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RESUMO

A COVID-19 ¢ uma enfermidade viral de carater pandémico, causado pelo agente SARS-CoV-
2. O sitio primario da infecg@o por esse virus € o trato respiratorio superior, podendo acometer
o trato respiratorio inferior, desencadeando a Sindrome Respiratoria Aguda Grave,
potencialmente fatal. Embora existam vacinas contra a COVID-19, todas sdo administradas por
via intramuscular falham em induzir respostas locais especificas. Além disso, a diversidade do
virus SARS-CoV-2 e suas variantes apresentam uma potencial ameaga a eficicia das vacinas.
Portanto, varios estudos estdo em andamento para explorar diferentes estratégias vacinais,
incluindo diferentes formas de administragio. No presente estudo, investigamos a
imunogenicidade de uma proteina quimérica multiepitopo composta pelas porc¢des das
proteinas N4s-206 € S223-514 (rChimera) do SARS-CoV-2 associada ao adjuvante Alum. rChimera
foi administrada em camundongos C57BL/6 adultos, na dose de 10 pg/animal, tanto por via
intramuscular quanto intranasal, seguindo um esquema de imunizagdo com uma dose primaria
seguida de um reforco no 21° dia. Ap6s o protocolo de imunizagdo, coletamos amostras como
soro, lavado broncoalveolar e bago para avaliar as respostas humorais e celulares especificas
aos antigenos S e N do SARS-CoV-2, bem como a resposta contra o antigeno »Chimera. Por
meio de ensaios ELISA indiretos, observamos que camundongos imunizados por via
intramuscular apresentavam uma maior propor¢ao de anticorpos especificos da classe IgG anti-
S, além de IgG anti-N e »Chimera. Quanto a resposta celular, as células T estimuladas com os
antigenos, ndo produziram a citocina IFN-y e ndo alteraram o numero e a frequéncia das células
T CD3"CD4" e CD8". Ao usar a mesma estratégia de vacinagdo pela via intranasal, observamos
que ndo houve diferenca entre o grupo que recebeu a vacina quando comparado ao grupo
veiculo. Para investigar mais a fundo a resposta imunologica nessa via alternativa, aumentamos
a dose da proteina rChimera para 20 pg, aplicada no dia 0 e 21 do esquema de imunizagao.
Observamos que essa abordagem gerou uma resposta sist€émica humoral especifica. Em resumo,
os resultados deste estudo demonstram a eficicia imunoldgica da proteina quimérica quando
administrada por diferentes vias, especialmente quando aplicada na via de infec¢do do virus
SARS-CoV-2. Essas descobertas abrem portas para uma possivel candidata vacinal
administrada por uma via capaz de induzir uma resposta de mucosa, além de contar com menor
invasividade na aplicagdo.

Palavras-chave: vacina de mucosa; proteina quimérica; rota de imunizacao.



ABSTRACT

COVID-19 is a pandemic viral disease, caused by the agent SARS-CoV-2. The
primary site of infection by this virus is the upper respiratory tract, which can affect the lower
respiratory tract, triggering Severe Acute Respiratory Syndrome, which is potentially fatal.
Although there are vaccines against COVID-19, all of them administered intramuscularly fail
to induce specific local responses. Furthermore, the diversity of the SARS-CoV-2 virus and its
variants poses a potential threat to the effectiveness of vaccines. Therefore, several studies are
underway to explore different vaccine strategies, including different forms of administration.
In the present study, we investigated the immunogenicity of a multiepitope chimeric protein
composed of portions of the Nas-206 and S223-514 (rChimera) proteins of SARS-CoV-2 associated
with the Alum adjuvant. »Chimera was administered to adult C57BL/6 mice, at a dose of 10
ug/animal, both intramuscularly and intranasally, following an immunization schedule with a
primary dose followed by a booster on the 21st day. After the immunization protocol, we
collected samples such as serum, bronchoalveolar lavage and spleen to evaluate the specific
humoral and cellular responses to the S and N antigens of SARS-CoV-2, as well as the response
against the rChimera antigen. Using indirect ELISA assays, we observed that mice immunized
intramuscularly had a higher proportion of specific antibodies of the IgG anti-S class, in
addition to IgG anti-N and rChimera. As for the cellular response, T cells stimulated with
antigens did not produce the cytokine IFN-y and did not change the number and frequency of
CD3"CD4" and CD8" T cells. When using the same intranasal vaccination strategy, we
observed that there was no difference between the group that received the vaccine when
compared to the vehicle group. To further investigate the immunological response in this
alternative route, we increased the dose of rChimera protein to 20 pg, applied on days 0 and 21
of the immunization schedule. We observed that this approach generated a specific systemic
humoral response. In summary, the results of this study demonstrate the immunological
efficacy of the chimeric protein when administered by different routes, especially when applied
to the SARS-CoV-2 virus infection route. These discoveries open the door to a possible vaccine
candidate administered via a route capable of inducing a mucosal response, in addition to being
less invasive in application.

Keywords: mucosal vaccine; chimeric protein; immunization route application.
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1INTRODUCAO
1. PANDEMIA COVID-19 E SARS-COV-2

Nos ultimos 21 anos, a humanidade se deparou com trés grandes epidemias de virus
patogénicos e zoondticos da familia Coronaviridae, sdo eles: SARS-CoV-1 (Sindrome
Respiratoria Aguda Grave - 2002), MERS (Sindrome Respiratoria do Oriente Médio - 2012) e
no final de 2019, um novo coronavirus denominado SARS-CoV-2 (Sindrome Respiratoria
Aguda Grave 2) foi identificado. Os coronavirus pertencentes a essa familia infectam muitas
espécies animais, incluindo humanos, causando doencas entéricas, hepdaticas, neuroldgicas e
respiratorias (SHARMA; FAROUK; LAL, 2021; ZHU et al., 2020).

O surto de COVID-19 (Coronavirus Disease 2019) desencadeado pelo SARS-CoV-2
foi identificado pela primeira vez na cidade de Wuhan, China. Pouco tempo ap6s o surgimento
dos primeiros casos, o virus se espalhou rapidamente por outros paises e em 11 de marco de
2020, a Organizacdo Mundial da Satde declarou oficialmente o surto global de COVID-19
como uma pandemia. Atualmente, a pandemia COVID-19 ja foi responsavel por mais de 700
milhdes de casos confirmados e mais de 6 milhdes de mortes em todo o mundo (HU ef al.,
2021; WHO, 2023a).

O novo coronavirus SARS-CoV-2 ¢ um virus envelopado, sendo que seu genoma
consiste em um RNA de sentido positivo e de fita simples (+ssRNA). Com o maior e mais
complexo genoma viral (~30 kb de comprimento), o SARS-CoV-2 apresenta duas grandes
regides de leituras abertas (open Reading frame — ORF's). O primeiro ORF corresponde 2/3 do
genoma total e € responsavel por codificar dois macropolipeptideos ppla/pplb. Estes
macropolipeptideos sdo processados por proteases virais para gerar 16 proteinas nao estruturais
(NSP), que de maneira geral sdo necessarias para a replicagado e transcrigao viral (JAMISON et
al.,2022; YAN et al., 2022). O 1/3 restante do material genético do virus, codifica as proteinas
estruturais Spike (S), Membrana (M), Envelope (E), Nucleocapsideo (N) e proteinas acessorias
(3a,6, 7a, 8, 9b, 9c e 10). Estas proteinas estdo relacionadas principalmente com a montagem
do agente viral, enquanto que as proteinas acessorias sao consideradas indispensaveis para a
replicagdo viral e exibem fun¢des importantes nas interacdes virus-hospedeiro (XIANG et al.,
2020; JAMISON et al., 2022). Entre todas as proteinas citadas, a Spike destaca-se por mediar a
entrada do virus nas células do hospedeiro, o que a torna uma candidata em potencial para
estratégias de combate ao SARS-CoV-2.

A proteina S esta localizada no envelope externo do virion com um formato espicular,

estruturalmente quando inativada € uma proteina trimérica composta por duas subunidades: S1
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e S2 (HUANG et al., 2020). A subunidade S1 ¢ subdividida em um dominio N-terminal (NTD)
e o dominio de liga¢do ao receptor — RBD (do inglés, Receptor Binding Domain), que medeia
a ligacdo entre a particula viral e os receptores ACE2 (do inglés, Angiotensin-Converting
Enzyme 2) das células cardiacas, intestinais, trato respiratorio, neuronais e entre outras dos
hospedeiros. Apos a ligagdo RBD/ACE2, ocorre a clivagem da subunidade S2 pela protease
TMRPSS2 do hospedeiro permitindo a fusdo entre as membranas viral e celular, resultando na
liberacao do genoma do virus SARS-CoV-2 no interior das células do hospedeiro (WALLS et
al., 2020; YANG; RAO, 2021).

