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RESUMO

Introdugao: A covid-19 é uma doencga infecciosa causada pelo virus SARS-CoV-2,
responsavel pela ultima pandemia, declarada em margo de 2020. Levou a obito cerca
de 7 milhdes de pessoas em todo o mundo, no Brasil, mais de 700 mil 6bitos foram
confirmados pela doenga. A imunizagdo contra a covid-19 segue em andamento,
sendo a principal estratégia de profilaxia disponivel contra o virus. Mundialmente mais
de 13 bilhdes de doses vacinais ja foram administradas, no Brasil mais de 500 milhdes
de doses de vacinas ja foram aplicadas na populacdo. Estudos diversos avaliam a
resposta imune e eficacia das vacinas contra a covid-19, a fim de entender os
mecanismos imunolégicos desencadeados pelos imunizantes. A resposta imune
induzida pela vacina pode sofrer a influéncia de diversos fatores, que variam de
ambientais e genéticos, portanto, tal importancia de estudar esses polimorfismos,
variagdes de nucleotideo unico em genes de vias da resposta imune que podem estar
associados a diferencas de resposta apresentadas pelos individuos imunizados.
Objetivos: O presente estudo tem como objetivo analisar possiveis influéncias de
polimorfismos de nucleotideo uUnico no gene do receptor TLR9 (rs5743836 e
rs187084), que possam estar associados ao perfil de citocinas em individuos
vacinados com a CoronaVac. Material e Métodos: Para este estudo foram coletadas
amostras de 170 servidores da Fundacdo HEMOAM. As amostras foram coletadas em
trés tempos: TO ou pré-vacinagao (n=170), T1 60 dias apds a segunda dose (n=170)
e T2 90 dias apos a segunda dose (n=170), para genotipagem (PCR-RFLP) e analise
de citocinas (Citometria de Fluxo). Resultados: Nos colaboradores deste estudo
ocorreu um aumento significativo dos niveis séricos das citocinas de perfil Th1 (IL-6),
Th2 (IL-4) e Th17 (IL-17) e regulatérias (IL-10) quando comparados ao tempo TO aos
tempos T1 e T2, os individuos portadores dos genétipos homozigotos C/C, C/T e T/T
de ambas as variantes tiveram uma magnitude significativa de citocinas, visto que o
genotipo C/C de TLR9 1486 observamos no tempo T1 uma maior concentragao frente
aos outros genodtipos. Conclusao: Esses resultados surgerem que possivelmente
esteja ocorrendo um equilibrio do perfil Th1 (IL-6) e regulatérias (IL-10) nos individuos

vacinados com a CoronaVac, evitando assim um curso mais grave da doenca.

PALAVRAS-CHAVE: Imunidade Inata; covid-19; Vacinacdo; Variacdo genética;

CoronaVac.



ABSTRACT

Introduction: COVID-19 is an infectious disease caused by the SARS-CoV-2 virus,
responsible for the last pandemic, declared in March 2020. It has killed approximately
7 million people worldwide; in Brazil, more than 700,000 deaths have been confirmed
due to the disease. Immunization against COVID-19 is ongoing and is the main
prophylaxis strategy available against the virus. Worldwide, more than 13 billion
vaccine doses have already been administered; in Brazil, more than 500 million
vaccine doses have already been applied to the population. Several studies have
evaluated the immune response and efficacy of COVID-19 vaccines in order to
understand the immunological mechanisms triggered by the immunizers. The immune
response induced by the vaccine can be influenced by several factors, ranging from
environmental to genetic, hence the importance of studying these polymorphisms,
single nucleotide variations in genes of immune response pathways that may be
associated with differences in response presented by immunized individuals.
Objectives: This study aims to analyze possible influences of single nucleotide
polymorphisms in the TLR-9 receptor gene (rs5743836 and rs187084), which may be
associated with the cytokine profile in individuals vaccinated with CoronaVac. Material
and Methods: For this study, samples were collected from 170 employees of the
HEMOAM Foundation. Samples were collected at three time points: TO or pre-
vaccination (n=170), T1 60 days after the second dose (n=170) and T2 90 days after
the second dose (n=170), for genotyping (PCR-RFLP) and cytokine analysis (Flow
Cytometry). Results: In the collaborators of this study, there was a significant increase
in the serum levels of Th1 (IL-6), Th2 (IL-4) and Th17 (IL-17) and regulatory (IL-10)
cytokines when compared to time TO to times T1 and T2, carriers of the homozygous
genotypes C/C, C/T and T/T of both variants had a significant magnitude of cytokines,
since the C/C genotype of TLR9 1486 we observed at time T1 a greater concentration
compared to the other genotypes. Conclusion: These results infer that a balance of the
Th1 (IL-6) and regulatory (IL-10) profile is possibly occurring in individuals vaccinated

with CoronaVac, thus avoiding a more severe course of the disease.

KEYWORDS: Innate Immunity; covid-19; Vaccination; Genetic variation; CoronaVac.
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1 INTRODUGAO

A pandemia da covid-19 causada pelo virus SARS-CoV-2, surgiu em meados
de dezembro de 2019 em Wuhan, na provincia de Hubei, China. Desde seu inicio, o
numero de casos cumulativos de infecgdes ocasionado pelo virus passa de 700
milhdes, com aproximadamente 6 milhdes de dbitos registrados mundialmente. No
Brasil, os numeros de casos somam mais 38 milhdes com mais de 700 mil obitos
confirmados (OPAS et al, 2023).

A campanha de vacinagao contra a covid-19 teve inicio em dezembro de 2020
e hoje conta com mais de 13 bilhdes de doses vacinais administradas mundialmente,
com o numero de doses aplicadas no Brasil passando de 500 milhdes (OMS et al.,
2023)

Desde o inicio da campanha de vacinacgao contra a covid-19, diversos estudos
sobre a eficacia e resposta imune mediada pelas vacinas vém sendo realizada, com
o intuito de melhor elucidar os mecanismos imunologicos desencadeados, bem como
a protecéao oferecida pelos imunizantes (BARROS et al, 2020).

A imunidade inata é a primeira linha de defesa ativada em resposta aos
estimulos vacinais, sendo os receptores de reconhecimento de padrées moleculares
associados a patogenos (PRRs), um dos seus principais mecanismos de agao (SILVA
et al., 2021). Os receptores do tipo Toll (TLR), exercem um papel fundamental no
reconhecimento e ativagao da resposta imune frente a infecgdo ou vacinagao contra
o virus SARS-CoV-2, levando a uma cascata de sinalizagcdo moleculares e ativagao
de respostas imunoldgica especifica (FILHO et al., 2021). Diversos fatores
intrinsecos e extrinsecos influenciam na forma como estes respondem ao estimulo
vacinal (VIEIRA et al., 2020).

Estudos de associagédo de variagbes genéticas em genes da resposta imune
inata com a predisposicao, suscetibilidade ou protecao frente a covid-19 vém sendo
descritos na literatura. Variantes genéticas em genes dos TLR ja foram associados
a prognostico ruim e favoravel em diversas doencas infecciosas e imunoldgicas
(SUGAHARA; FERREIRA; PRANCIC, 2021). Diante disso, o presente estudo tem
como objetivo analisar relagdo de determinados polimorfismos de nucleotideo unico
(SNP) no gene do receptor TLR9 (rs5743836 e rs187084), que possa estar associado
ao perfil de citocinas, em individuos vacinados com a CoronaVac.



2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 DOENGA CORONAVIRUS 2019 (COVID-19): ASPECTOS GERAIS E
ETIOLOGIA

A covid-19 é uma infec¢cdo que afeta principalmente a trato respiratério
superior e inferior. A doenga é altamente contagiosa, apresenta alta taxa de
mortalidade e sua fisiopatologia ainda nao esta totalmente esclarecida. O dano
pulmonar, juntamente com a desregulacdo imunologica generalizada, sdo os
principais componentes da patogénese da COVID-19. Os primeiros casos surgiram
em dezembro de 2019, em Wuhan, China, sendo entdo relatados como uma
pneumonia grave, causada por um agente infeccioso até entdo desconhecido.
Posteriormente, descobriu-se que o agente infeccioso era um novo beta
coronavirus (B CoV), denominado coronavirus da sindrome respiratéria aguda
grave 2 (SARS-CoV-2), devido a sua semelhanca filogenética com o SARS-CoV
(ABUFARES, 2022).

Os coronavirus sdo conhecidos desde a década de 60 e fazem parte da
ordem Nidovirales, familia de virus Coronaviridae e subfamilia Orthocoronavirinae.
Apresentam em sua estrutura externa projecoes de proteinas que se assemelham
a uma coroa, de onde descende o seu nome (HUN et al., 2021). Os CoVs
(Coronavirus) possuem cerca de 60 - 140 nm de didmetro e s&o revestidos por
proteinas e possuem como material genético um RNA de fita simples de polaridade
positiva, onde é facilmente transcrito apds chegar na célula hospedeira (BORGES
et al., 2020).

Os coronavirus sao divididos em quatro géneros principais: Alfa, Beta, Gama
e Delta que infectam tanto os seres humanos, como os animais. Nos géneros Alfa
e Beta encontram-se as cepas que mais acometem humanos, em sua maioria,
causando infecgdes leves do trato respiratério, como os HCoV, NL63 e 229E,
pertencentes ao género Alfa (VIEIRA et al., 2020).

Ao todo sao conhecidas sete espécies de betacoronavirus que infectam
seres humanos, e é neste género que se encontram as principais cepas
emergentes de importancia médica, como o SARS-CoV-1, que levou a epidemias
de sindrome respiratéria aguda grave em 2002 e 2003, tendo origem na China e

afetando mais de 30 paises, o MERS-CoV, que em 2012 ocasionou epidemias de



sindrome respiratéria do Oriente Médio na Arabia Saudita e em 2019 o SARS-CoV-
2, responsavel pela Gltima pandemia de covid-19 (VIEIRA et al., 2020; PALU et al.,
2021).

O novo betacoronavirus compartilha 79% de similaridade gendmica com o
SARS-CoV e 50% com MERS-CoV, tendo a capacidade de se replicar no trato
respiratorio superior e inferior e causar pneumonia fatal (KUMAR et al., 2020). Com
o decorrer dos anos, estudos relacionam as mutagdes dos Coronavirus a partir do
surgimento de animais infectados, gerando novas cepas e causando novas
infecgbes (NAGAMINE; SOUZA; CHAVES, 2021).

Sua estrutura gendmica € composta por 14 quadros de leituras abertas
(ORFs), 16 proteinas nao estruturais (nsp 1-16) as quais compdem o complexo
replicase, um terco restante € composto por 9 proteinas assessoriais e 4 proteinas
estruturais: S (spike), E (envelope), M (membrana) e N (nucleocapisideo), onde a
proteina S é mediadora da entrada do SARS-CoV-2 nas células alvo (Figura 1)
(HARRISON; LIN; WANG, 2020) (SHEREEM et al., 2020) (REDONDO et al.,2021).

> Proteina do nucleocapsideo (N)

Proteina spike (S)

[ - { ORF1b

RdRp Hel

.

WII#WI

Furina  TMPRSS2

RF6
$1 SUs2s2 2

Figura 1 - Estrutura esquematica do virus SARS-CoV-2 causador da COVID-19.
Estrutura esquematica do virus SARS-CoV-2 causador da COVID-19. SARS-CoV-2 e
revestido por quatro proteinas estruturais que incluem a proteina Spike (S), proteina

de membrana (M), proteina Nucleocaspideo (N) e proteina de envelope (E). (b) Seu



genoma é composto por ORF1a-ORF1b-S-ORF3-E-M-ORF6-ORF7 (7a e 7b) -ORF8-
ORF9b-N em ordem. Dezesseis proteinas ndo estruturais (nsp1-11, 12-16) séo
codificadas por ORF1a e ORF1b, respectivamente, e nove proteinas acessorias foram

delineadas.

