos linfocitos NK, os resultados indicam uma ativacdo mais
pronunciada, especialmente nas subpopulagbes NK-T e NK, em idosos
institucionalizados que receberam a vacina CoronaVac, comparados aos profissionais
do grupo controle. Essas descobertas fornecem insights valiosos sobre a resposta
imunoldgica a longo prazo ap6s a vacinagcdo e podem ser relevantes na avaliacdo da
eficacia da vacina em distintos grupos populacionais.

Entretanto, a pesquisa apresenta limitagcbes, como o tamanho da amostra e a
falta de investigacdo especifica sobre a resposta da CoronaVac as variantes Delta e
Omicron do SARS-CoV-2. Isso ocorre devido a auséncia de exposicdo dos

participantes a essas variantes durante o periodo de realizacdo do estudo.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Titulo do Projeto: “AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNOLOGICA APOS UM ANO DE VACINAGAO
COM CORONAVAC EM IDOSOS”

Pesquisador Responsével: Profa Dra Dulce Marta Schimieguel Mascarenhas Lima

Local onde sera realizada a pesquisa: Institui¢oes de Longa Permanéncia para Idosos e Universidade Federal
de Sergipe

0 Sr(a) esta sendo convidado(a) a participar como voluntério(a) desta pesquisa porque atende aos pré-
requisitos da populagio alvo para o estudo em questio. Sua contribui¢do é muito importante, mas nio deve
participar contra a sua vontade.

Esta pesquisa serd realizada para avaliar o comportamento do imunizante contra COVID-19 em idosos,
avaliando os efeitos da imunossenescéncia nas respostas imunolégica e celular. Mesmo havendo
recomendagoes especificas para a vacinagao de idosos, ainda nao existe estratégia uniforme para imunizar
esta faixa etdria e avaliar sua eficiéncia. Diante disso, esse projeto propde-se analisar a eficiéncia da vacina
em idosos, tragar estratégias para compreender e amenizar a imunossenescéncia através de estratégias
efetivas que melhorem a qualidade de vida.

Os objetivos dessa pesquisa sdao avaliar a efetividade da vacinag¢do contra a covid-19 em pacientes
idosos de Institui¢oes de longa permanéncia (ILPs) do estado de Sergipe, um ano ap6s a vacinagao com a
CoronaVac.

Serao selecionados 200 idosos e 100 profissionais de institui¢des de longa permanéncia paraidosos do
estado de Sergipe, nas institui¢ées Lar de Idosos de Nossa Senhora da Conceigao (SAME), Residencial Sénior
Pura Vida, Lar e Lazer para Idosos, Meu Aconchego Res. para Idosos, A Associa¢dao de Protegao a Velhice
Desamparada de Estancia, Lar Santo Anténio de Lagarto, Lar Sao Francisco de Assis de Simao Dias, Lar Padre
Gregorio de Nossa Senhora da Gléria e Lar Isafas Gileno Barreto, apds um ano da administra¢dao do esquema
vacinal completo contra a COVID-19. Este trabalho serd desenvolvido no Laboratério de Hematologia
e Toxicologia do Departamento de Farmécia da Universidade Federal de Sergipe (UFS).

Antes de decidir, é importante que entenda todos os procedimentos, os possiveis beneficios, riscos e
desconfortos envolvidos nesta pesquisa.

A qualquer momento, antes, durante e depois da pesquisa, vocé podera solicitar mais esclarecimentos,
recusar-se ou desistir de participar sem ser prejudicado, penalizado ou responsabilizado de nenhuma forma.
Caso voceé ja esteja em tratamento e ndo queira participar, vocé ndo sera penalizado por isso.