No momento, a maioria dos anticorpos e vacinas neutralizantes sdo projetados para
direcionar uma resposta imunologica especifica a proteina S ou apenas ao dominio de ligagao
RBD, visando inibir a infec¢cao viral (MIN; SUN, 2021; PINTO et al., 2020). No entanto,
surgem outras candidatas promissoras, como a proteina Nucleocapsideo do SARS-CoV-2. A
proteina N protege e empacota 0 RNA viral em um complexo ribonucleocapsideo helicoidal.
Além disso, sua sequéncia de 419 aminoacidos ¢ altamente conservada em comparagdo com
outros coronavirus (BAI et al., 2021; OLIVEIRA; DE MAGALHAES; HOMAN, 2020).
Devido a essas caracteristicas, o desenvolvimento de uma possivel estratégia vacinal contra a
proteina N poderia induzir respostas imunologicas capazes de reagir de forma cruzada com

outros coronavirus humanos.

1.2 RESPOSTA IMUNE AO SARS-COV-2

Quando o virus SARS-CoV-2 entra no trato respiratorio do hospedeiro, ele infecta
principalmente células que expressam o receptor ACE2. Essas células incluem as células
epiteliais das vias aéreas, cé€lulas endoteliais vasculares e células imunes pulmonares
(HAMMING et al., 2004). Simultaneamente, ocorre o reconhecimento de PAMPs (do inglés,
Pathogen associated molecular patterns) pelas células do sistema imunoldgico inato, que
compdem a primeira linha de defesa do hospedeiro, sinalizando a invasdo por um agente
patogénico (DIAMOND; KANNEGANTI, 2022).

As células do sistema imune inato expressam receptores de reconhecimento de padrao,
como os TLRs (do inglés, Toll-like receptors). Os TLRs (TLR7 e TRLS), reconhecem o ssSRNA
do agente SARS-CoV-2 e inicia cascatas de sinalizacdo a jusante recrutando proteinas
adaptadoras, como a MyD88. A jusante de MyD88, o fator nuclear NF-«xB ativa a transcri¢ao
de varias citocinas pro-inflamatorias, IFNs (Interferons) do tipo I/III e quimiocinas, iniciando

um mecanismo de defesa antiviral. Paralelamente, sensores citoplasmaticos RIG-I/MDAS
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também detectam o material gendmico viral e estimula a resposta de IFN via fator regulador de
IFN 3/7 (IRF3/7), resultando na producao de IFN tipo I/Ill e quimiocinas (AKIRA; TAKEDA,
2004; KASUGA et al., 2021).

Os IFNs produzidos pelas células infectadas podem atuar de forma autdcrina ou
paracrina ligando-se através do receptor IFNAR e ativando a via de sinalizagdo JAK-STAT.
Isso ocorre por meio da fosforilagdo das proteinas citoplasmaticas JAK1 e TYK?2, que por sua
vez levam a fosforilagdo de STAT1 e STAT2. Os heterodimeros formados por STAT1 e STAT2
sdo entdo transportados para o nucleo, onde se ligam a elementos de resposta estimulados por
interferon (ISRE) presentes na regido promotora do gene (SOUSA; BRITES, 2020; SHAH et
al., 2020). A ativacdo da via de sinalizagdo JAK-STAT e a transcri¢ao dos genes estimulados
por IFN, contribuem para a limitagao da replicagdo viral e a promoc¢ao da resposta imunologica
adequada (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2021).

Sinergicamente, as DC (do inglés, Dendritic cells) também desempenham um papel
crucial no controle da infecg¢@o viral. Essas células sdo responsaveis por capturar particulas
virais no tecido do trato respiratorio e em seguida coordenam respostas imunes inatas e
adaptativas, secretam mediadores inflamatdrios, induzem tolerancia imunolodgica e recrutam
outras células do sistema imune (MELLMAN; STEINMAN, 2001). As DCs s3o uma das
principais cé€lulas apresentadoras de antigenos (APCs — Antigen Presenting Cells) responsaveis
por capturar, processar e apresentar peptideos via MHC (do inglé€s, Major Histocompatibility
Complex) de classe Il e classe I para células T CD4" e T CDS8", respectivamente
(BUTTENSCHON; MATTNER, 2021; PRIMORAC et al., 2022).

A ativagdo inicial e expansio das células T CD8" naive em células efetoras ocorre nos
orgaos linfoides secundarios, como linfonodos e baco, por meio da interagao com as APCs. A
populagdo de células T CD8" efetoras sdo heterogéneas tanto em termos fenotipicos quanto
funcionais, sendo uma de suas principais fungdes a eliminagao direta de células infectadas pelo
virus. Apos esse processo, cerca de 90% das cé€lulas entram em apoptose, enquanto algumas
tornam-se células T CD8" de memoria, participando na eliminagdo viral rapida durante a
reinfecdo (MOSS, 2022; ZHANG; BEVAN, 2011). Dados indicam que essas células persistem
por mais de um ano em pacientes convalescentes da COVID-19 (ADAMO et al., 2022). Ou
ainda, devido a capacidade de reatividade cruzada com outros CoVs, a resposta de células T
podem perdurar por mais de 17 anos (LE BERT et al., 2020).

Células T CD4" também sdo ativadas quando encontram APCs e apresentam um perfil
polifuncional, pois induzem diferentes subconjuntos de células T auxiliares, tais como Thl,

Th2, Th9, Th7, foliculares (Tm) e reguladoras (Trg). Entre os subconjuntos, as células Thl
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desempenham um papel fundamental na eliminagdo de microrganismos intracelulares, através
da produgdo de citocinas inflamatdrias efetoras, tais como Interferon-y (IFNy) e Fator de
Necrose Tumoral (TNFa) (ZHU; YAMANE; PAUL, 2010). Enquanto que as células Th2 sao
criticas para a eliminacao de parasitas helminticos, através da produgdo de interleucinas IL-4,
IL-5, IL-12, IL-13, das quais também demonstram efeitos sob outras células do sistema imune,
como a proliferagdo de linfocitos B (ALEEBRAHIM-DEHKORDI et al., 2020).

Quando ativados, os linfocitos B podem se diferenciar em células plasmaticas
produtoras de anticorpos de alta afinidade ou em células B de memoria, seja por meio da
interagdo com células T CD4" ou pelo encontro com antigenos virais. Os anticorpos gerados
apresentam diferentes isotipos, que sdo produzidos de acordo com o local e o tempo decorrido
apods o estimulo. A principal diferenca entre cada imunoglobulina (Ig) reside na diversidade
estrutural da regido constante da cadeia pesada. Com base nisso, podemos identificar cinco
tipos de Igs distintas: IgM, IgD, IgG, IgA e IgE (CHEN et al., 2022a).

Compreender como a resposta imune ¢ gerada em uma infec¢do pelo agente SARS-
CoV-2, bem como os potenciais antigenos que podem ser reconhecidos pelas células B ou
apresentados por complexos MHC as células T, sdo essenciais para o desenvolvimento de
vacinas eficazes. Esse conhecimento permite direcionar os esfor¢os de pesquisas para o
desenvolvimento de estratégias de imuniza¢ao que induzam uma resposta imune rapida, robusta

e duradoura contra o virus.

1.3  ESTRATEGIAS VACINAIS

Ao longo da historia, as vacinas desempenharam um papel crucial na protecao da
humanidade contra diversas doengas infecciosas, conferindo imunidade especifica e duradoura.
O desenvolvimento de uma vacina ¢ um processo complexo, geralmente levando mais de 8
anos. No entanto, diante da pandemia do virus SARS-CoV-2, foi possivel construir uma vacina
em tempo recorde devido aos avancos rapidos no sequenciamento do virus e nas tecnologias
gendmicas. Atualmente, cerca de 380 vacinas candidatas estdo em diferentes fases de teste pré-
clinico e clinico, além das 50 vacinas para COVID-19 aprovadas pelos 6rgaos reguladores para
uso em humanos (POLLARD; BIJKER, 2021; WHO, 2023b).

No Brasil, as vacinas aprovadas até a presente data sdo: BNT162b2 (Pfizer-BioNtech),
CoronaVac (Butantan), 4d26.COV2.S (Janssen-Cilag) e ChAdOx1 nCoV-19 (AstraZeneca), das
quais sdo baseadas em diferentes estratégias, como RNA mensageiro (mRNA), virus inativado

e vetores virais ndo replicantes, respectivamente (ANVISA, 2023). Ademais, também estdo
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disponiveis para uso em outros paises vacinas compostas por subunidades proteicas (NVX-
CoV2373) (HEATH et al., 2021). Cada plataforma de vacina possui caracteristicas exclusivas
que as distinguem das demais, podendo ter implicacdes significativas na eficacia da vacina, na
duragdo da protegao conferida e na segurancga do seu uso (FORNI et al., 2021).