Fonte: Traduzido de Zhang et al., 2021

2.2 EPIDEMIOLOGIA

Ao final de dezembro de 2019, uma grande ocorréncia de pneumonia de causa
desconhecida na China, levou a um alarme mundial. Investigagdes epidemioldgicas
constataram que o agente causador da infecgao, era um virus pertencente a familia
dos Coronavirus e estudos filogenéticos tragcaram uma familiaridade genémica de 80%
com o betacoronavirus SARS-CoV, sendo denominado posteriormente de SARS-
CoV-2 (BITAR e STEINMETZ, 2020). Estudos do material genético viral, apontam
fortemente para a origem zoondtica com semelhanga genémica de 90% com
coronavirus de morcegos, (VIEIRA et al., 2020) (CAVALCANTE; ABREU, 2020).

Inicialmente, Wuham (China), se tornou o epicentro da doenca, com altos
indices de casos graves e mortes, poucos meses depois a transmissao do virus se
espalhou para mais de 200 paises, com mais de 1,7 milhdes de casos confirmados e
110 mil ébitos registrados (HELMY et al., 2020) (MARTIN et al., 2020).

A auséncia de vacinas e tratamentos disponiveis, unida a alta propagagéao e
sustentabilidade biolégica do virus, fez com que em 11 margo de 2020, fosse
declarada situagao de pandemia de covid-19, pela Organizagdo Mundial de Saude
(OMS), (SOUTO, 2020, SHEREEN et al., 2020).

Em 3 anos desde seu inicio, 0 numero de casos cumulativos de infec¢des pelo
virus soma mais de 700 milhées em todo o mundo, com aproximadamente mais de 6
milhdes de obitos confirmados pela doenca. No Brasil, o0 numero de casos de
infecgbes cumulativas pelo virus passa de 37 milhdes com mais de 700 mil obitos
registrados (WHO., et al 2023).

A néo interrupgao do processo de transmissao viral fez com que o virus SARS-
CoV-2 sofresse mutagdes, como exemplo a variante gama, também conhecida como
P.1, a principal responsavel pela segunda onda de COVID-19 no Brasil, tendo
impactos devastadores (SILVA et al, 2021) (MICHELON, 2021). Manaus, a capital do



Amazonas, cidade que iniciou e sucumbiu primeiramente a esse processo, levando
ao colapso do servigo de saude publica e privada, caracterizada principalmente, pela
falta de oxigénio, ocasionando a morte de varios individuos, apontando o estado do
Amazonas como um dos maiores indices de casos e mortes pela covid-19 (BARRETO
et al., 2021) (FARIA et al., 2021) (MENEZES; FONSECA; FERREIRA, 2020).

2.3 CICLO DE REPLICAGAO VIRAL

O virus entra na célula hospedeira através da interagao da proteina S com a
enzima conversora de angiotensina 2 (ECA-2). O processo de entrada se inicia com
a ancoragem e ligacao da proteina S, localizada na superficie de membrana do virus,
com o receptor de membrana celular, a enzima ECA-2 (VIEIRA, et al., 2020). A
subunidade S1 da proteina S, se liga ao dominio de peptidase do receptor celular
ECA-2, gerando uma conformacgéo trimétrica ECA-2-S1-S2, resultando na liberagao
de enzimas proteoliticas pela célula hospedeira (JACKSON, C.B et al., 2022).

Assim, a Serina Protease Transmembranar do tipo Il (do inglés type II
transmembrane serine protease - TMPRSS2), cliva a subunidade S1, levando a
endocitose viral ou fusdo de membrana e entrada do virus na célula, (ZHANG et al.,
2020). A absorcao de SARS-CoV-2 pelas células hospedeiras nao depende apenas
da ligacao da proteina S do virus ao receptor ECA-2, também requer a ativagao da
proteina S pela TMPRSS2. Logo, sua atividade mutua é necessaria para a entrada
do virus na célula hospedeira (PALU, I.A. 2021) (LIMA; SOUSA; LIMA, 2020).

Apos a formagdo do complexo ECA2-S1-S2, as particulas virais sao
absorvidas por endossomos e a subunidade S1 é clivada pela enzima catepsina-L,
ocasionando a fusdo das duas membranas (LIU et al., 2020). J& dentro dos
endossomos o virus libera o RNA de fita simples de polaridade positiva, permitindo
a producao de estruturas proteicas, necessarias para a sua replicagao viral. As
particulas virais geradas sao transportadas na juncéo do reticulo endoplasmatico na
qual é encaminhada para complexo de Golgi pelo compartimento intermediario de
onde seguem em vesiculas se complexando a membrana citoplasmatica, em que

séo liberadas por brotamento, como mostrado na figura 2 (BRITO, et al. 2020).
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Figura 2 - Ciclo de replicagao viral.

O ciclo de replicacdo do SARS-COV-2 inicia através da ligagdo de sua proteina de
superficie (S) com a ECA-2. O RNA viral é liberado no citoplasma e traduzido,
replicado e transcrito. Proteinas N, M, E, S e RNA viral sdo posteriormente montados
no compartimento intermediario ER-Golgi (ERGIC) para formar virions maduros e

liberados por exocitose para infectar outras células.
Fonte: Traduzido e adaptado de Jiang, et al., 2020



2.4 TRANSMISSAO, SINTOMAS E DIAGNOSTICO

A infec¢ao pelo SARS-CoV-2 ocorre de um individuo infectado para outro, por
meio de goticulas de saliva, tosse, espirro ou através de objetos ou superficies
contaminadas, seguido de interagdo com mucosas como olhos, boca e nariz, (ISER
et al., 2020). O periodo de incubagéao do virus varia de 3 a 5 dias podendo ocorrer a
transmissdo do 7 ao 8 dia de infeccdo, sendo que, individuos com infeccéo
assintomatica também podem transmitir o virus, (OLIVEIRA; MATOS; SIQUEIRA,
2020) (CAVALCANTE; ABREU, 2020).

Os sinais e sintomas mais comuns sdo febre, tosse seca, coriza, dor de
garganta e dificuldade respiratdria. Estudos evidenciam que 80% das pessoas que
se infectam com o virus, sdo assintomaticas ou apresentam sintomas leves da
doenca, se recuperando assim, sem a necessidade de tratamentos especificos,
(SOUZA, et al., 2020). No entanto, em torno de 20% dos casos precisam de
assisténcia hospitalar, cuidados intensivos devido a manifestagcao grave ocasionada
pela covid-19, o que leva principalmente a sindrome respiratéria e pneumonia, que
acomete cerca de 5% dos pacientes, (SOUZA et al., 2020).

A Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo (SDRA), que se manifesta nas
formas graves da covid-19, tem maior incidéncia em individuos com comorbidades e
adultos acima dos 60 anos. Nesses individuos € comum o aparecimento de doengas
de base e supressdo imunoldgica devido a imunossenescéncia, fazendo dessa
populagdo um dos principais grupos de riscos com elevado numero de obitos
(OLIVEIRA; MATOS; SIQUEIRA, 2020); (MOREIRA, 2021).

A infecgdo pelo virus SARS-CoV-2, pode desencadear diversas
complicagdes, dentre elas, a chamada tempestade de citocinas, levando o paciente
a maiores agravos, como quadros de hiper coagulabilidade e disfuncbes em
multiplos 6rgéos, (OZCEYLAN e ALCTUNTAS, 2021). Nesses casos se observa o
acometimento extrapulmonar, em que a manutencéo do processo infeccioso leva a
resposta imunes desreguladas com intensa liberagao de citocinas pré-inflamatérias,
se tornando sistémico, atingindo assim, outros 6rgaos, (ALVAREZ e VIGIL, 2020).

O exame RT-gPCR é considerado o padrdo ouro e referéncia para



identificacdo da presenca do virus por meio de vias respiratorias. Recomenda-se a
realizacao logo nos primeiros dias dos sintomas, pois € quando o individuo possui
carga viral relativamente mais alta, possibilitando assim identificar o genoma do
virus. O exame é realizado por meio da introducdo de um swab na cavidade nasal e
oral (nasofaringe e orofaringe), visando obter células epiteliais do trato respiratorio
superior possivelmente contaminas pelo virus, (NASCIMENTO et al., 2020) (SALIAN
et al., 2020).

Vale ressaltar que resultados negativos ndo excluem a possibilidade deste
individuo estar no periodo de incubacgéao da infec¢cdo, quando a carga viral pode estar
abaixo do limite de detecgao do teste (FERNANDES et al., 2022).

Com o avanco da pandemia, houve aumento expressivo da procura por
métodos de diaguindsticos para a civid-19, os testes soroldgicos identificam
anticorpos (IgM, IgA e IgG), na qual sdo gerados como parte da resposta imune do
individuo contra o SARS-CoV-2 (YUCE; FILIZTEKIN; OZKAYA, 2020). Esses
anticorpos sao possiveis de serem detectados somente apds a primeira semana do
inicio dos sintomas clinicos, com maior probabilidade na segunda semana da
infeccado. Os testes soroldgicos para detecgcao de anticorpos especificos contra as
proteinas virais sdo feitos por ELISA, por ele, pode-se afirmar ou refutar o contato

prévio com o virus, (RAI et al., 2021).

2.5 RESPOSTAIMUNE NA COVID-19

O processo inflamatoério desencadeado pela imunidade inata leva a ativagao
da resposta imune adaptativa, mediada pelos linfocitos T e B. Essa resposta
caracteriza-se pela producao de anticorpos especificos e pela formagao de células
de memoria, fundamentais para o controle das infecgdes virais e para a eficacia das
vacinas. (SETTE e CROTTY, 2021).

O sistema imune inato tem papel primordial na fisiopatologia da covid-19, sendo
essencial para o desenvolvimento da resposta imune adaptativa. O virus é
reconhecido por receptores de reconhecimento padrao (PRR), como por exemplo,
receptores do tipo Toll (Toll Like Receptors), possuindo capacidade de reconhecer os
Padrées Moleculares Associados a Patégenos (PAMPs) e Padrdes Moleculares

Associados a Danos (DAMPs), sobre células lesadas durante uma infeccéo, liberando



inumeros mediadores quimicos, como citocinas e quimiocinas, células imunes como
macrofagos e células dendriticas (DCs), assim como os Interferons (IFNs) | e I, IL-6,
TNFa, L-1B e IL-8 que induzem o recrutamentos de células inatas e adaptativas no
controle da infecgao, (SILVA et al., 2021), (FERRAZ et al., 2011).

Estudos tém demosntrado a relagdo de pacientes com pneumonia grave
associada a covid-19 com a ativacao elevada de neutréfilos, aumentando inflamacéao
pulmonar, secregdes de mucosas espessas nas vias aeéreas, maiores niveis de
citocinas pro-inflamatdrias, dano pulmonar e microtrombose, assim leucocitose e
neutrofilia sdo caracteristicas da infegdo aguda, onde a neutrofilia prediz pior

prognostico em pacientes com covid-19 (LI et al., 2020).