Em caso de dividas sobre a pesquisa, Sr(a) podera entrar em contato com o pesquisador responsavel
Dra Dulce Marta Schimieguel Mascarenhas Lima, nos telefones (79) 99191-8102 - (79) 3194-7597, Cidade
Universitaria Prof. "José Aloisio de Campos" Av. Marechal Rondom, s/n, Jardim Rosa Elze, 49.100-000 / Sao
Crist6vao-SE e e-mail hematox2017@gmail.com.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Sergipe.
“0O CEP é um colegiado interdisciplinar e independente, de relevancia ptblica, de cariter consultivo,
deliberativo e educativo, criado para defender os interesses dos participantes da pesquisa em sua
integridade e dignidade e para contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de padroes éticos”
(Resolugao CNS n® 466/2012, VII. 2).
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Caso vocé tenha dividas sobre a aprovagao do estudo, seus direitos ou se estiver insatisfeito com este
estudo, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Sergipe,
situado na Rua Claudio Batista s/n® Bairro: Sanatério - Aracaju CEP: 49.060-110 - SE. Contato por e-mail:
cep@academico.ufs.br.Telefone: (79) 3194-7208 e horarios para contato- Segunda a Sexta-feira das 07:00
as 12:00h.

Todas as informagdes coletadas neste estudo serao confidenciais (seu nome jamais sera divulgado) e
utilizadas apenas para esta pesquisa. Somente nés, o pesquisador responsavel e /ou equipe de pesquisa,
teremos conhecimento de sua identidade e nos comprometemos a manté-la em sigilo.

Para maiores informagoes sobre os direitos dos participantes de pesquisa, leia a Cartilha dos
Direitos dos Participantes de Pesquisa elaborada pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (Conep),
que esta disponivel no site:
http://conselho.saude.gov.br/images/comissoes/conep/img/boletins/Cartilha_Direitos_Participantes_de_
Pesquisa_2020.pdf

Caso vocé concorde e aceite participar desta pesquisa, devera rubricar todas as paginas deste termo
e assinar a tltima péagina, nas duas vias. Eu, o pesquisador responsavel, farei a mesma coisa, ou seja,
rubricarei todas as paginas e assinarei a tltima pagina. Uma das vias ficara com vocé para consultar sempre
que necessario.
0 QUE Sr(a) PRECISA SABER:

v' DE QUE FORMA Sr(a) VAI PARTICIPAR DESTA PESQUISA: Para a sua participa¢do na pesquisa serdo
coletados 20 mL de sangue por meio de pungao periférica no brago ou da mao pela equipe de pesquisadores,
para posterior realizagdo de andlise da producdo de anticorpos e para andlise das células e posterior
armazenamento a -80°C, no caso de um novo projeto o Sr(a) serd contatado para solicitarmos uma nova
permissao.

v" RISCOS EM PARTICIPAR DA PESQUISA: Os riscos relativos ao procedimento de coleta sdo minimos e
estao diretamente associados aos procedimentos de rotina. No caso da coleta de sangue, o procedimento é
praticamente indolor, podendo ocorrer pequenos extravasamentos de sangue no local, possiveis sensa¢oes
de dor ou desconforto com a picada ou reagoes adversas. Os riscos de ordem psicolégica serao minimizados
pela manutencao da privacidade dos participantes no momento da coleta e pelo sigilo da identidade dos
mesmos em quaisquer formas de publicagao elaborada com os dados obtidos.

v' BENEFICIOS EM PARTICIPAR DA PESQUISA: Os resultados obtidos servirao de base para a andlise da
efetividade da vacinac¢ao, bem como da periodicidade de administracdo de doses de refor¢o populacional
especifico e na populagao em geral; dito isso sua participagao é de fundamental importancia.

v' PRIVACIDADE E CONFIDENCIALIDADE: Todos os seus dados serao confidenciais, ou seja, nao serao
divulgados de nenhuma forma para ninguém, minimizando os possiveis riscos relacionados a perda de
confidencialidade. Os resultados poderao ser divulgados em publicacdes cientificas mantendo sigilo dos
dados pessoais.

v’ ACESSO A RESULTADOS DA PESQUISA: As publicagdes contendo os resultados serdo disponibilizadas aos
participantes e a toda populagao em formato acessivel.