A tecnologia do mRNA induz uma resposta imune especifica, traduzindo e
expressando antigenos virais através das células do hospedeiro. Por exemplo, a vacina
BNT162b2 codifica a proteina S do SARS-CoV-2, levando a fortes respostas de células T e
anticorpos em humanos (SAHIN et al., 2020). Ja as vacinas inativadas utilizam o agente
causador da doenca em uma forma nao patogénica, apds tratamento fisico ou quimico para
reduzir sua infectividade, mantendo a imunogenicidade contra os antigenos (GARCIA-
MONTERO et al., 2021). A CoronaVac mostrou eficacia em induzir anticorpos especificos e
reduzir a infec¢do por SARS-CoV-2 em animais. Assim, desde 2021 ¢ utilizada para vacinag¢ao
em humanos, aumentando a taxa de soroconversdo para as proteinas S ¢ N apos 30 dias do
esquema vacinal (GAO et al., 2020; BOCHNIA-BUENO et al., 2022).

Vacinas baseadas em vetores virais utilizam um gene que codifica um antigeno
especifico, esse ¢ clonado em virus replicantes ou ndo replicantes. A vacina ChAdOxI nCoV-
19 demonstrou forte imunogenicidade, pois induziu respostas celulares e humorais em modelos
animais, além de prevenir a ocorréncia de pneumonia em primatas nao humanos (VAN
DOREMALEN et al., 2020), demonstrando seguranca e eficacia satisfatoria em testes clinicos
(EWER et al., 2021). Em relagao a estratégia de subunidade proteica, esta consiste na utilizacdo
de antigenos do patdgeno, dos quais podem ser obtidos através da tecnologia recombinante ou
de forma sintética. Somado a isso, € necessario a utilizacdo de adjuvantes para potencializar a
resposta imune do hospedeiro. A vacina NVX-CoV2373, utiliza como alvo a proteina Spike
associado ao adjuvante Matrix-M e demonstrou alta eficacia (~90%) em estudos pré-clinicos,
protegendo individuos de doencas leves, moderadas e graves (HEATH et al., 2021; KEECH et
al., 2020). Ademais, a vacina Spin-TEC, formulada com uma proteina quimérica que inclui os
antigenos RBD e N do SARS-CoV-2. Atualmente, encontra-se na fase 2 dos ensaios clinicos,
mas testes preliminares ja demonstraram sua capacidade de induzir resposta imunologica em
camundongos e sua seguranc¢a durante a fase 1 de testes em seres humanos (CASTRO et al.,
2022).

Com excecao das vacinas CoronaVac e Spin-Tec, todas as vacinas mencionadas
anteriormente t€m em comum o uso de um Unico antigeno (Spike ou a sua por¢do RBD) como
alvo vacinal, devido a sua alta imunogenicidade, abundante expressdo na superficie viral e

capacidade evocar fortes respostas imunes (WALLS et al., 2020; YUAN et al., 2020). No
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entanto, o surgimento de novas variantes de preocupagcdo com um conjunto de mutagdes
especificas na proteina S, acabam por interferir na eficicia das vacinas atualmente empregadas
para uso em humanos. Por exemplo, A ultima cepa mutante do agente SARS-CoV-2,
denominada Omicron, exibiu cerca de 30 mutagdes na proteina S, reduzindo a eficiéncia dos
anticorpos neutralizantes conferidos pelas vacinas de primeira geracdo (CARABELLI et al.,
2023; CELE et al., 2022; RAHMAN et al., 2022).

Com o aumento da evasdo imune, as vacinas atuais tornaram-se menos eficazes na
prevencdo da infecgdo e transmissdo viral. Por isso € necessdrio o investimento em novos
esquemas vacinais que possam induzir respostas imunes amplas e duradouras. Um estudo
recente com a participagdo do nosso grupo, demonstrou uma interessante estratégia vacinal
alternativa, baseada na utilizagdo do bacilo Calmette-Guérin para a entrega de um antigeno
quimérico composto pela fusdo das proteinas Nas206 € S223-514 (¥Chimera). Os dados pré-
clinicos demonstram que a utiliza¢do da bactéria recombinante (rBCG) associado a um boost
com a proteina rChimera, sao promissores em induzir uma resposta do tipo Thl e anticorpos
IgG com atividade neutralizante em camundongos (MAMBELLI et al., 2023). Curiosamente,
a vacina BCG também tem efeitos protetores contra infec¢des causadas por patdogenos nao
relacionados, através da ativagdo da imunidade treinada e heterdloga (O’NEILL; NETEA,
2020). Estudos demonstraram que individuos, de diferentes idades, quando vacinados com
BCG, apresentavam maior protecdo contra infec¢des por outros agentes infecciosos virais
(ARTS et al, 2018). Juntas, essas evidéncias sugerem que a BCG tem efeitos benéficos na
imunidade que vao além da tuberculose, o que a torna uma candidata promissora para a defesa
contra a COVID-19.

Paralelamente, pesquisas estdo em curso para avaliar diversas estratégias vacinais por
meio de novas vias de administracdo. Embora a maioria das vacinas contra a COVID-19 em
uso, bem como a maioria das vacinas em estagio de desenvolvimento clinico, sejam
administradas por via intramuscular, a rota de infec¢cdo do virus SARS-CoV-2 torna as

abordagens de vacinagdo mucosa especialmente pertinentes.

1.4  VIAS DE IMUNIZACAO
1.4.1 Via intramuscular

A rota intramuscular (i.m.) ¢ amplamente empregada para a imunizacao devido a sua
facilidade de acesso e seguranca. Atualmente, vacinas contra Hepatite B, difteria, tétano,

coqueluche, Haemophilus influenzae tipo B, poliomielite L, II e III, bem como as vacinas anti-
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SARS-CoV-2, sdo administradas por meio dessa via. Embora o musculo esquelético contenha
uma menor quantidade de células imunes em compara¢do com outros tecidos, como a mucosa,
a aplicagao de formulagdes na musculatura desencadeia o recrutamento de células do sistema
imunologico, contribuindo para uma resposta vacinal robusta (SAXENA et al, 2016;
WIENDL; HOHLFELD; KIESEIER, 2005).

A resposta imune especifica do miisculo ocorre instantaneamente apds a imunizagao,
estima-se que em média de 3-6 horas apds a imunizagao intramuscular. Nesse contexto, células
como as apresentadoras de antigenos percorrem os vasos linfaticos, migrando a partir do local
da injecdo até os linfonodos drenantes (NEELAND et al., 2016). Posteriormente, ocorre a
apresentacao dos antigenos as células B e T, as quais orquestram respostas humorais e celulares
especificas, respectivamente. Em modelos murinos, um estudo demonstrou que a via i.m.
influencia uma resposta de tipo Thl, apresentando maiores titulos de IgG2a e producdo de
citocinas como IFN-y (MOHANAN et al., 2010). Este tipo de resposta ¢ interessante pois
contribui para a prote¢do antiviral do hospedeiro (TODOROVI¢-RAKOVI¢; WHITFIELD,
2021).

Em resumo, a via intramuscular ¢ um método comum para a maioria das vacinas
utilizadas hoje em dia, devido a uma rapida absor¢do, seguranga e eficacia imune. Entretanto,
outras vias sdo exploradas, pois podem oferecer protecdo igual ou superior, sem menos
invasivas e sem a necessidade de profissionais de satde treinados para aplicacdo, como por

exemplo a via intranasal.

1.4.2 Via intranasal

O sistema respiratorio dos mamiferos ¢ dividido em: trato respiratorio superior (TRS)
e trato respiratério inferior (TRI). O TRS inclui as cavidades nasal e oral, enquanto que o TRI
inclui a traqueia e o pulmao. Dentro destes sistemas, as superficies das mucosas dos pulmdes e
das vias aéreas superiores, sdo locais comuns de infeccdo para muitos patdogenos respiratorios,
aerossois toxicos e alérgenos (GANESAN; COMSTOCK; SAJJAN, 2013). Com base nisso,
uma das principais razdes para utilizar a via mucosa de vacinagdo, ¢ a ativagcdo mais eficaz das
células imunologicas locais, resultando em uma resposta mais direcionada e robusta.

Atualmente, todas as vacinas disponiveis anti-SARS-CoV-2 sdo administradas pela
via intramuscular, fornecendo uma imunidade humoral e celular sist€émica capaz de reduzir a
gravidade da doenca, taxas de hospitalizagdo e mortalidade. No entanto, a protecao oferecida

pela vacinagdo i.m. pode ndo ser suficiente para lidar com a replicacao e disseminagao do virus
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no trato respiratério. Pois ndo induz altos niveis de memoria imune antiviral no sitio primario
da infeccdo, como células B e T residentes do tecido pulmonar (Trm), bem como
imunoglobulinas de mucosa como IgA e IgG (AZZl et al., 2022; GOEL et al., 2021; SHEIKH-
MOHAMED et al., 2022)

No presente momento, 12 candidatos vacinais para imunizagao i.n. estdo em diferentes
fases de testes clinicos, das quais baseiam-se principalmente em estratégias de subunidade
proteica, vetor viral e virus vivo atenuado (WHO, 2023b). Enquanto a isso, a vacinagao
intranasal em modelos animais ja se encontra bem estabelecido e, com base em achados da
literatura, foi capaz de induzir a produgao local de anticorpos da classe IgA e IgG neutralizantes,
além da resposta de células T no trato respiratorio superior e inferior, conferindo protecao
mediante a desafios com o agente viral (CHEN et al., 2022b; DIALLO et al., 2023; HASSAN
et al., 2020; LIEN et al., 2021; STARK et al., 2022; VAN DOREMALEN et al., 2021).