Os linfocitos tém um papel fundamental na infecgao viral, ativados por T CD4+.
Os linfocitos B produzem anticorpos especificos e orquestram respostas a outras
células imunes, os T CD8+ tem uma acao citotoxica sobre as células infectadas,
(SETTE e CROTTY, 2021). A reducao dessas populagdes celulares na infeccéo pelos
SARS-CoV-2, pode estar associado a cronificagcdo da doenga nos pacientes com
covid-19. A inducdo a resposta viral, Th1, Th2 e Th17, levam a secregao de
importantes citocinas nesse processo. Estudos relatam reducdo de linfécitos T
reguladores e linfocitos B em pacientes em situagdo mais grave da doenca, o que
pode explicar a exacerbacdo da quantidade de citocinas proé-inflamatérias nesses
pacientes. Consequentemente, pode-se observar aumento na atividade citotoxica de
T CD8+ intensificando esse processo inflamatorio e diminuicdo de T CD4+. Ao reduzir
os niveis de interleucinas (IL-6, IL-10 e TNF) consequentemente ha um aumento da
relacao linfécitos (T CD8+/T CD4+) (BONJORNO, et al., 2020).

2.6 VACINAS

A imunizagao contra a COVID-19 teve inicio mundialmente em dezembro de
2020. Atualmente, existe uma ampla variedade de vacinas que apresentam
tecnologias variadas, eficazes e seguras no controle da covid-19, A campanha de
imunizagao no Brasil teve inicio em fevereiro de 2021 com a vacina de virus inativado
CoronaVac. (LOPES; LAZZARETTI; SMIDERLE, 2021), (CASTRO, 2021).

Existem quatro vacinas disponiveis no Sistema Unico de Saude (SUS) para
imunizagao contra o virus SARS-CoV-2. A vacina Oxford- AstraZeneca, na qual utiliza



a tecnologia de vetor viral do adenovirus recombinante de chimpanzé, deficiente para
replicagédo, que expressa a glicoproteina S do SARS-CoV-2, (BEE et al., 2022).

A vacina BNT162b2 (Pfizer-BioNTech), € uma das vacinas que se encontram
disponivel no SUS, qual se utiliza a tecnologia de mMRNA com o nucleosideo modificado
em nanoparticulas lipidicas, permitindo que o RNA entre nas células hospedeiras para
a producéao da proteina S do virus SARS-CoV-2, (PATEL et al., 2022).

Outra importante vacina disponivel contra a covid-19 é a Janssen, produzida
pela Johnson & Johnson, que utiliza a técnica de vetor viral de um adenovirus humano
recombinante e com incapacidade de replicacdo (BEE et al., 2022).

Nesta tecnologia, os genes adenovirus, que atribuem caracteristicas
infecciosas e prejudiciais aos seres humanos sdo removidos, e substituidos por genes
virais ja conhecidos. No caso da vacina Janssen, o gene retirado impede o adenovirus
de autorreplicar-se e de causar qualquer manifestagédo patoloégica induzida pelo virus,
(BEE et al., 2022).

A CoronaVac foi a primeira vacina que teve seu uso autorizado no Brasil. E uma
vacina de tecnologia de virus inativado apdés o uso de substancias quimicas,
(formaldeido e beta-propiolactona), e administrada via intramuscular, com aplicagéo
de no minimo duas doses, (JIN et al., 2022). Estudos realizados no Brasil mostraram
que duas doses com intervalo de 14 dias, tiveram eficacia de 51%, tendo sua eficacia
mantida em todos os grupos de estudo independente da infecgao prévia, (FILHO et
al., 2022); (JIN et al., 2020).

Estudos demonstram que a producdo de anticorpos neutralizantes diminuem
ao longo do tempo, por isso a implementacao da terceira dose de reforgo, buscando
potencializar a imunidade, o que resultou na melhora da eficacia da CoronaVac acerca
de 98% em casos graves no que diz respeito as variantes (JIN et al., 2020).

Um estudo no qual avaliou uma dose de reforco da CoronaVac em 40
voluntarios, demonstrou que a ativacdo de células T CD4+ com o decorrer das
semanas aumentou, sugerindo que a CoronaVac pode estimular respostas T CD4+
apos a dose de reforgo sustentadas ao longo tempo, tendo também um ligeiro
aumento na producédo de interferon gama (IFN-y), o que implica em uma melhor
resposta humoral e neutralizagdo ao SARS-CoV-2 (SCHULTZ et al., 2022).

Estudos indicam que as quatro vacinas aprovadas pela ANVISA tém alto

potencial no combate a covid-19, na redugdo de agravos em quadros clinicos e



mortalidade, mas sao necessarios estudos que possam garantir melhor embasamento
sobre a durabilidade da resposta imune e seus mecanismos moleculares, visando uma

melhor compreensao na administracdo das doses, (FILHO et al., 2022).

2.7 RESPOSTAIMUNE INDUZIDA POR VACINAS

A resposta imune desencadeada pelo organismo apos a administragdo de uma
vacina, € denominada imunidade ativa ou imunidade adquirida. Assim, dois tipos
principais de células do sistema imune sao ativados: célula B, que produz anticorpos
para combater o virus, e as células T que destrdi células infectadas. Com a resposta
do sistema imunolégico a vacina, ha uma queda nos niveis de anticorpos, mas
algumas células B e T permanecem para combater futuras infec¢gdes (ABUFARES et
al., 2022).

Entdo, o sistema imunoldgico € ativado, as células T CD4+ dependem do
complexo de histocompatibilidade de classe Il (MHC-II), peptideo antigeno (AP) —
MHC-II (complexo principal de histocompatibilidade), para assim se diferenciar em
células T auxiliares (células Th) (LI et al., 2022). As células T CD8+ dependem do
complexo molecular de classe | e se diferenciam em linfocitos T citotdéxicos (CTL). Por
meio das células Th as células B sdo ativadas para produzir anticorpos. Apos a
estimulagdo do antigeno as células B e T formam células de memoria correspondente
para proteger o individuo da infecgéo pelo mesmo patégeno, memoria essa que pode
durar por varios anos. Algumas vacinas podem proteger receptores da invasao viral
e/ou induzir respostas de células Th1 e respostas persistentes no centro germinativo
humano, proporcionando assim uma protecao mais eficiente (LI et al., 2022).

Com o reconhecimento do AP- MHC-II e do receptor de célula T (TCR), as T
CD4+ distribuidas nos 6rgaos linfoides podem se diferenciar em Th1, quais secretam
varias citocinas, como interleucinas 2 (IL-2), interferon gama (INF-Y) e fator de
necrose tumoral alfa (TNF-y), que regulam a expressao de receptores relacionados
(IL-2R). Apos a ligagéo de IL-2 e IL-2R, ocorre a proliferacéo de células T e a ativagcéo
de célula T CD-8+ é promovida. As células T CD-8 ativadas se diferenciam em CTL
impulsionando ainda mais a respostas celular (ABUFARES et al., 2022), (JIN et al.,
2022).



Quando ocorre a eliminagdo da infecgao, os sinais acionados nas respostas
contra o patégeno ndo mais existem, as respostas celulares sao reduzidas, levando o
sistema imunoldgico a homeostase (ABBAS, 2019).

Além das respostas das células T, as células T auxiliares foliculares (células
Tfh) induzidas por vacinas de mRNA, podem desencadear células B do centro
germinativo especificas e eficazes (GC — B — células). A interacdo de células Be T
podem ativar células Th, qual movem-se para foliculos linfaticos, que se diferenciam
em células Tfh, onde as células B ativadas se proliferam e se dividem formando entéo
os centros germinativos (WANG et al., 2022) (LI et al., 2022).

Com o auxilio das Tfh, o que leva a mutag¢des pontuais de alta frequéncia na
regido varial do gene do anticorpo das células B do centro germinativo, ocasionando
a troca do gene de anticorpo, formando células B de memodria e células plasmaticas,
levando a producdo de anticorpo de alta afinidade. Estudos tem revelado que a
resposta de células B do centro germinativo sobre vacinas de mRNA tem se mostrado
satisfatéria principalmente apos a segunda dose (LI et al., 2022).

E essencial a produgcado continua de células B do centro germinativo para
producdo de células plasmaticas de vida longa. Quando temos células B do centro
germinativo que ndo séo transformadas em células plasmaticas, elas se tornam
células de memoria, onde estarao preparadas de forma a produzir anticorpos
especificos para defender o organismo daquele antigeno, com auxilio de células Th
de memoéria quando encontram o mesmo antigeno (ABUFARES et al., 2022) (SOUZA
et al., 2010).

Ou seja, respostas de células B do centro germinativo induzidas por uma
vacina, pode levar a produgao de anticorpos neutralizantes e persistente, acarretando
uma forte imunidade humoral (WANG et al., 2022)

2.8 RECEPTORES DO TIPO TOLL (TLRs)

Os receptores do tipo Toll-like (TLRs) sdo uma familia de receptores de
reconhecimento de padrdes (PRRs), os quais sdo a base da resposta imune inata
(SADIK et al.,2015). Os TLRs participam de diversos mecanismos celulares, no

reconhecimento de PAMPs e DAMPs, e estdo expressos em diversas células do



sistema imune inato como: macréfagos, neutrofilos, células dendriticas (DCs),
células naturais Killer (NK), mastécitos, baséfilos e eosindfilos (YU & FENG, 2018),
(DELNESTE et al.,2007). Sua ativagao leva a uma cascata de sinalizagdo como
mecanismo de defesa do hospedeiro e na reparagao tecidual, ocasionando uma
liberacdo de varias citocinas inflamatorias e moduladores imunoldgicos (Wang et
al.,2015), (BARRAT et al., 2005).

As respostas ativadas pelo hospedeiro por meio dos TLRs de forma
excessiva perturba a homeostase imunolégica por acao inflamatéria exacerbada
de citocinas e quimiocinas, podendo levar o desenvolvimento e progressao
de muitas doengas, como as chamadas doengas autoimunes (Komurcu et al.,2016).
Estudos relatam que os reguladores relacionados a sinalizagdo dos TLRs
representam um alto potencial para medidas terapéuticas (GAO et al.,2017).

Os TLRs sao proteinas transmembranas, 20 a 27 repeticdes ricas em
leucinas (LRRs) extracelulares para reconhecimentos de PAMPs/DAMPSs, tendo
dominios transmembranares e intracelulares, possuem um dominio TIR (toll-
interleucina 1 — IL-1), para ativagao das vias de transdugao de sinal a jusante (GAO
et al.,2017).

Os dominios extracelulares possuem porcdes de glicano que servem como
locais de ligagao, mas esses reconhecimentos mediados por glicanos ainda nao
estdo claros. As principais caracteristicas que distinguem os TLRs estdo
relacionadas em sua especificidade do ligante, vias de transdugéo de sinal e sua
localizagao (SINGH et al.,2014).

Os TLRs sao localizados nos compartimento de membrana celular (TLR1,
TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 e TLR10) expressos na superficie da célula e temos os
TLRs intracelulares (TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9) localizados no reticulo
endoplasmatico (RE), endossomos e lisossomos (Figura 3). Eles sdo expressos em
todos os sistemas imunologicos do inato ao adaptativo e em células ndo imune
como células epiteliais e endonteliais e fibrobastos (DELNESTE et al.,2007),
(WITTIG et al., 2015).
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Fonte: Traduzido de SAMEER; NISSAR, 2021

O TLR9 fica localizado no compartimento de membrana intracelular dos
endossomos e lisossomos, e em humanos ha maior expressdo em células B e células
dendriticas plasmocitéides, todavia apds sua ativacao celular é possivel observar o
TLR9 em neutrdéfilos, mondcitos e células T. No entanto, diferentes autores tem
mostrado a expressao do TLR9 em células epiteliais respiratorias, (WITTIG et al.,
2015).

Assim, o TLR9 reconhece virus dsDNA, como o citomegalovirus de
camundongo (MCMV) e os virus herpes simples 1 e 2 e os genomas de protozoarios,
incluindo Trypanosoma cruzi (BLASIUS1; BEUTLER, 2010).