v' CUSTOS ENVOLVIDOS PELA PARTICIPACAO DA PESQUISA: vocé nio terd custos para participar desta
pesquisa; se o sr(a) tiver gastos com exames, transporte e alimentacao, inclusive de seu acompanhante (se
necessario), eles serao reembolsados pelo pesquisador. A pesquisa também nao envolve compensagoes
financeiras, ou seja, o sr(a) ndo podera receber pagamento para participar.
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v' DANOS E INDENIZACOES: Se lhe ocorrer qualquer problema ou dano pessoal durante a pesquisa, lhe sera
garantido o direito a assisténcia médica imediata, integral e gratuita, as custas do pesquisador responsavel,
com possibilidade de indenizagao caso o dano for decorrente da pesquisa (através de vias judiciais Cédigo
Civil, Lei 10.406/2002, Artigos 927 a 954).

Consentimento do participante

Eu, abaixo assinado, declaro que concordo em participar desse estudo como voluntario(a). Fui
informado(a) e esclarecido(a) sobre o objetivo desta pesquisa, li, ou foram lidos para mim, os procedimentos
envolvidos, os possiveis riscos e beneficios da minha participacao e esclareci todas as minhas duvidas.

Sei que posso me recusar a participar e retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que
isto me cause qualquer prejuizo, penalidade ou responsabilidade. Autorizo o uso dos meus dados de
pesquisa sem que a minha identidade seja divulgada.

Recebi uma via deste documento com todas as paginas rubricadas e a tdltima assinada por mim e
pelo Pesquisador Responsavel.

Nome do(a) participante:
Assinatura: local e data:

Declaragao do pesquisador

Declaro que obtive de forma apropriada, esclarecida e voluntdria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste participante para a participagdo neste estudo. Entreguei uma via deste documento com
todas as paginas rubricadas e a tltima assinada por mim ao participante e declaro que me comprometo a
cumprir todos os termos aqui descritos.

Nome do Pesquisador Responsavel:

Assinatura: Local/data:
Nome do auxiliar de pesquisa/testemunha quando aplicavel:
Assinatura: Local/data:

Assinatura Datiloscépica (quando ndo alfabetizado)
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNOLOGICA APOS UM ANO DE VACINAGAO COM
CORONAVAC EM IDOSOS

Pesquisador: DULCE MARTA SCHIMIEGUEL MASCARENHAS LIMA

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 64091222.0.0000.5546

Instituicdo Proponente: FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.753.535

Apresentacao do Projeto:

As informagdes elencadas nos campos “Apresentacdo do Projeto”, “Objetivo da Pesquisa” e “Avaliagdo dos
Riscos e Beneficios” foram retiradas do arquivo “Informacdes Basicas da Pesquisa”
(PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_1982573.pdf) e do "Projeto Detalhado / Brochura
Investigador" (PROJETO_VACINAS_IDOSOS . pdf), postados em 07/10/2022 e 18/07/2022,
respectivamente.

INTRODUGAO:

Em dezembro de 2019, a cidade chinesa de Wuhan registrou seus primeiros casos de pneumonia grave de
origem desconhecida, esses casos foram notificados a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), devido sua
etiologia ndo estar bem definida pelas autoridades nacionais do pais. O grupo de pesquisa de coronavirus
nomeou oficialmente o novo virus zoonoético de coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave tipo 2, ou
SARS-CoV- 2, abreviado, o agente causador da doenga do coronavirus 2019 (COVID-19), considerada uma
infecgdo viral altamente contagiosa e com altas

taxas de mortalidade. Logo, a COVID-19 se tornou uma emergéncia internacional de saude publica
(RABAAN et al., 2020; HASOKSUZ et al., 2020; KHAN et al., 2020). Os sintomas mais comuns incluem

febre, tosse e fadiga, podendo estar associados a produgado de escarro, cefaleias, anosmia, hipogeusia,