Apesar dos esfor¢os para comprovar a eficacia, seguranga ¢ imunogenicidade das
vacinas administradas pela via mucosa contra o agente SARS-CoV-2, até¢ 0 momento, somente
uma vacina intranasal foi aprovada (FluMist), que se baseia na tecnologia de virus da Influenza
vivo atenuado. Estudos tém revelado que a vacinagao intranasal com essa formulacao resultou
na reducdo de casos de infecgdo pelo virus da Influenza em criangas com idade entre 1 ¢ 6 anos
(BELSHE et al., 1998). Além disso, as formula¢des monovalentes ou bivalentes, demonstraram
que essas vacinas também sdo seguras, imunogénicas e eficazes em adultos saudaveis
(BELSHE et al., 2004). Do ponto de vista imunoldgico, individuos que receberam a vacina de
mucosa desenvolveram uma resposta de IgA local significativamente superior as analises feitas
na fase pré-imune (BARRIA et al., 2013).

Outros microrganismos que tem como sitio primario de infec¢@o o trato respiratorio,
também sdo alvos de estudos para o desenvolvimento de vacinas aplicadas i.n., tais como:
Mycobacterium tuberculosis e Bordetella pertusis. A BCG, vacina licenciada para a tuberculose
e administrada através da via intradérmica, fornece uma pequena prote¢do contra a doenga
disseminada durante a infincia. No entanto, em adultos a protecao acaba sendo muito limitada,
devido a isso, existe uma necessidade real de vacinas melhoradas com o objetivo de conferir
prote¢do em todos os estagios da vida. Nesse contexto, os estudos pré-clinicos conduzidos por
Bull e colaboradores (2019) revelaram que a vacinagdo mucosa com BCG ndo apenas
proporciona defesa contra o M. tuberculosis, mas também estimula a formacdo de uma
populagio especifica de células T CD4" residentes no tecido pulmonar, enfatizando sua eficacia
a nivel local. Em outro cendrio, uma vacina intranasal contra B. pertussis atenuada encontra-se

em fase II de testes clinicos, demonstrando efetividade nas respostas imunes de mucosas e
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protecdo contra desafio atenuado (KEECH et al., 2023). Baseados nestas informagdes, a
imitacdo da rota natural da infeccdo por muito patégenos pode ser sugerida como um possivel

meio de melhorar a eficacia protetora das vacinas atualmente aprovadas.
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2 JUSTIFICATIVA

As vias intramuscular e intranasal representam duas abordagens distintas no ambito da
administracdo de vacinas, cada uma carregando consigo suas proprias vantagens e
consideragdes particulares. A via intramuscular ¢ uma rota de administracao tradicionalmente
estabelecida para a aplicacdo de vacinas, possuindo uma vasta base de conhecimento e boa
aceitacdo na comunidade médica e entre o publico em geral. Por outro lado, a via intranasal
direciona seu foco a estimulagdo das respostas imunologicas presentes na mucosa das vias
respiratorias. A relevancia das mucosas como porta de entrada para diversos patdgenos ressalta
a importancia de uma resposta imune especifica local. De acordo com isso, hipotetizamos que
a vacina quimérica multiepitopo (rChimera), derivada das proteinas N ¢ S do SARS-CoV-2,
desencadeia uma resposta imunologica tanto sistémica quanto local contra os antigenos virais.
Assim, buscamos compreender se a vacina rChimera pode efetivamente gerar uma resposta
imune completa e robusta contra os antigenos do SARS-CoV-2, ao adotar tanto a via
intramuscular, de tradi¢do consolidada, quanto a via intranasal, que explora a interagdo direta

com as mucosas respiratorias.
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2.1 OBJETIVOS
2.1.1 Objetivo Geral

Avaliar a resposta imune celular e humoral de camundongos isogénicos da linhagem
C57BL/6 vacinados com uma proteina quimérica multiepitopo (rChimera) por diferentes vias

de administragao.
2.1.2 Objetivos Especificos

e Realizar a imunizagdo de camundongos da linhagem C57BL/6 através das vias
intramuscular e intranasal;

e Analisar a produgdo de anticorpos da classe IgG especificos anti-N, anti-S e anti-
rChimera no soro e lavado broncoalveolar dos camundongos imunizados;

e Avaliar a resposta celular apos imunizagdo, através da ativacdo de linfécitos T e

producdo in vitro da citocina IFN-y frente a um estimulo as proteinas N, S e rChimera

do agente SARS-CoV-2.
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3 METODOLOGIA
3.1  COMITE DE ETICA PARA O USO DE ANIMAIS

O uso de animais neste trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA/UFSC), sob o nimero de protocolo
9566210722.

3.2  ANIMAIS

Camundongos C57BL/6 fémeas e machos de 6-8 semanas de idade, pesando de 10 a
25 g, foram adquiridos do Laboratério de Farmacologia Experimental (LAFEX/UFSC). Os
camundongos foram mantidos em caixas de polipropileno em condi¢des livres de patdogenos
especificos (SPF, do inglés Specific Pathogen Free), a temperatura constante (22 = 2°C) e
umidade (55 a 65%) controladas, em ciclo claro/escuro de 12 horas e com regime de dgua e

comida ad libitum.

33 PROTEINA rChimera

A proteina quimérica (rChimera) utilizada neste trabalho, foi previamente avaliada em
uma pesquisa conduzida por Mambelli e colaboradores (2023). Nesse estudo, a formulacao
composta pela estratégia de BCG recombinante que expressa a proteina, demonstrou
imunogenicidade e protecao contra a COVID-19 em modelo animal. A fim de avaliar a resposta
imune apenas da proteina rChimera em diferentes vias de administragdo, a proteina foi
sintetizada no Laboratorio de Imunologia de Doencas Infecciosas da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG) sob supervisdo do Prof. Dr. Sérgio C. Oliveira e gentilmente cedida para

0 NOSSO grupo.

34 IMUNIZACAO

Grupos de camundongos C57BL/6 de 6-8 semanas de idade, foram imunizados pela
via intramuscular (50 pl) ou intranasal (20 ul) de acordo com o seguinte esquema vacinal: no
dia 0, os camundongos receberam solucado salina tamponada com fosfato (PBS) associado a 100
pug de Alum (AI(OH)3) ou 10 pg de proteina rChimera e 100 pg de Alum. 21 dias apos, os
camundongos receberam uma dose reforco com as mesmas formulagdes do dia 0. Em um

segundo momento, aumentamos a dose da proteina »Chimera (20 pg) e realizamos o mesmo
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esquema vacinal citado anteriormente, com o objetivo de avaliar a resposta imune em

camundongos imunizados pela rota intranasal. Em resumo, os grupos utilizados foram:

Grupos Esquema vacinal
Intranasal Dia 0: 10 ou 20 pg de rChimera | Dia 21: 10 ou 20 pg de rChimera
com 100 pg de Alum com 100 pg de Alum
Intramuscular Dia 0: 10 pg de rChimera com 100 | Dia 21: 10 pg de rChimera com
ug de Alum 100 ug de Alum
, Dia 0: solugdo de PBS com 100 pg | Dia 21: solu¢ao de PBS com 100
Veiculo
de Alum ug de Alum

Tabela 1. Grupos e esquema vacinal. Camundongos C57BL/6 foram distribuidos aleatoriamente em diferentes
grupos denominados: intranasal, intramuscular e veiculo, dos quais receberam no dia 0 e 21 diferentes formulagdes
vacinais através das vias intranasal e intramuscular, respectivamente.

Além disso, para o controle positivo da técnica de ELISA para dosagem de IgG no soro
dos camundongos, utilizamos soros de camundongos imunizados com a CoronaVac — uma
vacina comercial de virus inativado (iVac) sabidamente indutora de anticorpos anti-proteinas
N, S e rChimera. Esses animais receberam o imunizante pela via intraperitoneal e 21 dias apds
o sangue total foi coletado e armazenado para posterior utilizagao.

A administragdo intranasal foi realizada conforme descrito por Turner e colaboradores
(2011), usando uma pipeta posicionada cerca de 1 mm acima da narina e pressionando o émbolo
lentamente para que uma gota caia sobre a narina. O volume administrado e a sedacdo dos
animais foram escolhas importantes neste trabalho, de acordo com Southam et al. (2002),
volumes maiores que 20 pl sdo suficientes para atingir o trato respiratorio inferior, bem como
a sedacdo prévia dos animais antes do protocolo de imunizagdo intranasal. Para isso, os animais
foram contidos e anestesiados pela via intraperitoneal com cetamina (75 mg/kg) e xilazina (10

mg/kg).