Os ligantes classicos do TLR-9 sdo DNA de origem viral ou bacteriana, além de

oligonucleotideos CpG nao metilados sintéticos, no entanto, estudos demonstram



que o TLR9 é capaz de reconhecer DNA enddgeno, ocasionando o aumento da
resposta inflamatodria, (LEORATTI et al., 2008).

2.9 VARIANTES Rs5743836 E Rs187084 TLR-9

Por meio das vias de TLRs, como exemplo TLR9/MyD88 uma cascata de
mediadores inflamatorios e diversos tipos de células podem ser desencadeados, como
IFNs tipo 1, TNFa, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17 e ativagdo de Th1 e Th17, linfécitos, células
B, células dendriticas, neutrdéfilos e plaquetas, os quais tem uma alta possibilidade de
estarem envolvidos na tempestade de citocinas, condicbes trombdticas, condicoes
patologicas em multiplos érgdos em pacientes com complicagdes mais graves da
covid-19 (BEZEMER; GARSSEN, 2020).

Condi¢des de saude do hospedeiro podem regular positivamente a expressao
de TLR9, o que contribuiu para inflamacdo mediada por esse receptor elucidando a
gravidade da resposta imune na infecgdo pelo SARS-CoV-2, um paciente em um
estado pro-inflamatério pode levar a suscetibilidade para ativagdo da via TLRO,
levando a alteragdo de expressdo desse receptor nas células (XABREGAS et al.,
2022).

O gene TLR9 se localiza no brago curto do cromossomo 3 (3p21.2) codificando
uma proteina de 1.032 residuos de aminoacidos com peso molecular de 115,8 kDa
(Figura 5). A variante rs5743836 tem sido associada a doengas imunomediadas e uma
maior incidéncia de infecgcao adquirida em UTI, devido a uma predisposi¢cao genética
levando a um ganho de fun¢do do TLR9 (DING et al, 2022).
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Figura 4 - Localizagdo gendmica das variantes rs5743836 e rs187084 no gene TLRO.

Fonte: Autoria prépria, 2023 (Nao publicado)

O polimorfismo TLR9-1237T/C cria um método de amplificacao de sinalizagao
TLRY/IL-6 gerando uma desregulagdo na ativacéo e proliferagdo de células B apods
estimulos CpG. Além disso o polimorfismo rs187084 do TLR9 esta associado a
doengas como reumaticas, neoplasias, tuberculose pulmonar, onde serviu como base
para nivel de risco de pacientes internados relevantes para desenvolvimento de sepse
e perda de fungdo em pacientes criticos (BEZEMER; GARSSEN, 2020).

Estudos evidenciam que o TLR9 pode contribuir para o desenvolvimento e
agravamento de SDRA. Um estudo realizado com pacientes em estado grave mostrou
niveis elevados do ativador de TLR9, associados ao SDRA e mortalidade, tendo maior
incidéncia em pacientes com polimorfismo relacionado ao aumento de expressao de
TLR9 (FAUSTO et al., 2020).

Todavia os TLRs sao vistos como moléculas para auxiliar em novas terapias
estratégicas, para controlar e prevenir o desenvolvimento de doengas que sofrem forte
influéncia dos SNPs genéticos e os efeitos que eles trazem na modulagao imunolégica
(EL-ZAYATE et al., 2019).



3 JUSTIFICATIVA

Embora os receptores do tipo Toll (TLRs) desempenhem papel fundamental na
defesa do hospedeiro contra agentes infecciosos, diversos estudos demonstram que
polimorfismos nesses receptores podem alterar sua fungdo e contribuir para o
desenvolvimento ou agravamento de diferentes doengas. Diversos estudos tém
demonstrado associagao entre esses polimorfismos e a suscetibilidade a sepse, a
asma, as infec¢des causadas pelo virus sincicial respiratorio (RSV) e a covid-19,
associando esses polimorfismos a formas mais graves da doenga e ao aumento da
mortalidade hospitalar. No TLR9 estudos evidenciam que este polimorfismo seja um
fator de risco, nos quais em certos casos foram observadas diferengas na amplificagcao
na sua sinalizacao, levando a uma cascata de eventos inflamatoérios, além de ter uma
associacao a doengas como, reumatica, canceres e pulmonar. Pesquisas relatam que
as diferengas em pacientes em casos mais grave da covid-19 pode resultar, em parte,
da predisposicdo genética, onde se observou diferengas inerentes no sistema
imunoldgico. Dessa forma, este estudo tem como objetivo avaliar a influéncia dessas
variantes na producdo de citocinas em profissionais da saude imunizados com a

CoronaVac.



Objetivos



4 OBJETIVOS

41 OBJETIVO GERAL

e Analisar a influéncia das variantes no gene TLR9 sobre o perfil de

citocinas em individuos vacinados com CoronaVac.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar o perfil sociodemografico e os eventos adversos apds a
vacinacgao;

e Determinar a frequéncia das variantes rs5743836 e rs187084 na populacao
de estudo;

e Analisar a producéo de citocinas Th1, Th2, Th17 e regulatérias nos tempos TO

(pré-vacina) T1 e T2 apds a segunda dose da vacinagao;

e Investigar a associagao entre as variantes estudadas e a produgao de

citocinas nestes individuos.



Material e métodos



5 MATERIAL E METODOS

5.1 ASPECTOS ETICOS

Este estudo faz parte de um projeto maior, coordenado pela Dra. Adriana
Malheiro Alle Marie, intitulado: Analise da resposta imune e eficacia da vacina
contra a covid-19 em profissionais da saude da Fundagdo Hospitalar de
Hematologia e Hemoterapia do Amazonas - HEMOAM. O projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Fundacdo Hospitalar de Hematologia e
Hemoterapia do Amazonas sob o seguinte numero de CAEE:
42728021.0.0000.0009 e parecer: 4.526.128.

5.2 POPULACAO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo descritivo, longitudinal retrospectivo, com uma analise
em trés momentos (TO, T1 e T2) com profissionais da area da saude da Fundagao

HEMOAM, vacinados contra a covid-19 (CoronaVac).

A amostragem é composta por 170 servidores no tempo TO (pré-vacina) T1
e T2 todos considerados clinicamente saudaveis no momento da coleta e que
haviam recebido o imunizante da CoronaVac contra a covid-19, maiores de 18 anos,
que aceitaram participar deste estudo, assinando o TCLE e preenchendo o

questionario sociodemografico.

5.3 CRITERIOS DE INCLUSAO, NAO INCLUSAO E EXCLUSAO

Critérios de inclusdo: Individuos saudaveis, servidores da Fundacao
HEMOAM, que receberam o imunizante da CoronaVac, de acordo com os critérios
de vacinagao do Ministério da Saude, maiores de 18 anos que aceitaram preencher

o questionario demogréfico.

Critérios de Nao inclusdo: servidores que no momento da coleta relataram a
infecgdo por covid-19, gravidas, pacientes com comorbidades ou outra doenga

sintomatica.

Critérios de exclusdo: individuos que participaram inicialmente, mas no
decorrer do estudo desistiram ou suas amostras foram insuficientes para os

experimentos.



5.4 FLUXOGRAMA: DEMONSTRATIVO DAS ETAPAS DO PROJETO
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5.5 COLETAS DAS AMOSTRAS

As amostras para este estudo foram obtidas por pung¢ao venosa distribuidas
em 2 tubos contendo EDTA e gel separador, para procedimentos destinadas a

analise dos polimorfismos do TLR 9 e quantificagdo de citocinas.

As amostras foram processadas no laboratério multidisciplinar da Fundacgao
HEMOAM, onde o soro e o plasma foram separados e congelados a -80°C até o

momento de serem processadas.

5.6 EXTRAGAO E QUANTIFICAGAO DE DNA

A extracdo do DNA gendmico das amostras de sangue coletadas na
Fundacdo HEMOAM, foi feita utilizando o reagente BRAZOL, com 200uL de
amostra de sangue, adicionado a 400uL de Brazol e 100uL de clorofénio e
centrifugado a 12 minutos a 10.000 rpm em T.A (Temperatura ambiente a 20°C).
Apos a adigao de 500uL de etanol 100%, seguido de centrifugacéo e entdo apos o
descarte do sobrenadante, é levado ao banho seco a 56°C por 10 minutos, logo

apo6s adicionado a cada microtubo 100uL de agua destilada estéril (H20dd).

O material genético foi quantificado em equipamento NanoDrop 2000c
(Thermo Fisher Scientific Inc) para analise da concentragéo dos acidos nucleicos e
seu grau de pureza, o DNA foi armazenado a -80°C até a realizagéo da reagdo em

cadeia de polimerase (PCR).

5.7 GENOTIPAGEM PCR-RFLP

Os polimorfismos nos genes dos receptores do tipo Toll foram genotipados
pela técnica de PCR-RFLP descritas por Leoratti et al., (2008), Ramasawmy et al.,
(2009) e costa et al., (2017).



Para a genotipagem das variantes, foi utilizado mix, com volume total de 25
ML, contendo: 4 pL de DNA genbmico em uma concentragdao de 50 a 200ng,
adicionado a 21 uL do Mix da PCR para a seguinte variante do TLR-9 (1237C/T —
1486C/T) contendo 15,3 pL de H20 ultrapura; 2,5 pL de tampao 10x; 1,0 uyL de
MgCI2; 1.0 yL de dNTPs; 0,5 pL de primer forward e reverse e 0,2 de Taq DNA
polimerase para a variante 1237C/T e 1486C/T. O processo de amplificacao foi
realizado no termociclador Veriti® 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems,
Carlsbad, USA). Em seguida foram utilizados 15,0uL de produto da PCR aos 10uL
do Mix para a reacgao de restricdo com a respectiva enzima, diluida em tampao
enzimatico de acordo com as instru¢des do fabricante. Os primers, as condigdes de
ciclagem para PCR e as endonucleases de restricao estdo descritas na tabela
01. Os fragmentos gerados pela PCR-RFLP foram separados por eletroforese em
gel de agarose a 4% dissolvidos em 100ml de TBE 1X, adicionado a 2,0 yL de
brometo e visualizados em luz ultravioleta (UV) no aparelho de fotodocumentacgéao
molecular Imager Gel Doc™ XR (Bio-Rad Corporation, Hercules, CA, EUA), como
demonstrados nas Figuras 5. Descrigdo dos genes, referéncias dos SNPs e primers

utilizados na genotipagem estao descritos na tabela 01.
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Figura 5- Analise da variante TLR9 — 1486CT em individuos vacinados com a
CoronaVac por PCR-RFLP.

Alelo selvagem do gene TLR9 — 1486C/T (145pb), alelo variante (111 e 34pb). Pogo

1: Peso molecular de 100pb. Eletroforese em gel de agarose 2,0% corado com



brometo de etidio.



Tabela 1 - Descricédo do gene, referéncia dos SNPs e primers utilizados na genotipagem.

Enzimas Alelos e
Variantes Iniciadores Protocolo de PCR de Fragmentos (bp)
Restrigao
F: 5-CTGCTTGCAGTTGACTGTGT-3¢ 95°C for 5min, 40x (95°C BstNI C: 135

TLR9-1237 C/T

(rs5743836)

R: 5-ATGGGAGCAGAGACATAATGGA-3

for 30s, 59°C for 30s, 72°C

T: 108+60+48+27

TLR9 -1486C/T

E: 5 TATCGTCTTATTCCCCTGCTGGAATGT-3

for 45s), 72°C for 7min

95°C for 5min, 40x (95°C

Afill

C: 145

(rs187084)

R: 5TGCCCAGAGCTGACTGCTGG-3

for 30s, 59°C for 30s, 72°C
for 45s), 72°C for 7min

T: 111434



5.8 DOSAGEM DE CITOCINAS POR CYTOMETRIC BEAD ARRAZ (CBA)

As dosagens de citocinas das amostras dos servidores foram realizadas pela
técnica de citometria de fluxo, utilizando o Kit Cytometric Bead Array (CBA) com o
kit BDTM Human Th1/Th2/Th17 Cytokine (marca BD® Biosciences, San Diego, CA,

USA), seguindo as orientagbes descritas pelo fabricante.