diarreia, mialgia e dispneia. Por outro lado, os sinais da doenga podem
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Studies have shown that severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2)
may induce humoral and cellular immune memory to receptor-binding domain (RBD), spike
glycoprotein (S), and nucleocapsid (N) protein for at least five months in more than 90 % of
individuals with COVID-19 (Dan et al., 2021). However, there is consistent evidence for the
effect of disease severity on antibody magnitude (Peluso et al., 2021). It has been suggested
that asymptomatic or mild COVID-19 patients have inadequate acquisition of humoral immun-
ity (Takeshita et al., 2021), which is critical for herd immunity and the development effective
vaccination strategies. In this study, we evaluate changes in humoral immune responses in pa-
tients with asymptomatic or mild COVID-19 during six months of follow-up.

In this longitudinal study, we selected 62 individuals (median age of 42.5 years; interquar-
tile range [IQR] 33.3-52.0; 59.7 % female) tested positive for SARS-CoV-2 immunoglobulin
G (IgG) antibodies using a fluorescence immunoassay (FIA) (iChroma Il, BioSys) from July
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2020 (peak of the first wave) to March 2021 (begging of the second wave associated with trans-
mission of the Gamma variant) in the state of Sergipe, Northeast Brazil. Sergipe is located in a
region with the worst socioeconomic indicators in the country, has an estimated population of
2.3 million, and a Human Development Index of 0.665. The first case of COVID-19 in Sergipe
was confirmed on March 14, 2020, and at the time of writing this manuscript, more than
341,000 cases and 6400 deaths had been registered.

All participants included in the present study had a history of asymptomatic or mild
COVID-19, were not vaccinated against the disease, and were selected from the EpiSERGIPE
Project conducted in the state of Sergipe. The EpiSERGIPE project was a population-based
serosurvey study that aimed to estimate the proportion of the population previously infected
and to determine the population's level of immunity against SARS-CoV-2. In the state of Ser-
gipe, the seroprevalence of SARS-CoV-2 antibodies in July 2020 and March 2021 was 9.3 %
(95 % CI1 8.5-10.1) (de Souza Araujo et al., 2021) and 15.4 % (95 % CI 14.5-16.4) (unpublished
data), respectively.

An in-house indirect enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)-based method was
used to evaluate the serum titers of anti-nucleocapsid SARS-CoV-2 antibodies at three mo-
ments: baseline (D0), 90 days (D90), and 180 days (D180). Briefly, 96-microwell plates (Nunc,
Thermo Fisher Scientific) were coated with 200 pl of recombinant SARS-CoV-2 nucleocapsid
protein at 0.1 pg/mL and incubated overnight at 4 °C. On the following day, the plates were
washed five times with 1 % PBS. Plates were blocked with 2 % BSA dissolved in PBS and
incubated for 2 hours at 37 °C. The samples were diluted to 1:500 and incubated at 37 °C for
1.5 hours. Plates were washed five times with PBS-Tween (0.05 %) and goat anti-human IgG
(HRP) secondary antibodies (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) were added at 1:20,000 and
incubated at 37 °C for 1.5 hours. As previously, plates were washed five times and incubated
for 20 min with 50 ul of o-phenylenediamine dihydrochloride (OPD) (SigmaFast OPD, Sigma-
Aldrich). The reaction was stopped with 25 pl of 1M H2SO4 and read at 450 nm on a plate
reader (Multiskan FC, Thermo Fisher Scientific).

To define the cut-off point, samples cryopreserved since the beginning of 2019 in our bi-
obank, tested by fluorescent immunoassay and demonstrating a non-reactive result were later
used as negative controls with a mean concentration of 3.59 ng/mL. Using the formula “cut-
off=m+(2*SD)”, we obtained the final value of 11.49 ng/mL, where "m" represented the mean
and "SD" the standard deviation of the concentrations of negative controls for SARS-CoV-2.