3.5 COLETA DE AMOSTRAS

No 42° dia do calendario de imunizacdo, os camundongos foram anestesiados
(cetamina/xilazina) para coleta de sangue via pung¢ao cardiaca e eutanasiados por deslocamento
cervical. O soro foi obtido ap6s coagulagao (10 minutos em temperatura ambiente ¢ 30 minutos
a 4 °C) e centrifugacdo (10 minutos a 950 x g), em seguida armazenados em microtubos
individuais a temperatura de -20 °C. Além disso, foram coletados bago e lavado broncoalveolar
(LBA). O bago foi extraido de modo asséptico com o auxilio de pingas e tesouras de dissecagao
e mantidos a temperatura de 4 °C em meio RPMI suplementado com Penicilina/Estreptomicina
(1:100) e Hepes (1:40), até o processamento. O LBA foi coletado através da canulagdo da

traqueia e instilacdo de 1 ml de PBS, aproximadamente 600-800 pl foi recuperado quando o
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pistdo da seringa foi puxado lentamente. Posteriormente as amostras do LBA foram

centrifugadas por 5 min a 400 x g e o sobrenadante armazenado a temperatura de -80°C.

3.6 MENSURACAO ANTICORPOS ESPECIFICOS PARA OS ANTIGENOS DO
AGENTE SARS-COV-2

Para avaliar os niveis de anticorpos especificos para os antigenos do SARS-CoV-2 em
camundongos imunizados, foram coletados sangue dos diferentes grupos experimentais nos
dias 0 (pré-imune), 14, 21, 28, 35 e 42. Enquanto que o LBA foi obtido apenas no 42° dia. Para
isso, placas de 96 pogos (Corning®) foram revestidas com 3 pg/ml (150 ng/poco) com o
antigeno rChimera, Spike ou Nucleocapsideo (Nso-350) € incubadas overnight a 4 °C. Apés a
incubacdo, as placas foram lavadas (PBS 1x/ 0.05% Tween 20) e submetidas a solugdo de
bloqueio (PBS 1x/2% BSA/0.05% Tween 20) durante 1 h a 37 °C. Em seguida, foram
adicionadas as amostras de soro diluidas (1:100) e incubadas overnight a 4 °C, enquanto que o
LBA foi incubado por um periodo de 2 horas. Posteriormente, as placas foram novamente
lavadas e incubadas com os anticorpos secundarios anti-mouse IgG-horseradish peroxidase
(HRP) durante 1,5 h a 37°C. Por fim, as placas foram novamente lavadas e em seguida
adicionados aos pogos o substrato 3,3, 5°5’-Tetrametilbenzidina (Scienco OneStep — TMB). A
reacao foi interrompida pela adi¢do de &cido cloridrico 1 N e a leitura feita em leitor de ELISA

(Bio-Tek EIx800 Universal Microplate Reader), no comprimento de onda de 450 nm.

3.7  CULTURA DE ESPLENOCITOS E DOSAGEM DE IFN-y

Os bagos foram coletados, macerados através de um filtro poroso de 100 um (Cell
Strainer, BD Falcon), lavados com solug¢do salina estéril, centrifugados a 1200 x g por 5 min,
tratados com 4 ml de ACK Lysis Buffer (BioWhittaker®), lavados com solucédo salina estéril e
centrifugados a 1200 x g por 5 min. Posteriormente as células foram ressuspendidas em 3 ml
de meio de RPMI (RPMI-1640 medium, Thermo Fisher), suplementado com 10% soro bovino
fetal (Hyclone), Piruvato de Sodio 1:100 (Sigma), L-glutamina 2 mM 1:100 (Invitrogen),
Penicilina/Streptomicina 1:100 e HEPES 1:40 (Life Technologies). O numero de células foi
ajustado para 1 x 10° células/pogo e entdo estimuladas com rChimera (10 pg/ml), Spike (10
png/ml) e Nucleocapsideo (Nso350) (10 ug/ml). O Phorbol-12-miristato-13-acetato (PMA) e
Ionomicina (eBioscience™) foram usados para controle positivo. Para controle negativo, as
células foram incubadas apenas com meio. A incubagdo com os estimulos ocorreu em estufa de

CO2 com 5% de umidade e temperatura de 37 °C. Apos 72 horas, o sobrenadante do cultivo
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celular foi coletado para a dosagem da citocina INF-y, através do ensaio de ELISA comercial

(eBioscience™) de acordo com o protocolo modificado do fabricante.

3.8 ENSAIO DE CITOMETRIA DE FLUXO

Os esplendcitos obtidos do bago foram centrifugados a 1200 x g por 5 minutos, o pellet
foi suspenso em 4 ml de ACK Lysis Buffer e incubado por 10 minutos em temperatura ambiente.
Terminado o tempo de incubagao, as células foram lavadas com tampao FACS (Solugdao BSA
1% em PBS) e centrifugadas nas mesmas condigdes citadas anteriormente. Em seguida, os
esplendcitos foram marcados com corante Zombie Aqua 466 Biolegend na proporg¢do de 1:100
e as células incubadas por 15 min em temperatura ambiente. As ligagdes ndo especificas dos
anticorpos foram bloqueadas com FC Block. Os seguintes mAbs foram usados para analisar
moléculas de superficie celular: anti-CD45 PerCP, anti-CD3 FITC, anti-CD8 PE, anti-CD4
V450 e anti-CD19 APC. Apds 1 hora de incubagdo com os mAbs, as amostras foram lavadas
com 1 ml de tampao FACS e fixadas com 200 pl de Paraformaldeido 1%. As amostras foram
adquiridas em citometro de fluxo FACS Verse com o software FACSuite (BD Bioscience). A
andlise dos dados de citometria foram feitas no sofiware Flowjo v. 10.1 (TreeStar) utilizando a

estratégia de gate demonstrada na secgio APENDICE A deste trabalho.

3.9  PLANEJAMENTO ESTATISTICO

Todas as analises estatisticas foram realizadas usando o software Prism (GraphPad
Software 9.0, Inc.). Foram aplicados os testes de normalidade de Shapiro-Wilk (p > 0,05). As
analises com dois grupos foram realizadas usando o teste t de Student para dados paramétricos.
Anadlises com mais de dois grupos foram realizadas com ANOVA de uma ou duas vias, e ajustes
de Tukey foram incluidos para comparagdes multiplas. Os valores de p obtidos por esses

métodos foram considerados significativos quando menores que 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 A IMUNIZACAO INTRAMUSCULAR INDUZ RESPOSTA DE ANTICORPOS
ESPECIFICOS AOS ANTIGENOS DO AGENTE SARS-COV-2

Camundongos C57BL/6 foram imunizados pela via intramuscular com a proteina
rChimera e o adjuvante Alum nos dias 0 e 21 de acordo com a ilustragdo abaixo (Figura 1). Os
controles incluiram: camundongos que receberam o veiculo da vacina (PBS e Alum) e
camundongos imunizados com uma vacina comercial de virus inativado (iVac) sabidamente
indutora de anticorpos anti-SARS-CoV-2 (MAMBELLI et al., 2023). Observou-se um aumento
significativo nos niveis séricos de IgG anti-rChimera total apds o esquema dose-refor¢o no
grupo dos camundongos imunizados, quando comparados ao grupo que recebeu apenas o
veiculo da vacina. Adicionalmente, foram observados padrdes similares ao avaliar a produgao
de anticorpos IgG direcionados as proteinas S e Nso350 do virus. E notavel mencionar que os
niveis de IgG foram particularmente elevados para o antigeno S. Esse aumento expressivo foi
constatado no soro de todos os camundongos vacinados, ao contrario das proteinas rChimera e

Nso-350, cujos niveis foram menos proeminentes, como ilustrado na Figura 2.