As citocinas quantificadas foram IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-y e IL17A.O
Kit BDTM CBA utiliza uma série de particulas (microesferas ou beads) de tamanho
conhecido e com intensidade de fluorescéncia distinta para detectar
simultaneamente, por meio de particulas recobertas por anticorpos especificos, as
varias citocinas soluveis. Cada bead de captura esta conjugada com um anticorpo
especifico para cada citocina. A detecgao das citocinas presentes na amostra foram
realizadas através de anticorpos conjugados ao fluorocromo ficoeritrina (PE) que
fornecem um sinal fluorescente em proporgao a quantidade de citocina da amostra

ligada a bead.

Os complexos formados de bead de captura + citocina da amostra +
anticorpo de deteccao foram quantificados através da Citometria de Fluxo. A
intensidade da Fluorescéncia PE de cada complexo revela a concentragdo em
pg/mL de cada citocina. Para a aquisicao das amostras foi utilizado o Citdmetro de
Fluxo FACSCanto Il (Becton, Dickinson and Company, San Jose, CA, USA) da

Fundacao Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM).

Para o célculo das concentracbes em pg/mL e Intensidade Média de
Fluorescéncia (MFI) de cada citocina foi utilizado o software FCAP-ArrayTM
(v3.0.1).

5.9 ANALISE DOS RESULTADOS

Os dados foram tabulados em planilhas no software Microsoft Excel, para
confecgao de tabelas e graficos. As variaveis categoricas sao expressas em valor
absoluto (n) e frequéncia relativa (%). O software GraphPad Prism (versao 9.0.1)
foi utilizado para a analise estatistica e foi utilizado o teste de normalidade de
Shapiro-Wilk. Para variaveis continuas, utilizamos o teste de Mann-Whitney (para
dois grupos), e o teste de Kruskal-Wallis (para trés grupos ou mais). Todas as
analises foram realizadas considerando um intervalo de confianga de 95%, e as

diferencas observadas foram consideradas estatisticamente significativas quando



p<0,05.



Resultados



6 RESULTADOS

Participaram do estudo 170 profissionais da saude, avaliados em trés
momentos: TO (pré-vacinagao), T1 (60 dias apds a segunda dose) e T2 (90 dias apds
a segunda dose da CoronaVac). Todos os participantes tinham idade superior a 18

anos e encontravam-se clinicamente saudaveis no momento da primeira coleta.

6.1 DADOS DEMOGRAFICOS E CARACTERISTICAS CLINICO-
EPIDEMIOLOGICAS

A populagao do estudo foi composta por 170 individuos, sendo 116 (68,2%) do
sexo feminino e 54 (31,8%) do sexo masculino. A mediana da idade foi de 46 anos
(llQ: 33,0-57,0) entre as mulheres e de 40,5 anos (IIQ: 32,8—49,3) entre os homens
(Tabela 2).

Tabela 2 - Caracteristicas demograficas da populagao de estudo. Distribuicdo por
género e idade.

Mulheres Homens
Idade, mediana, (IQR) 46.00 40.50
(33.00 - 57.00) (32.75 - 49.25)
Feminino Masculino
Sexo, n (%) 116 54
(68,2%) (31,8%)

Apesar das vacinas aprovadas contra a covid-19 se demonstrarem seguras em
ensaios clinicos, as reacdes adversas existem e podem variar de acordo com as
caracteristicas clinicas do individuo. Segundo Li et al (2022), as reagbes podem
incluir: febre, dor de cabega, fadinga, dor no local da inje¢do e nauseas. Fatos que
colaboram com o nosso estudo quando relacionamos os eventos adversos causados

apods a administrac&o vacinal na populagao estuda neste projeto.



Os eventos adversos mais frequentemente relatados apds a administragdo da
CoronaVac foram: dor no local da aplicagao (14,1%), cefaleia (8,2%), febre (5,2%),
calafrios (4,7%), dor de garganta (2,9%) e tosse (1,2%) (tabela 3).

Entre os participantes, 94 (55,2%) relataram infecgdo prévia por SARS-CoV-2
antes da primeira dose da vacina, enquanto apenas oito (4,7 %) referiram reinfec¢ao apos

a vacinagao.

Tabela 3 - Eventos adversos relatados apds a administragao da vacina.

REAGCOES n DE PESSOAS %

ADVERSAS (n=170)
Febre 9 5,2%
Dor no local 24 14.1%
Cefaleia 14 8,2%
Tosse 2 1,2%
Calafrios 8 4 7%
Dor na garganta 5 2,9%
Infecgao prévia 94 55,2%
Reinfecao apos 8 4,7%
vacinagao

6.2 PERFIL DAS CITOCINAS TH1, TH2 E TH17 EM INDIVIDUOS
VACINADOS COM A CORONAVAC.

A resposta imune foi avaliada por meio da quantificagcdo das citocinas
representativas dos perfis Th1, Th2 e Th17 nos trés momentos do estudo (TO, T1 e
T2). Foi avaliado o perfil panoradmico da resposta imunolégica Th1, Th2 e Th17,
relacionados ao tempo de vacinagao TO, T1 e T2 sobre as citocinas envolvidas nas
respostas pro inflamatdrias (IL-6, TNF, IFN-y, IL-17) e regulatorias/crescimento (IL-
4, 1L-10, IL12), ou seja, analise de cada citocina inflamatoria e regulatoria dentro de
cada tempo, onde comparamos TO (coleta pré-vacinagéo) com T1 (primeira coleta
apos segunda dose), TO com T2 (segunda coleta apds a segunda dose) e T1 com
T2.

Entao, a partir da concentragao desses mediadores imunoldgicos, sabe-se que
a uma mudanga nessa concentragao de acordo com o grupo, tendo o T1 com a maior

concentragao quando comparado ao TO, ou seja, apresenta maior concentragao de



Pro-

mediadores imunoldgicos, com comparacdes estatisticamente significantes, e
quando comparamos o tempo T2 com o TO também temos esta significancia, porém

entre os dois tempos T1 e T2 nao obtivemos uma significancia expressiva (Figura 7).
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Figura 6 - Panorama de Mediadores Imunoldgicos dos Perfis Th1, Th2 e Th17.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2023 (N&o publicado).

Entao, e possivel observar que teve um aumento significativo principalmente
apos o estimulo da primeira dose, assim procuramos saber qual a magnitude desse
aumento, o que pode variar de acordo com o tempo, entdo o grafico abaixo
demonstra quantas vezes aumentou referente aos tempos T1 e T2 ao tempo TO, a

magnitude do aumento dessas citocinas € maior no tempo T1 quando comparados




ao T2, esse aumento na concentracido do mediador pode variar de acordo com a

citocina.

De modo geral houve um aumento de todas as citocinas principalmente no
T1 em comparagao com o tempo TO, e esse aumento se manteve no tempo T2,

mesmo com menor concentragao sérica relacionado ao T1 (Figura 7/8).
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6.3 FREQUECIA DAS VARIANTES DE INTERESSE

Para esta analise nés usamos o (n) de cada grupo e tiramos a percentagem
(%) para todos os individuos, com intuito de analisar as propor¢cdes de genotipos
alelos e para cada polimorfismo de nucledtido unico. A frequéncia genotipica do
TLR9 (1237) rs5743836 encontrada nos colaboradores do grupo de vacinados
(N=124) mostrou que 64,5% s&o homozigotos com gendtipo C/C, 30,6% sé&o
heterozigotos com gendtipo C/T, 4,8% sao homozigotos para o gendétipo T/T, com
uma representatividade de 79,8% do alelo C e 20,2% para alelo T. A analise de
genotipica do TLR9 (-1486) rs187084 encontrado nos colaboradores vacinados
(n=170) mostrou que 61,2% sdo homozigotos com gendtipos C/C, 24,1% sé&o
heterozigotos com genétipos C/T, 14,7% sao homozigotos com gendtipo T/T, com
73,2% com alelo C e 26,8% com alelo T. Todas as frequéncias dos polimorfismos

estudados estio resumidas na tabela 4.

Tabela 4 - Descricdo das variantes estudadas.

Variante, genétipo ou Grupo Vacinado
alelo (n=124)
TLR9 (-1237) rs5743836
CcC 80 (64,5%)
CT 38 (30,6%)
TT 6 (4,8)
Cc 198 (79,8%)
T 50 (20,2%)
Variante, genétipo ou Grupo Vacinado
alelo (n=170)
TLR9 (-1486) rs187084
CcC 104 (61,2%)
CT 41 (24,1%)
TT 25 (14,7%)
Cc 249 (73,2%)

T 91 (26,8%)




6.4 ANALISE DAS VARIANTES DO GRUPO DE VACINADOS DE ACORDO COM
O PERFIL TH1, TH2 E TH17

Nés também analisamos a concentracdo dos mediadores por genétipo e por
tempo, as analises deste grafico sdo as comparagdes de genotipos semelhantes,
porém em tempos diferentes. Na variante TLR9/1486 em comparagao entre os
tempos T1 e T2 estatisticamente ndo houve nenhuma significancia, mas quando
comparamos com os genétipos do TO em relagédo aos outros tempos percebemos
que ha um aumento significativo sobre os valores de concentragéo de citocinas em
todos os gendtipos, porém nao foi possivel determinar se a uma gendtipo que
favoreca o aumento dessa citocina, uma vez que houve um aumento de todas as

citocinas dos tempos T1 e T2 quando comparamos ao tempo TO.
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Figura 9 - Variante TLR 9 — 1486 (rs 187084) concentragdo e comparagao de citocinas de

acordo com os perfis Th1, Th2 e Th17 em tempos diferentes.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2023 (N&o publicado).



Na variante TLR9/1237 ao analisar as concentragdes de citocinas dos
tempos TO com os tempos T1 e T2 foi possivel observar uma notavel significancia
estatistica, tanto para as citocinas pro-inflamatérias e regulatérias, todavia quando

comparamos os tempos T1 e T2 ndo temos essa significancia entre os dois tempos.

IL-6 TNF
10° a 10°
b ¢ d e f 2 b ¢ d e f
102 102
101 10'
I T —_—
100 1w T
%)
.S
=
Ee] 100 Lt - 101
g TT cTcc - TT CTCC - TT CT CC TT CTcc - TTCTCC - TT CT cC
©
o=
k=
)
= IFN-y IL-17A
o
10° a 10° a
b b
- S d e f c d e f
102 102
10° 10'
100 100
10 107
TT cTcc - TT CTCC - TT CT cC TT cTcc - TT CTCC - TT CT cC
L J L J L J L J L J L J
TO T T2 TO T T2
IL-4 IL-10 IL-2
T 10° a 10° a 10° a
bc de g bc de g bc dg ¢
o hd
o2 107 107
© < 107
S5
SE 10
g
]
28 o T
100 100 =
@ © B
10 10 100
TTCTcc - TTCTCC - TT CT cC TTCTCC - TTCTCC - TT CT CC TTCTCcc - TTCTCC - TT CT ¢C
1 il 1 il 1 il 1 il 1 1 1 1 L 1 L 1 1 1
TO T1 T2 TO T1 T2 TO T1 T2

Figura 10 - Variante TLR 9 — 1237 (rs5743836) concentragdo e comparagao de

citocinas de acordo com os perfis Th1, Th2 e Th17 em tempos diferentes.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2023 (N&o publicado).