The serum titers of anti-nucleocapsid SARS-CoV-2 antibodies were plotted in boxplots.
The assumptions of normality were checked, and the Friedman test and post hoc Conover's test
(Bonferroni's correction) were used to compare the levels of IgG antibodies to the SARS-CoV-
2 nucleocapsid protein between the three assessment periods. A two-way ANOVA was used to
analyze the influence of sex (male and female) and age (< 40 years and > 40 years) on the levels
of anti-SARS-CoV-2 antibodies. The significance level adopted was 5 %. The analyses were
performed using the JASP software version 0.13 (JASP Team, Amsterdam, Netherlands).

In DO, 79 % (49 of 62) of individuals had a positive result for the presence of anti-nucle-
ocapsid SARS-CoV-2 antibodies. In D90 and D180, the percentage of positive results was
69.3 % (43 of 62) and 53.2 % (33 of 62), respectively. We found a progressive decline in the
levels of anti-nucleocapsid SARS-CoV-2 antibodies over time, ranging from 26.2 (IQR 12.4-
37.7)in D0 to 11.7 (IQR 5.6-18.2) in D180 (p < 0.001) (Figure 1; supplementary file). In addi-
tion, we found that individuals over 40 years old had higher levels of IgG antibodies to the
SARS-CoV-2 nucleocapsid in D90, regardless of sex. An influence of sex and age on the hu-
moral response was not observed on DO and D180 (Figure 2; supplementary file).

Asymptomatic or mild disease has been found in about 80 % of patients with SARS-CoV-
2 infection. In most cases, antibody levels increase within the first weeks of infection (Qu et
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al., 2020), but our results showed that about 20 % of individuals did not seroconvert in the first
evaluation. Although clinical and biological characteristics may influence the individual im-
mune response, it is possible that this negative seroconversion rate is a result of inherent limi-
tations of the immunoassay, including its sensitivity and the use of only one target SARS-CoV-
2 protein. Furthermore, despite studies having suggested that antibody titers are determined
especially by disease severity and not duration (Seow et al., 2020), we found a progressive
decline in the levels of anti-nucleocapsid SARS-CoV-2 antibodies and an approximately 30 %
decrease in the number of individuals with detectable 1gG antibodies six months after an asymp-
tomatic or mild SARS-CoV-2 infection.

The present findings suggest that the natural humoral response after SARS-CoV-2 infection
in outpatients is not sustained in the long term, which may increase the risk of reinfection for
these individuals. In a study performed by Lumley et al. (2021), it was shown that previous
SARS-CoV-2 infection is associated with protection from reinfection for most people for at
least six months. The decline in humoral response after asymptomatic or mild infection has
been associated with lower viral load and lower release of pro-inflammatory cytokines, as well
as a decrease in blood B-cell ratio and antibody-secreting cells (Yang et al., 2021).

Age and sex are factors that can influence the humoral response through antibody produc-
tion during and after SARS-CoV-2 infection. In our study, we found that subjects over 40 years
old had higher levels of IgG antibodies to the SARS-CoV-2 nucleocapsid than those younger
subjects three months after infection. In addition, we found no differences between sexes re-
garding the serum titers of anti-nucleocapsid SARS-CoV-2 antibodies at the three time points.
These findings showed different kinetics in the humoral response against SARS-CoV-2 infec-
tion according to age and corroborate other studies that showed that older age is associated with
sustained antibody response in COVID-19 (Noh et al., 2021). Although the impact of age on
COVID-19 clinical outcomes is recognized, it has been suggested that immunosenescence
could be two forces with opposite effects, partly explaining the complex relationship between
age and antibody levels after COVID-19 infection (Meyer et al., 2022).

This study showed a progressive decline in the levels of anti-nucleocapsid SARS-CoV-2
antibodies during the first six months after SARS-CoV-2 infection among individuals with
asymptomatic or mild disease. Approximately 50 % of individuals have no detectable antibod-
ies six months after infection. Moreover, we found a potential influence of age on the humoral
response against SARS-CoV-2.
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