C57BL/6
¥ } } ¥ i
| | | | | |
0d 14d 21d 28d 35d 42d
t t t
1° Dose Reforgo Coleta de amostras:
10 pg rChimera + 10 pyg rChimera +

Sangue, bago e lavado broncoalveolar
Alum Alum

Figura 1. Esquema de imunizacido intramuscular. Camundongos da linhagem C57BL/6 foram imunizados
pela via intramuscular com 10 pg de »Chimera e 100 pg de Alum no dia 0, seguido de um reforgo no 21° dia
utilizando a mesma concentragdo da proteina rChimera (10 pg) associado ao adjuvante Alum (100 ug). 21 dias
apos o reforco, foi realizado a coleta de amostras como soro, lavado broncoalveolar e bago, com o objetivo de
avaliar as respostas humoral e celular especificas. 0d corresponde ao soro pré-imune. As setas vermelhas indicam
a coleta de soro através da pung¢do da veia submandibular.
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Figura 2. Esquema dose-reforco de imunizacio intramuscular com a proteina rChimera induz anticorpos
especificos os antigenos do agente SARS-CoV-2. (A) Niveis de IgG anti-rChimera; (B) Niveis de IgG anti-
Spike; (C) Niveis de IgG anti-Nucleocapsideo (Nso-350). Placas de alta adsor¢éo foram sensibilizadas com 3 pg/ml
dos antigenos rChimera, S e N. As amostras dos soros obtidos nos dias 0, 14, 21, 28, 35 e 42 dos camundongos
imunizados, veiculos e iVac foram diluidos 1:100 e incubadas overnight a temperatura de 4°C; o anticorpo
secundario anti-IgG-HRP foi diluido 1:5000 e incubado por 1,5 horas para a detecgdo dos anticorpos especificos.
A reagdo foi desenvolvida com TMB durante 6 minutos e interrompida com HCI 1 N. Leitura realizada em
espectrofotometro a 450 nm. Os resultados representam a média + E.P.M onde cada ponto representa os valores
independentes de O.D. para cada animal. Resultados representativos de um experimento. A analise estatistica foi
realizada por meio do teste Two-way ANOVA. * p valor < 0.05; ** p valor <0.01.
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42 A IMUNIZACAO INTRAMUSCULAR NAO INDUZIU RESPOSTA HUMORAL
NO TRATO RESPIRATORIO

Conforme ja relatado anteriormente, a imunizacao intramuscular induz uma resposta
imune antiviral muito baixa no local de infeccao. Para verificar se a nossa formulagao estaria
produzindo uma resposta local, investigamos o potencial da vacina »Chimera administrada i.m.
de induzir uma resposta humoral especifica no trato respiratério. Entretanto, observamos que
nao houve diferenca aumento na produ¢ao de imunoglobulinas especificas entre camundongos
imunizados com veiculo, imunizados ou animais naive, seja para anticorpos IgG anti-rChimera,
anti-Spike ou anti-Nucleocapsideo (Nso-350). No entanto, apenas um camundongo do grupo

imunizado foi capaz de gerar resposta humoral especifica para os antigenos anti-SARS-CoV-2

(Figura 3).
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Figura 3. Imunizacio intramuscular nao induz resposta local especifica. Niveis de IgG especificos para as
proteinas rChimera, S ¢ Nso-350 foram avaliadas no LBA dos animais do grupo naive, veiculo e rChimera+Alum.
As amostras foram incubadas em placas previamente adsorvidas com os antigenos por 2 horas a temperatura
ambiente; o anticorpo secundario anti-IgG-HRP foi diluido 1:5000 e incubado por 1,5 horas para a detecg@o dos
anticorpos especificos. A reagdo foi desenvolvida com TMB durante 20 minutos e interrompida com HCI 1 N.
Leitura realizada em espectrofotometro a 450 nm. Para o controle negativo da técnica, foi utilizado o LBA de
camundongos naive. Os resultados representam a média + E.P.M onde cada ponto representa os valores
independentes de O.D. para cada animal. Resultados representativos de um experimento. A analise estatistica foi
realizada por meio do teste One-way ANOVA. ns: ndo significativo (p > 0,05).

43 A IMUNIZACAO INTRAMUSCULAR NAO INDUZIU RESPOSTA CELULAR
PARA OS ANTIGENOS S E N DO SARS-COV-2

Duas semanas ap6s a dose de refor¢o, os camundongos foram eutanasiados e os bagos
coletados para obter os esplenocitos. Apos o estimulo com as proteinas »Chimera, S € Nso-350

in vitro, os niveis de IFN-y foram mais altos no sobrenadante da cultura dos esplendcitos de um
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camundongo imunizado pela via i.m. com »Chimera+Alum (Figura 4). Por outro lado, quando
avaliamos a frequéncia e o niimero de células T CD4" ¢ CD8", constatamos que nio havia

diferenca entre o grupo imunizado com a proteina quando comparado ao grupo que recebeu a

solucao veiculo (Figura 5).
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Figura 4. Imunizac¢ao intramuscular nio induziu resposta celular especifica aos antigenos do agente SARS-
CoV-2. Foram plaqueados esplendcitos de camundongos, imunizados com a proteina rChimera ou com a solu¢do
veiculo, em placas de 96 pogos na concentragdo de 1 x 10° células/pogo. Em seguida, os estimulos com as
proteinas S, Nso-350 € Chimera na concentragdo de 10 pg/ml foram adicionadas. Apo6s 72 horas, o sobrenadante
da cultura de células com os estimulos foi coletado para a quantificag@o da citocina IFN-y através da metodologia
de ELISA. Como controle positivo ¢ negativo foram utilizados PMA-+Iono (1x) e meio, respectivamente. Os
resultados representam a média = E.P.M onde cada ponto representa os valores independentes de O.D. para cada

animal. Resultados representativos de um experimento. PMA-+lono: phorbol 12-myristate 13-
acetatet+lonomycin.

\-/ewulo_ i .Fh|mera+AIurn 100 15510 ns '
w " ' : . + @ Veiculo
o 80 ns Pal @ rChimera+Alum
2 . o
" 1%10¢
! 8 &0 2
_ 3 . Q %)
e £ 404 ]
. S S 5x10°
E;‘:- : A .; ' ‘8 20 8
2.
So e i K
82 - =4 ne 48 e c
R Ty et od..... . od.....
> B -
75 1L fa2s asa| 1004 1%104 ns
‘e Y —
i (=] - 31
. 1 o 80 3] 8x10
: ! -
m
o 60 O 6%107-
) ns o
& 404 8 ax1034
. S 3
P - e
g, '3 20+ 8 2x107
” ' R T
B PR od..... . od..... ..
D4 > D —— _—

Figura 5. A imunizacio intramuscular nao influencia frequéncia e n° de células T CD4* ¢ T CDS8*.
Esplenocitos de camundongos imunizados com rChimera ou veiculo foram coletados e marcados com anticorpos
especificos para as moléculas CD3, CD4 e CD8 durante uma hora no gelo, lavadas e fixadas com 1% de PFA.
A) representa a frequéncia e n° de células CD3"CD4*. B) representa a frequéncia e n° de células CD3*CD8*. Os
resultados representam a média + E.P.M onde cada ponto representa os valores independentes de O.D. para cada
animal. Resultados representativos de um experimento. A analise estatistica foi realizada por meio do teste ¢

Student. ns: ndo significativo (p > 0,05). Ao lado esquerdo, imagens representativas da analise de Citometria de
Fluxo.



35

44  CAMUNDONGOS IMUNIZADOS PELA VIA INTRANASAL COM DOSES MAIS
BAIXAS NAO PRODUZEM IgG ANTI-PROTEINAS DO SARS-CoV-2

Para avaliar de maneira mais abrangente a resposta imunologica gerada pela vacina
contendo a proteina rChimera, empregamos uma abordagem alternativa de imunizagdo. Nesse
contexto, a estratégia vacinal utilizada seguiu os parametros ilustrados na figura 6, porém com
uma variagdo significativa, a administragdo do antigeno quimérico ocorreu através da via
intranasal. Assim, camundongos C57BL/6 com 6-8 semanas de idade, receberam 10 ug ou 20
ug de rChimera formulado com o adjuvante Alum no dia 0 e 21. E relevante notar que, uma
dose de 10 pg ndo induziu um aumento dos niveis séricos de anticorpos IgG para as proteinas

rChimera, Nso350 € S do agente SARS-CoV-2 (Figura 7).
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Figura 6. Esquema de imunizac¢io intranasal. Camundongos da linhagem C57BL/6 foram imunizados pela
via intranasal com 10 pg de rChimera e 100 pg de Alum no dia 0, seguido de um reforgo no 21° dia utilizando a
mesma concentragdo da proteina rChimera (10 pg) associado ao adjuvante Alum (100 pg). 21 dias apds o reforgo,
foi realizado a coleta de amostras como soro, lavado broncoalveolar e bago, com o objetivo de avaliar as respostas
humoral e celular especificas. 0d corresponde ao soro pré-imune. As setas vermelhas indicam a coleta de soro
através da pun¢do da veia submandibular.
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Figura 7. Imunizacdo intranasal ndo induziu anticorpos especificos aos antigenos do agente SARS-CoV-
2. (A) Niveis de IgG anti-rChimera; (B) Niveis de IgG anti-Spike; (C) Niveis de IgG anti-Nucleocapsideo (Nso-
350). Placas de alta adsor¢@o foram sensibilizadas com 3 pg/ml dos antigenos rChimera, S e N. As amostras dos
soros obtidos nos dias 0, 14, 21, 28, 35 e 42 dos camundongos imunizados, veiculos e iVac foram diluidos 1:100
e incubadas overnight a temperatura de 4°C; o anticorpo secundario anti-IgG-HRP foi diluido 1:5000 e incubado
por 1,5 horas para a detec¢@o dos anticorpos especificos. A reagdo foi desenvolvida com TMB durante 5 minutos
e interrompida com HCI 1 N. Leitura realizada em espectrofotometro a 450 nm. Os resultados representam a
média + E.P.M onde cada ponto representa os valores independentes de O.D. para cada animal. Resultados
representativos de um experimento. d.p.i: Dias pds-imunizagao.
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45 A IMUNIZACAO INTRANASAL COM DOSES MAIS BAIXAS NAO INDUZIU
RESPOSTA HUMORAL NO TRATO RESPIRATORIO