6.5 ANALISE DE CITOCINAS DE ACORDO COM O GENOTIPO DE CADA
VARIANTE

Também analisamos o aumento da magnitude das citocinas de acordo com
as variantes (TLR9 — 1237 rs5743836) em comparacado ao tempo TO sobre os
tempos T1 e T2, observamos que houve um aumento significativo no gendtipo
homozigoto C/C na concentragao das respectivas citocinas: IL-17A de 281,7x (T1)
198,8x (T2); INF-y 290,3x (T1) 223,1x (T2); IL-4 140,1x (T1) 109,9x (T2); TNF
301,7x (T1) 234,5x (T2); IL-10 221,9x (T1) 181,4x (T2); IL-2 102,6x (T1) 79,1x (T2);
e IL-6 99,0x (T1) 85,5x (T2), por tanto observamos que os individuos com o
gendtipo C/C apresentaram uma maior concentragao de IL-17A, INF-y e IL-2 para
os tempos T1 e T2. Em relagdo aos individuos com gendétipo heterozigoto C/T
temos uma maior concentracao de IL-10 288,8x (T1) 182,0x (T2); IL-4 169,2x (T1)
115,5x (T2) e IL-6 156,5x (T1) 118,1x (T2). Para as concentragdes de individuos
com genotipo homozigoto T/T notamos que para o tempo T1 a citocina que teve
maior magnitude foi TNF 313,2x e para o tempo T2 ela apresenta uma
concentracio de 185,9x ambas comparadas com o TO, porém quando comparamos
esse mesmo gendtipo entre o mesmo tempo (T2) observamos que para o tempo

T2 ela se mantém em maior concentracéo no genoétipo homozigoto C/C.

f 500 500 500
fe] b B i
c o
Se 400 400 400
Es 1 1
®
< o
_818 _ _| -
o 8 300 300 300
T 0
2 . 1 1
S E
Qo
E 200 T 1T 1 200I T T 200II T T
100 100 100
0 0 0
X X X X X X X X X X X X X X X X X
EXa8RK <88 58 ARKE S Ed S sm <
O - O - © « & © o S ©W o o o ON Qv O 9
® © ® © ¥ N © 0w <+ ¥ N © © N T QW ®®
Fold Change ™ N N - N - - N N N «~ N ™ o - -
X X X X X X X X X X X X X X X X x X x X X
I A N R A TN MY B o o n O S »m oA
U F 0 0 o = o © O NI UV AN o W65 L 600
0 M N O © © ~ ~ 00 M & «— 0 © 0 o © = < ©
N N «~ v~ « - - - - T - = ¥ =
1 T 1 T T T T 1 T T T T oy
O L =< t O N O L >~ << T O N ok =< L onN
Y ] o= v ; I TN T «= O
—'ZZ‘,:_I'—' —'ZZ'\_I'—I —IZZ\—'n_l
= - = a = = T = a = = F - =
'“&=| = F&=| - &:'—zl
Legenda: ® 11 ®



Figura 11 - Magnitude de Aumento das Citocinas de Acordo com as variantes

(1237) rs5743836.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2023 (N&o publicado).



Avaliamos também a magnitude das citocinas para a variante (TLR9 -1486
rs187084) sobre os tempos T1 e T2 em relagdo ao tempo TO. Para o gendtipo
homozigoto C/C no tempo T1 as concentragdes para todas as citocinas de interesse
(IL-6, TNF, IFN-y, IL-17A, IL-4, IL-10, IL-2) apresentaram uma maior magnitude com
relagdo aos outros genotipos, como destaque a IL-10 com 400,7x a mais de
contragdo quando comparado ao TO. Para o gendtipo homozigoto T/T, também
observamos contragdes significativas em ambos os tempos em comparagao ao TO:
IL-6 128,8x (T1) 106,3x (T2); TNF 304,6x (T1) 213,1x(T2); INF-y 286,0x (T1) 198,8x
(2); IL-17A 264,6x (T1) 190,2x (T2); IL-4 177,4x (T1) 132,1x (T2); IL-10 273,2x (T1)
210,7x (T2) e IL-2 100,3x (T1) 76,6x (T2). Os individuos com o gendtipo
heterozigoto C/T apresentaram concentragdes séricas de citocinas significantes
quando comparados ao TO0, IL-6 135,9x (T1) 114,8x (T2); TNF 304,6x (T1) 233,1
(T2); IFN-y 313,2x (T1) 200,2x (T2); IL-17A 281,7x (T1) 197,3x (T2); IL-4 178,6x
(T1)134,1x (T2); IL-10 345,4x (T1) 270,4x (T2) e IL-2 115,2x (T1) 77,6x (T2). Diante
desses dados podemos observar que os colaboradores deste estudo com gendétipo
C/C ap6s a primeira coleta da segunda dose, apresentaram maiores concentracoes
de citocinas quando comparamos ao TO e relativamente com maior magnitude
sobre os gendtipos T/T e C/T quando olhamos para o tempo T1. No entanto apos
a indugao da vacina da CoronaVac aos colaboradores deste estudo é possivel
afirmar que houve uma indugéo da resposta imune com uma contracao significante
de dosagem de citocinas em todos os invidos para ambos os gendtipos,
concentragéo esta medida apos 90 dias depois da segunda dose do imunizante da

CoronaVac.
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Figura 12 - Magnitude de Aumento das Citocinas de Acordo com as variantes (-1486)

rs187084.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2023 (Nao publicado).



Discussao



7 DISCUSSAO

A covid-19, causada pelo novo coronavirus (SARS-CoV-2) que é transmitida
principalmente por goticulas respiratorias e tem alvo células epiteliais ciliadas na
cavidade nasal, traqueia e pulmdes, por meio do receptor celular da enzima
conversora de angiotensina 2 (ACER 2). Apds o surto da doenga varias estratégias
para o enfretamento do impacto global foram implementadas, incluindo a introdugao
de vacinas capazes de minimizar os impactos causado pela covid-19, todavia estudos
se fazem necessario para melhor entendimento da resposta imune frente as vacinas

e sua durabilidade.

Os sintomas mais comuns observados nos colabores de nosso estudo foram
febres, dor no local, cefaleia, calafrios e dor na garganta. Um estudo realizado por
Riad et al. (2021) com 780 profissionais da saude apresentaram pelo menos um
desses efeitos colaterais apds a administracdo da CoronaVac, relatando também que
as mulheres apresentaram maior suscetibilidade aos efeitos colaterais quando
comparados aos homens, ou seja, sado efeitos adversos comuns frente a uma vacina

feita a partir de um virus inativado.

Todavia, na covid-19 os homens tiveram maior taxa de infeccao assim relata
Souza et al., evidenciando na sua populagao de estudo, individuos do sexo masculino
com manifestagées mais severas da doenca, com pior desfecho clinico e maior grau
de transmissibilidade (SILVA et al., 2021). O que pode ser explicado também devido
0os homens terem maior frequéncia de habitos ligados a uso de cigarros e bebidas
alcodlicas, que ligados a comorbidades e/ou alguma outra infecgdo como pelo préprio
SARS-CoV-2 pode acarretar em uma maior vulnerabilidade.

Corroborando também com os achados de Medrado et al (2020), que relata que
em um estudo realizado em fevereiro de 2020 com 99 participantes em um hospital

de Wuhan, 68% dos infectados eram do sexo masculino.

Apesar dos colaboradores deste estudo ndo apresentarem sinais de gravidade
da doenca, estudos recentes relatam associacdo da resposta imune referente a

idade. Tarzerji et al (2022), relataram que a morte em idosos esta associada a



diminuicao da funcéo do sistema imunoldégico. Visto que a maior taxa de mortalidade
esta entre pessoas acima dos 60 anos, como relatado em diversos estudos e

documentado com o decorrer que a pandemia foi se alastrando.

Pessoas acima dos 60 anos de idade foram uma das primeiras a receberem os
imunizantes contra a covid-19, apesar do Brasil ser um pais que possui o SUS, ter
um Programa Nacional de Vacinagao de Imunizagao do Ministério da Saude, o Brasil
se destaca como um dos paises mais afetados pela covid-19, estando entre os trés

paises com maiores numeros de obitos (COSTA et al., 2022).

As altas taxas de mortalidade em sua maior parte, esta associado aos
individuos acima de 60 anos de idade o que ligado a presenga de comorbidade leva
a indicios de letalidade maior neste grupo (MACHADO et al., 2020).

A resposta imune frente a patogénese da covid-19 gera anticorpos rapidamente
ao individuo algumas horas apds a Infecgdo. Os mecanismos imunologicos no
controle da doenga sdo mediados pela imunidade inata e adaptativa (SETTE e
CROTTY, 2021). Logo apds o inicio dos sintomas, foi descoberto que ha uma
producdo de anticorpos neutralizantes, embora as relagbes de magnitude dos
anticorpos se correlacionam com a gravidade da doencga, condi¢des relacionadas a
comorbidades e idade também podem interferir sobre a concentragcédo dos anticorpos
(SUTHAR, 2024).

Ap0s ocorrer a infecgao do individuo pelo SARS-COV-2, o virus normalmente
consegue evadir ou retardar uma resposta imune inata intracelular, uma resposta
tardia de interferon (INF-I) e (IFN-IIl) resulta em uma producdo exacerbada de
citocinas pro-inflamatérias, um infiltrado celular extenso no trato respiratdria,

causando danos pulmonar no individuo (LOWERY et al., 2021).

Todavia, grande parte da populagéao infectada pelo virus causador da covid-19
ou que teve um estimulo vacinal, desencadeia uma resposta bem-sucedida pela
imunidade inata intracelular, com eficiéncia de INFs e mediadores imunoldgicos, ou
seja, uma resposta controlada eficiente (SETTE e CROTTY, 2021). Fato este que

conseguimos observar em nosso estudo.

Entretanto, um atraso na ativacdo da resposta imune inata, observado
principalmente em casos moderados de covid-19, pode favorecer o controle da
infeccdo sem o desenvolvimento de minifestagdes clinicas relevantes, resultando em

um quadro assitomatico. Esse achado é consistente com as estimativas que indicam



que aproximadamente 40% dos individuos infectados pelo SARS-CoV-2
permanecem assintomaticos (ORAN e TOPOL., 2020).

Nosso grupo de estudo os quais receberam estimulo vacinal contra a covid-19
relatam os mesmos efeitos colaterais. Por tanto mesmo esses individuos que foram
exporto ao virus ou tiveram estimulo vacinal ndo necessitam de hospitalizagao,
mesmo que haja um atraso temporal, as respostas de células T e anticorpos
ocorreram relativamente rapida tendo assim o controle da infeccao (LOWERY et al.,
2021).

Os mediadores imunologicos dos colaboradores do nosso estudo evidenciaram
diferencas estatisticamente significativas nos niveis de INF-y , IL-17A e IL-4 ao longo
dos momentos analisados, quando correlacionados ao tempo apos a vacinagao
contra a covid-19. Tais diferengas mantiveram-se significativas mesmo apos 90 dias
da segunda coleta. Esses achados indicam uma resposta vacinal controlada, na qual
as respostas pro-inflamatéria e anti-inflamatéria permaneceram em relativo
equilibrio. De modo semelhante, Ruang et al. (2020) relataram que pacientes
infectados pelo SARS-CoV-2 apresentaram alta concentragao de interferon gama
provavelmente devido a ativacao de células Th1, além de um aumento de citocinas

Th2, como IL-4, que exerce papel supressor sobre a infiltracdo celular.