Observando os resultados obtidos, verificou-se que a imunizagao intranasal utilizando
uma proteina imunogénica nao foi capaz de gerar uma resposta humoral sistémica robusta.
Diante disso, decidimos investigar a resposta humoral na mucosa respiratdria, que € o local de
entrada viral. Para realizar essa investigacdo, analisamos a presenga de anticorpos IgG
especificos contra as proteinas do SARS-CoV-2 no lavado broncoalveolar, coletado ao final do
esquema de imunizac¢dao. Os resultados foram consistentes com os anteriores, pois 0s
camundongos imunizados com a proteina rChimera associada ao adjuvante Alum nao
apresentaram producdo de anticorpos especificos, ndo alcancando significancia estatistica

quando comparados aos controles (Figura 8).
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Figura 8. Imunizacdo intranasal ndo induz resposta local especifica. Niveis de IgG especificos para as
proteinas rChimera, S ¢ N foram avaliadas no LBA dos animais do grupo naive, veiculo e rChimera+Alum. As
amostras foram incubadas em placas previamente adsorvidas com os antigenos por 2 horas a temperatura
ambiente; o anticorpo secundario anti-IgG-HRP foi diluido 1:5000 e incubado por 1,5 horas para a detec¢do dos
anticorpos especificos. A reagdo foi desenvolvida com TMB durante 20 minutos e interrompida com HCI 1 N.
Leitura realizada em espectrofotometro a 450 nm. Para o controle da técnica, foi utilizado o LBA de
camundongos naive. Os resultados representam a média + E.P.M onde cada ponto representa os valores
independentes de O.D. para cada animal. Resultados representativos de um experimento. A andlise estatistica foi
realizada por meio do teste One-way ANOVA. ns: ndo significativo (p > 0,05).
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46 ESPLENOCITOS DE CAMUNDONGOS IMUNIZADOS COM DOSES MAIS
BAIXAS PELA VIA INTRANASAL NAO PRODUZEM RESPOSTA IMUNE CELULAR

ESPECIFICA

A resposta de células T, assim como a produgdo de anticorpos especificos, sao
importantes para a elimina¢do viral durante a infeccdo pelo agente SARS-CoV-2. Para
confirmar se a administra¢do intranasal de »Chimera poderia provocar uma resposta imune
celular especifica, dosamos a citocina IFN-y dos esplenocitos estimulados com as proteinas S,

N e rChimera. De acordo com a figura 9, os niveis de IFN-y produzidos ndao foram

significativamente diferentes.
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Figura 9. Imunizacio intranasal nio induziu resposta celular especifica aos antigenos do agente SARS-
CoV-2. Foram plaqueados esplendcitos de camundongos, imunizados com a proteina rChimera ou com a solugdo
veiculo, em placas de 96 pogos na concentragdo de 1 x 10° células/poco. Em seguida, os estimulos com as
proteinas S, N e rChimera na concentragdo de 10 pg/ml foram adicionadas. Apo6s 72 horas, o sobrenadante da
cultura de células com os estimulos foi coletado para a quantificagdo da citocina IFN-y através da metodologia
de ELISA. Como controle positivo e negativo foram utilizados PMA-+Iono (1x) e meio, respectivamente. Os
resultados representam a média + E.P.M onde cada ponto representa os valores independentes de O.D. para cada
animal. Resultados representativos de wum experimento. PMA-+Iono: phorbol 12-myristate 13-

acetate+lonomycin.

Quando observamos o numero e frequéncia das células T CD4" ¢ CD8" através da
analise de citometria de fluxo, constatamos que mesmo apos duas semanas da dose de reforgo,
os valores dessas duas variaveis permaneciam semelhantes tanto no grupo veiculo quanto no

grupo que recebeu a proteina associada ao adjuvante Alum (Figura 10).
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Figura 10. A imunizacio intranasal nao induziu o aumento da frequéncia e n° de células T CD4* e T CD8".
Esplendcitos de camundongos imunizados com rChimera ou veiculo foram coletados e marcados com anticorpos
especificos para as moléculas CD3, CD4 e CDS8 durante uma hora no gelo, lavadas e fixadas com 1% de PFA.
A) representa a frequéncia e n° de células CD3*CD4". B) representa a frequéncia e n° de células CD3*CD8". Os
resultados representam a média + E.P.M onde cada ponto representa os valores independentes de O.D. para cada
animal. Resultados representativos de um experimento. A andlise estatistica foi realizada por meio do teste ¢

Student. ns: ndo significativo (p > 0,05). Ao lado esquerdo, imagens representativas da analise de Citometria de
Fluxo.
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47 A INDUCAO DE RESPOSTA HUMORAL SISTEMICA PELA VIA INTRANASAL
OCORREU COM UMA DOSE MAIOR DA PROTEINA rChimera

ApOs observar que uma concentragdo menor da proteina »Chimera nao foi capaz gerar
uma resposta imune especifica e superior ao grupo veiculo, testamos o mesmo protocolo de
imunizacdo exposto na figura 11 deste trabalho, no entanto, dobramos a concentracdo da
proteina para 20 pg/animal. Para isso, camundongos C57BL/6 foram divididos em dois grupos:
veiculo e ¥Chimera+Alum e receberam nos dias 0 e 21 as seguintes formulagdes, PBS 1X +
100 pg Alum e 20 pg de »Chimera e 100 pg Alum, respectivamente. Ao final do protocolo,
realizamos o teste de ELISA indireto para avaliar a presenga ou ndo de anticorpos da classe IgG
especificos para as proteinas rChimera, N e S no soro desses animais em comparagao ao grupo
veiculo. Da mesma forma, também foi utilizado o soro dos camundongos imunizados com a
vacina iVac. Os resultados deste experimento indicam que a imunizag¢ao pela via intranasal foi
capaz de gerar uma resposta humoral sist€émica especifica, através da produgdo de anticorpos

IgG anti-proteinas do SARS-CoV-2 (Figura 12).

C57BL/6 .
C) ¥ } } }
C | | | | | |
- €A 0d 14d 21d 28d 35d 42d
t t t
19 Dose Reforgo Coleta de amostras:
20 ug rChimera + 20 ug rChimera +

Sangue, bagco e lavado broncoalveolar
Alum Alum

Figura 11. Esquema de imunizacio intranasal com dose de 20 pg. Camundongos da linhagem C57BL/6 foram
imunizados pela via intranasal com 20 pg de rChimera e 100 pg de Alum no dia 0, seguido de um reforgo no 21°
dia utilizando a mesma concentra¢ao da proteina rChimera (20 ng) associado ao adjuvante Alum (100 pg). 21
dias ap6s o reforco, foi realizado a coleta de amostras como soro, lavado broncoalveolar e bago, com o objetivo
de avaliar as respostas humoral e celular especificas. 0d corresponde ao soro pré-imune. As setas vermelhas
indicam a coleta de soro através da puncdo da veia submandibular.
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Figura 12. Dose de 20 pg de rChimera administrada via intranasal induz resposta humoral sistémica. As
amostras dos soros obtidos nos dias 0, 14, 21, 28, 35 e 42 dos camundongos imunizados (20ug de rChimera+
100 pg de Alum) ou veiculos (PBS 1x+100pg de Alum) foram diluidos 1:100 e incubadas overnight a
temperatura de 4°C; o anticorpo secundario anti-IgG-HRP foi diluido 1:5000 e incubado por 1,5 horas para a
deteccdo dos anticorpos especificos. A reacdo foi desenvolvida com TMB durante 6 minutos e interrompida com
HCI1 1 N. Leitura realizada em espectrofotometro a 450 nm. Para o controle positivo da técnica, foram utilizados
soros de camundongos vacinados com iVac. Os resultados representam a média = E.P.M onde cada ponto
representa os valores independentes de O.D. para cada animal. Resultados representativos de um experimento.
d.p.i = dias pos-imunizagao.
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5 DISCUSSAO

A COVID-19 ¢ uma doenga viral de carater pandémico, desencadeada pelo agente
SARS-CoV-2. O sitio primario de infec¢do e replicagao por esse patdogeno ¢ o trato respiratorio
superior, podendo acometer o trato respiratorio inferior causando a sindrome do desconforto
respiratorio agudo grave que ¢ potencialmente fatal (SCHULZE et al., 2021). As vacinas contra
a COVID-19 atualmente disponiveis demonstram uma eficacia superior a 90% na prevengao da
forma grave da doenga (BADEN et al., 2021; DAGAN et al., 2021; EMARY et al., 2021). No
entanto, a variabilidade do virus SARS-CoV-2 e suas variantes preocupantes, tornam-se uma
ameaga a prote¢do induzida pelas vacinas (MARKOV et al., 2023). Por isso, varios estudos
estdo em andamento para a pesquisa de novos candidatos vacinais, bem como a necessidade
analisar diferentes vias de administragao.