Sabendo que a vacina CoronaVac é composta por um virus inativado e tem
como objetivo simular uma infec¢do, nossos dados mostraram menor produgao de
IL-6 em comparagdo com outras citocinas, enquanto a producido de IL-4 e IL-10
apresentou magnitude semelhante. Esses achados sugerem um perfil de citocinas

balanceado, sem evidéncias de efeitos adversos severos entre os colaboradores.

Um estudo realizado com 452 pacientes infectados com sars-cov-2, relaciona
0 aumento sérico de IL-6 e IL-10 com a gravidade da doenga, o que condiz com pior
quadro clinico desses pacientes (GASTELUM et al., 2021) (QIN et al., 2020). No
entanto, observamos uma estabilidade na producao de IL-6 e IL10 nos dois tempos

apds a imunizacio da nossa populagao de estudo.

Os colaboradores vacinados deste estudo, apresentaram niveis séricos de
citocinas IL-6, IL-2, INF-y (ambas do perfil Th1), IL-4 (perfil Th2), IL17A (perfil Th17)



e IL-10 (Regulatdria), superiores ao tempo TO para variante TLR9 - 1486,
estatisticamente significativa. Os niveis séricos de citocinas quando comparadas
entre os tempos T1 e T2 ndo apresentaram diferencga estatistica significante, mas o

T2 manteve-se estatisticamente relevante ao TO.

Normalmente espera-se um aumento de niveis séricos de citocinas apds um
estimulo vacinal, podendo haver efeitos colaterais relativamente leve, como
observado no nosso estudo. Muitos estudos correlacionam IL-6 citocina essa pro-
inflamatoria com a gravidade doenga (ROSATI et al., 2023), (Huang et al., 2020). Em
nossos achados, nenhum efeito colateral grave foi observado em nenhum dos
tempos de vacinacgéao, indicando que a uma eficiéncia na primeira e segunda dose,
com uma producéao de citocinas pro-inflamatérias e regulatérias dentro do esperado
apods a administragao do imunizante, dados esses que corrobora com os achados de
JIN et al, (2022).

Quando correlacionamos os graficos no nosso estudo para variante TLR9 -
1237, sobre os tempos analisados, observamos que as citocinas pro-inflamatorias
(IL6, TNF, INF-y, IL_17) e regulatorias (IL-2, IL-4, IL-10) mantiveram-se estaveis
apos a adesao do imunizante nos tempos T1 e T2. Os estudos de JIN et al., (2022)
que avalia a eficacia do imunizante da CoronaVac, realizado em trés paises Turquia,
Brasil e Indonésia, obtiveram uma média de eficacia da vacina dos grupos de 67,7%
para prevengao da covid-19 assintomatica, ou seja, em comparagdo dos que
receberam placebo, a CoronaVac de duas doses diminuiu os riscos de covid-19 em
67,7%.

No nosso estudo tivemos uma imunogenicidade frente ao imunizante da
CoronaVac, apés 90 dias da coleta da segunda dose, com o perfil imunoldgico pela

resposta vacinal continuo e relevante.

Estudos com evidéncias crescentes deixam claro que as respostas imunes
inatas, especialmente por via de sinalizagdo pelo TLR, s&o responsaveis por mediar
respostas imunes a diversos patdgenos, incluindo o sars-cov-2, pois ativam diversos
fatores da imunidade inata, como citocinas pro-inflamataérias e regulatorias (KATRINLI
et al., 2018).

Em um estudo realizado por Pascoal et al.,, 2020 onde eles trazem a
importancia dos PRR, especificamente os receptores do tipo Toll (TLR’s), na qual a

ativacao desses receptores provoca diferentes respostas biolégicas subsequente de



proteinas adaptadoras variadas (MyD88, TIRAP, TRIP e TRAM), por meio de uma
cascata de eventos levando a entdo tempestade de citocinas. E que uma resposta
exacerba de citocinas pré-inflamatdrias, como por exemplo a IL-6 esta associado ao

curso grave da doenga.

Os TLR's sao de fato receptores importantes, e cada vez mais estudos relatam
a importancia desses receptores no controle de diversas doengas. KATRINLI et al.,
realizaram um estudo onde eles associaram o gene TLR9 (-1237T—C) (rs5743836)
no controle imunologico espontaneo do virus da hepatite B, onde observaram neste
estudo que a presenga do gendtipo TT para esta variante foi um dos mais presente

em pacientes com o virus da hepatite B.

No entanto, outro estudo feito por ASLAM et al., (2018) avaliando a associado
da variante do gene TLR9 (rs5743836), em pacientes do Paquistao infectados com
virus da hepatite C (HCV), com um (n) 500 pacientes, desses 400 com o virus HCV e
100 individuos saudaveis (controle), concluindo que pacientes com variante TLR9

(rs5743836) pode nao apresentar risco molecular a uma infecgéo pelo virus HCV.

Ou seja, a variante de acordo com a doenga em questao pode presentar uma
maior magnitude de risco a uma infecg¢ao, das respostas moleculares desencadeada
pela variante TLR9 (rs5743836), podendo ser usado a partir de um estudo detalhado
como alvo terapéutico, assim o receptor TLR-9 pode ter um papel fundamental na
patogénese da covid-19 (BEZEMER e GARSSEN, 2021).

Um estudo realizado por VAKIL et al., (2022) onde ele avalia a variabilidade
genética individual, com citocinas pré-inflamatérias de diversos receptores, inclusive
de receptores do tipo Toll, onde ele associa o gene TLR9 (rs187084) a infecgao por
HCV e a admissdo na UTIl. Nesse mesmo estudo ele levanta a questdo de que este
gene pode auxiliar no combate a covid-19, em que uma combinagdo com
medicamentos usado na terapia contra a doenca, pode contribuir na melhora dos
pacientes, pois o TLR9 participa de forma controversa em complicagdes pulmonares.

Outro estudo realizado com 224 pacientes em vulnerabilidade, revelou que
altos niveis do ativador TLR9, mtDNA, se associam a SDRA e mortalidade, sendo
mais forte em pacientes com a variante associado com aumento de expressdo TLR9
(FAUST et al., 2020). Outros estudos ja trazem evidéncias sobre o papel protetor que
o TLR9 pode trazer em casos de asma alérgica e renite (KLINE E KRIEG, 2008).



A diversas controversas sobre o verdadeiro papel do TLR9 em diversas
doengas, inclusive na covid-19. Considerando esse estudo, variantes genéticas e
imunidade inata podem alterar ou definir a susceptibilidade e o progndstico da covid19.
Para uma doenga relativamente nova € preciso mais estudos que direcionem o papel
dessas variantes na covid-19. Estudos futuros envolvendo diferentes plataformas
vacinais, populagdes com maior diversidade genética e analises funcionais da
expressao do TLR9 poderao ampliar a compreensdo dos mecanismos pelos quais
esses polimorfismos influenciam a resposta imunoldgica induzida pela vacinagao

contra a covid-19.



Conclusao



8 CONCLUSAO

Nossos resultados demonstram niveis séricos de citocinas: IL-6, TNF, IFN-y. IL-17A,
IL-4, IL-10 e IL-2, significantes elevados apds administracdo do imunizante da
CoronaVac, (tanto dentro dos 60 dias (T1), quanto dos 90 dias (T2) apds a segunda

dose da vacina) quando comparados ao tempo TO0.

Mesmo n&o tendo uma significancia expressiva quando comparamos os tempos T1
(60 dias) e T2 (90 dias) apds a segunda dose da vacina, no que diz respeito a
magnitude sérica das citocinas de interesse, porém quando olhamos para genotipo
T/T observamos que neste gendtipo a estimulacdo vacinal se sobressaiu ao

analisarmos a primeira coleta apds os 60 dias da imunizacéao.

Os resultados da analise do gene TLR9 (1237/1486) frente a imunizagao contra a
covid-19 pela CoronaVac nos tempos observados apds a imunizagao, resultam no
desempenho efetivo do individuo aos estimulos vacinas imunolégicas por uma
resposta inflamatdéria equilibrada, com efeitos colaterais sem danos significativos ao

individuo.

Apesar dos resultados descritos, ndo foi possivel identificar qual gendtipo estaria
influenciando o aumento da concentracdo desses mediadores, uma vez que, em
ambas as variantes, foram observados aumentos expressivos nas concentracdes de

mediadores apods o estimulo vacinal.

Embora este estudo apresente resultados relevantes, algumas limitagbes devem ser
consideradas. A populagao avaliada foi composta por profissionais da saude de uma
unica instituicdo, o que pode limitar a generalizagdo dos resultados para outras
populagdes. Além disso, foram investigadas apenas duas variantes do gene TLR9,
nao sendo possivel excluir a influéncia de outros polimorfismos envolvidos na resposta

imune a vacinagao.

Todavia mais estudos sao necessarios para um melhor embasamento dessas
variantes, visando no auxilio em terapias mais eficazes afim de conter a doenca em
todos os estagios e no melhoramento das repostas frente aos diversos imunizante

disponivel no combate a COVID-19, que ainda € uma realidade atual.
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12 ANEXOS

QUESTIONARIO E FICHA DE CADASTRO INDIVIDUAL:

Projeto: “Analise da resposta imune e eficacia da vacina contra COVID-19 em
profissionais da saude da Fundagao Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia
do Amazonas”

Nome:

Sexo:M( ) F( ) Data de Nascimento: / / Idade:
anos

Nome da mae:

Local de Nascimento: UF:

Cor de Pele: Branco ( ) Pardo ( ) Negro ( ) Escolaridade:

Profissao: E-mail:

Estado Civil: Solteiro ( ) Amigado ( ) Casado ( ) Divorciado ( ) Separado ( ) Viuvo

( ) a quanto tempo ( ) Possuem Filhos: Sim ( ) Nao( ) Quantos:

Endereco: N°: _ Bairro: Telefone:

Municipio: UF: Tipo de
Moradia:




Quantas pessoas residem:

Tipo Sanguineo
Grupo ABO:
O(C) AC()
AB () B()

Rh:

Positivo ( ) Negativo ( )

Peso: kg | Altura:
cm

Tem alguma comorbidade?

Sim () N&o ()

Qual (is)?
Hipertenséo arterial ( )

Diabetes Mellitus tipo 11 ( )
Obesidade ( ) Cardiopatia ( )
Doenga renal ( ) DPOC ( )

outras doengas ( )

DPOC: Doenga pulmonar obstrutiva
cronica;

VNI: Ventilagdo nao-invasiva.

Poco: Sim (

Jateve COVID-19? ( )Sim ( )
Néo

Inicio dos sintomas: !
/

Final dos sintomas: /
/

Quais foram os sintomas?

Dor em orofaringe () cefaleia ( )
tosse seca ( ) astenia ( )

perda do paladar ( ) perda do
olfato ( ) dispneia ( ) dor
abdominal ( )

diarreia () vbémitos ( )

Outros Sintomas:

) Nao ()

Esgoto: (Tipo)

Tomografia alterada:

Sim( )Nao ( )N&ofez ( )

Internou Sim () Nao ( )
Recebeu oxigénio Sim ( ) Nao ( )

Cateter nasal ( ) VNI ( )
Ventilagdo mecénica ( )

Qual ferramenta de diagnéstico?
( ) RT-PCR (do nariz)
() Teste rapido IgM/IgG

( ) Teste do antigeno

Teve quadro de reinfecgao?
Sim( )Nao( )
Se sim, quando: [

Qual exame de diagnostico:

() RT-PCR (do nariz)

[

( ) Teste rapido IgM/IgG

[

() Teste do antigeno

[

Alguém da sua familia foi

acometido (a) pela COVID-19?
Sim( )Nao( )

Quantas pessoas?

Qual o parentesco?

Alguém da sua familia foi a 6bito
por COVID-19?

Sim( )N&o( )

Em uma escalade 1 a5, quala
gravidade da pandemia

atualmente?

()1()2()3()4()5

1 = Nao grave; 5 = Muito grave




Qual vacina tomou?
( ) CoronaVac (chinesa)
( ) AstraZeneca (Oxford + Butantan)
( ) Pfizer/BioNTech

( ) Sputnik (Vacina russa Gamaleya)

Ja tomou outra vacina da COVID-
197

Sim () N&o ()

Qual?

Datada1°dose: /| |/

Datada2°dose: /| |/

Apresentou reagao a vacina?
Sim( )Nao( )
Qual reagao?

Febre ( ) Dor nolocal ( ) cefaleia (

) tosse () dispneia ( ) calafrios ( )
dor de garganta ( ) diarreia ( )

perda de paladar ( ) perda do cheiro

() vOmito ( ) parada respiratoria (

)

choque anafilatico ( ) disfuncao renal

() disfungéo hepatica ( )

disfuncao neuroldgica ( ) Outros

sintomas:

Faz uso regular de
medicamento ?

Sim( ) Nao ( )

Qual (ais)?

Dose:

Quanto tempo:

Dose:

Quanto tempo:

Outros:

Alcoolismo
Sim( )Nao( )

Quantos/ Dia

Fumante
Sim ( )Nao ( )

Quant. Tempo

Quant/Dia

Vacinagido em dia?

Sim( ) Nao( ) Nao

sabe ()

Tomou vacina para
tuberculose (BCG) nos
ultimos 3 anos?
Sim( ) Nao( )

Tomou outra vacina
recentemente (90 dias)?
Sim( ) Nao( )

Tomou vacina contra
influenza em 20207
Sim( ) Nao( )

Ja apresentou alguma
reacgao a qualquer tipo de
vacina?

Sim( ) Nao( )




Vocé teve febre ha menos de 7
dias?

Sim( )Nao( )

Teve alguma doenga em menos de
7 dias?

Sim( )Nao( )

Faz uso de drogas ilicitas?
Sim( )Nao( )

Tipo

Quant. Temp.

Descreva como foi o processo da doenca para voceé:

O que vocé pensa sobre a pandemia que estamos vivendo?

Qual setor vocé

trabalha

Vocé trabalha na atencéo direta a pacientes ou acompanhantes? Sim (

Vocé trabalha na atencao direta ao doador? Sim (

Vocé trabalha com atendimento ao publico? Sim (

Qual carga horéaria?

() Regime de plantdo ( ) Diariamente

HEMOAM?

)Néo ()

YyNao ()



Trabalha em

outro

local/instituicao

hospitalar?

Se

sim, qual?

Neste outro local, trabalha na atencéo direta a pacientes com COVID-19? Sim

( )Néo ()

Vocé trabalha com atendimento ao publico?

Sim (

Qual carga horaria? () Regime de plantao

)Néo ()

Vocé se vacinou por vontade propria?

Sim( ) Nao( )

() Diariamente

Se “ndo”, quais os motivos que levaram vocé a ndo querer se vacinar?
Quais medidas | Uso de Uso de Lavagem das | Nao acho
preventivas vocé mascaras ( ) alcool em maos ( ) importante (
acha importante gel 70 % () )
permanecer apos a
vacinacéo? () Outras:

Como vocé tem se | Especialistada | Literatura Amigos/ Rede sociais
informado sobre a | area ( ) (artigos e familiares ( ) | ( )
vacina? livros) ()
Jornal, TV ou llnfolm?eNS de
rédio ( ) instituicoes
de saude ( )

Nome do entrevistador:




TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Centro de Pesquisa: Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do
Amazonas (HEMOAM) e Universidade Federal do Amazonas.

Projeto: Analise da resposta imune e eficacia da vacina contra COVID-19 em
profissionais da Saude da Fundagéo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do
Amazonas

Pesquisador Principal: Dra. Adriana Malheiro Alle Marie
Telefone de contato: (92) 99114-9478

Convidamos o Sr. a participar da pesquisa sobre a avaliacdo da resposta
imune e eficacia da vacina contra COVID-19 em profissionais da Saude. O objetivo
desta pesquisa é avaliar a producao de anticorpos neutralizantes anti-SARS-COV-
2 vacinal, analisando a memoria imunoldgica para células T e B antes da vacinagéo
e nos meses 1, 3, 6 e 12 apos a aplicagao das duas doses da vacina.

A sua participagao € voluntaria e se nao concordar em participar ou alterar
a sua decisdo e retirar o consentimento a qualquer momento do estudo, o seu
acompanhamento néo sera prejudicado. Sera possivel fazer todas as perguntas
que quiser em qualquer momento do estudo. Vocé tem todo o tempo que quiser
para decidir e discutir a situagdo com pessoas de sua confianca.

Para sua participagéo ha necessidade do preenchimento do questionario de
rotina para doacado de amostras de sangue (equivalente a quatro colheres cheias),
verificacdo de peso e pressao arterial. Além disso, serao realizados o teste rapido
IgM/IgG anti-SARSCoV-2 para verificar se vocé ja teve contato com o coronavirus.
Vocé nao podera participar do estudo caso vocé esteja apresentando sintomas
clinicos da COVID ou tenha recebido transfusdo nos ultimos 12 meses.

Vocé sera entrevistado por um membro da equipe do projeto para registro
de informacgdes sobre os seus dados pessoais, clinicos além do historico de
doencas prévias e comorbidades. Se vocé estiver de acordo em participar do
estudo, sera coletada uma amostra de seu sangue para a verificacao da presenca
de anticorpos que protegem contra o Coronavirus e/ou presenca do SARS-CoV-2.
Além disso, com a sua entrada no estudo, informamos que iremos realizar novas
avaliagdes e coleta de amostras de sangue nos meses 1, 3, 6 e 12 apds a aplicacéo
das duas doses da vacina, totalizando 5 entrevistas e coleta de amostras.

Vocé ndo tera qualquer custo ou qualquer forma de
pagamento/remuneragao por sua participagao neste estudo. Solicitamos ainda sua
autorizagao para armazenarmos uma amostra de seu sangue e plasma para uma



nova avaliagao se for necessario e outros exames que nao estejam previstos aqui,
mas que sejam necessarios para o estudo. O sangue coletado ficara armazenado
no biorrepositério da Fundacdo HEMOAM para futuras andlises e avaliagdes
ligadas ao projeto. No caso de amostra insuficiente, quebra do tubo, hemdlise, o
senhor sera avisado para que retorne ao HEMOAM para realizar nova coleta de
sangue para a realizagdo dos exames.

Se vocé sofrer algum dano ou intercorréncia, devera falar para alguém da
equipe da pesquisa imediatamente ou em caso de emergéncia, podera contatar
diretamente Dra. Adriana Malheiro Alle Marie, pesquisadora do estudo, através do
telefone (92) 99114-9478. N6s |he daremos toda assisténcia integral e gratuita e
que for necessaria para garantir seu bem-estar. Os membros da equipe do projeto
de pesquisa irdo garantir que vocé receba assisténcia imediata caso tenha
quaisquer tipos de danos, diretos ou indiretos, imediatos ou tardios, sofridos no
decorrer de sua participacdo na pesquisa, previsto ou ndo neste documento.

Os riscos de participacado neste projeto estdo relacionados ao desconforto
ao responder as perguntas do questionario e da pungao da veia para coleta das
amostras. Durante a coleta de sangue o senhor podera sentir tremores e
dorméncias nos labios, desconforto no local da coleta e uma mancha vermelha
podera aparecer no local, mas € uma reagao normal a coleta de amostras.

Os beneficios de sua participacdo estdo direcionados ao auxilio no
entendimento da eficacia da vacina contra o COVID-19 e o que ela produz no corpo
das pessoas, além de ser possivel identificar proteinas que possam estar
associados a resposta eficiente do organismo ao virus. Essa pesquisa nao trara
nenhum tipo de beneficio direto ou remuneragao de nenhuma espécie para os
participantes deste projeto, mas irdo ajudar a entender a eficacia da vacina contra
infecgdes no futuro.

Os exames e procedimentos realizados exclusivamente com fins de
pesquisa nao implicardo qualquer custo para vocé. Os acompanhamentos apés a
primeira coleta continuardo sendo realizados na Fundagdgo HEMOAM. Se
necessario, vocé recebera um ressarcimento pelos gastos relacionados a sua
participacado no estudo. Apesar de ndo haver compensacao financeira, ao assinar
este termo de consentimento vocé ndo renunciara a nenhum dos seus direitos
legais, garantidos na regulamentacédo brasileira de pesquisa envolvendo seres
humanos, sendo um de seus direitos a solicitagao de indenizagéo.

Vocé pode ser excluido do estudo se os pesquisadores considerarem
oportuno ou se vocé solicitar, tanto por razdes de seguranga, por qualquer
desconforto que ocorra ou por considerar que vocé nao esta cumprindo os
procedimentos solicitados pela equipe do estudo. Em todos os casos, vocé
recebera uma explicacdo adequada do motivo que ocasionou a sua retirada do
estudo. Além disso, o estudo também pode ser cancelado por razbes
administrativas. Ao assinar este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, vocé
se compromete a cumprir com os procedimentos do estudo que foram explicados.



(

Para obter mais informacgdes sobre este estudo ou para qualquer informacgéao
adicional sobre os seus direitos como participante, ou se vocé quiser fazer uma
reclamacao, por favor, entre em contato com o pesquisador responsavel do estudo:
Dra. Adriana Malheiro Alle Marie, no enderego Av. Constantino Nery, 4397, Bloco
E, 1° andar, Chapada, Manaus - AM; telefone (92) 99114-9478; e-mail
malheiroadriana@yahoo.com.br.

Em caso de duvidas, denuncias ou reclamacgdes sobre a sua participagao e
sobre questdes éticas do estudo, vocé pode entrar em contato com o Comité de
Etica em Pesquisas (CEP) da Fundacg&o Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia
do Amazonas (HEMOAM); e-mail: cep@hemoam.am.gov.br; endereco: na Av.
Constantino Nery, 4397Chapada, Bloco A, 2° andar, Sala 13 (CEP-HEMOAM),
Chapada, Manaus - AM; telefone: (92) 3655-0114. O horario de funcionamento do
CEP é de 8 as 14 horas, de segunda a sexta-feira.

Eu,

informo que li este documento
ou ele foi lido para mim, fico ciente e concordo em fazer a doagdo. Além disso,
eu:

Tive a oportunidade de tirar duvidas sobre o estudo.

Recebi informacgdes suficientes sobre o estudo.

Serei informado regularmente sobre qualquer informagéo que possa afetar a minha
disponibilidade em continuar a minha participagao no estudo.

Autorizo o0 acesso as minhas informagdes confidenciais.

Autorizo o processamento de minhas informag¢des e amostras.

Entendo que receberei uma via deste termo.

Entendo que a minha participagao € voluntaria.
Entendo que posso retirar 0 meu consentimento e concluir a minha participacao:

1. Em qualquer momento
2. Sem dar qualquer explicacao

3. Sem que prejudique meu tratamento posterior

Ofereco livremente o meu acordo para participar deste estudo e dou o meu
consentimento para acessar e usar os meus dados nas condigdes descritas neste
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

) SIM ( )NAO


mailto:malheiroadriana@yahoo.com.br
mailto:cep@hemoam.am.gov.br

Concordo que as amostras serdo armazenadas para um biorrepositorio e
autorizo contato, caso necessario, para futuros estudos que possam ocorrer,
aprovados pelo CEP e, quando necessario, pela CONEP.

( )SIM ( )NAO
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