Neste estudo, apresentamos a fase pré-clinica de uma estratégia vacinal alternativa que
utiliza uma proteina quimérica composta pelas proteinas N e S do agente SARS-CoV-2,
administrada via intramuscular e intranasal. Nossos resultados imunoldgicos revelaram que a
vacina quando administrada pela via intramuscular, com uma dose de 10 pg de proteina/animal,
¢ uma abordagem eficaz para induzir anticorpos de maneira sistémica. Em contrapartida,
quando administrado pela via intranasal ndo foi suficiente para induzir uma resposta especifica
de cé¢lulas B e T para os antigenos do agente SARS-CoV-2.

Anteriormente, um estudo explorou a imunogenicidade de uma proteina quimérica
composta pelos antigenos RBD e N, associado ao adjuvante POLY ICLC, pela via
intramuscular em camundongos (CASTRO ef al, 2022). Os resultados desse estudo
corroboraram com os nossos achados, demonstrando que o esquema vacinal induziu uma
resposta de células T e niveis elevados de anticorpos especificos contra os antigenos do SARS-
CoV-2. No entanto, nossa imunizagao nao induziu uma resposta humoral no BAL tao robusta
quanto a observada por Castro e colaboradores (2022). Isso porque vacinas intramusculares
falham em produzir respostas significativas de anticorpos no trato respiratorio superior
(VOLCKMAR; MELCHER; BRUDER, 2022). Em um outro trabalho, a coadministra¢ao de
duas vacinas baseadas na estratégia de vetor viral que expressam os antigenos S e N, foram
capazes de induzir resposta de linfocitos T, bem como de anticorpos IgG anti-N e anti-S.
Notavelmente, os niveis de anticorpos foram consideravelmente maiores para a proteina Spike,
como também observado em nossa pesquisa (DANGI et al., 2020).

Apesar das respostas positivas obtidas através da imunizagao intramuscular o mesmo

ndo foi observado na via intranasal, ¢ importante ressaltar que a literatura cientifica tem
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apresentado resultados promissores no uso de vacinac¢ao intranasal com subunidades proteicas
em modelos animais. Maltseva e colaboradores (2023), realizaram um estudo em camundongos
BALB/c fémeas, nos quais foram imunizados com 20 pg da proteina RBD ou Spike, formuladas
com os adjuvantes CT (Cholera Toxin) ou AMVAD (Archael lipid mucosal vaccine adjuvant
and delivery). Os resultados demonstraram a indugdo de uma resposta especifica de anticorpos
IgG e IgA tanto local quanto sistemicamente. Em outro estudo, a imunizacdo intranasal com
trés doses de uma vacina composta por RBD+PEI (Polietilenoimina) em camundongos
C57BL/6, foi capaz de gerar resposta de anticorpos neutralizantes e proliferacao de células T
residentes do tecido pulmonar (LEI et al., 2022).

Diallo e colaboradores (2023) também avaliaram a imunogenicidade e a eficacia
protetora de uma vacina composta pela proteina S, formulada com um adjuvante agonista de
TLR2 e STING. Foi possivel observar que havia tanto uma resposta celular quanto humoral
especifica e camundongos quando desafiados com o virus SARS-CoV-2, resistiam a infec¢ao
letal. Em conjunto, estas evidéncias somadas a tantas outras que avaliaram a resposta imune de
vacinas administras pela via intranasal, demonstram uma prote¢ao em potencial conferida por
essa rota de administracao.

Algo importante a ser notado nesses estudos ¢ a utilizagdo de diferentes adjuvantes
formulados a0 mesmo antigeno. Nossa pesquisa baseou-se na utilizacao do adjuvante hidroxido
de aluminio, do qual tem como mecanismo de a¢do, a liberacdo de DAMPS (do inglés, Damage-
associated molecular pattern) através do processo de necrose celular. Os sinais responsaveis
por recrutar e ativar células inflamatérias sdo: DNA, IL-33, IL-1p, acido urico, ATP, entre
outros. Muitos estimulos como estes, atuam como potentes indutores de uma resposta imune
do tipo Th2 (KOOL et al., 2008; LI; NOOKALA; RE, 2007, MARICHAL et al., 2011;
RITEAU et al., 2012; ROSE et al., 2015).

Sasaki e colaboradores (2021) demonstrou que o adjuvante Alum, quando
administrado pela via intranasal em camundongos BALB/c, ¢ um forte indutor de DAMPs (IL-
33, dsDNA, IL-1a, IL-1p, por exemplo), pois induz a morte celular de macrofagos alveolares e
células epiteliais alveolares. Além disso, foi capaz de induzir uma forte resposta de anticorpos
da classe IgA no LBA e aumentar a capacidade de captagdo dos antigenos vacinais através do
MHC de classe I, presentes em APCs. Assim, podemos visualizar um potencial uso desse
adjuvante em uma nova rota de imunizagdo. Em contrapartida, baseado na nossa pesquisa, a
combina¢do do adjuvante Alum a proteina »Chimera ndo foi capaz de induzir uma resposta

vacinal promissora como mencionado anteriormente. Isso se deve em parte a baixa capacidade
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do adjuvante de induzir uma resposta do tipo Thl (baixa producio de IgG2a) e células T CDS8",
como demonstrado por Sasaki et al. (2020).

Um aspecto adicional para explicar a auséncia de resposta imune local e sist€émica em
camundongos imunizados pela via intranasal, pode ser atribuido ao fendmeno da tolerancia de
mucosa. A via respiratoria ¢ um compartimento extremamente eficiente na indugdo de
tolerancia, pois tem a finalidade de prevenir respostas inflamatérias prejudiciais a antigenos
inalados, assegurando a homeostase corporal. Logo, baixas doses do antigeno ou poucas
administracdes podem ndo ser suficientes para induzir uma resposta imune efetora
(MESTECKY; RUSSELL; ELSON, 2007). Um estudo demonstrou que camundongos
alimentados com doses baixas de um antigeno favoreceu o processo de regulagdo celular,
enquanto doses muito altas induzem um estado de anergia (FRIEDMAN; WEINER, 1994).
Pensando nesses aspectos, aumentamos a dose (20 pg) da proteina ¥Chimera administrada via
intranasal com o objetivo de estimular imunidade a nivel sistémico. Os resultados foram
promissores, demonstrando que camundongos imunizados com uma vacina composta pela
proteina rChimera, associada ao adjuvante Alum, apresentam anticorpos séricos da classe IgG
especificos para as proteinas do agente SARS-CoV-2. Contudo, esses dados ndo sdo suficientes
para caracterizar uma resposta imune eficaz e robusta contra o agente SARS-CoV-2. Por isso,
mais estudos sdo necessarias pesquisas adicionais a fim de avaliar outras variaveis que também
desempenham um papel crucial na indu¢do de uma resposta imunoldgica completa.

Conforme mencionado anteriormente, ¢ importante destacar que existem outras
varidveis relevantes para demonstrar a indu¢do de resposta de mucosa, que ndo foram
exploradas neste estudo, tais como a sintese local e secrecao de anticorpos da classe IgA e a
presenga de células T residentes do tecido pulmonar (ALU et al., 2022). O papel da
imunoglobulina IgA ¢ essencial antes do inicio da infec¢do epitelial, pois promove a captura e
remog¢ao de patdogenos que atingem o sistema respiratorio (CERUTTI, 2008). Devido a isso, a
grande maioria dos estudos que investigam a promog¢do de resposta de mucosa avaliam a
producao desse anticorpo em diferentes amostras, como LBA, saliva e soro (DIALLO ef al.,
2023; MALTSEVA et al.,2023; VAN DOREMALEN et al., 2021). Em relagao as células Trw,
estas sdo caracterizadas por expressar altos niveis de moléculas de superficie celular como
CD103" e CD69". Além disso, residem em tecidos de barreira para rapida resposta diante de
infec¢des subsequentes, independentemente do recrutamento de células T do sangue (BULL et
al.,2019; WOODLAND; SCOTT, 2005).

Outra descoberta significativa deste estudo € que a via de administragdo pode ter um

impacto substancial na resposta imune. Ao imunizar camundongos com a mesma formulacio,
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mas usando diferentes vias de administracdo, observamos que isso levou a produgdo de
respostas imunes especificas. Alguns estudos exploraram a imunizacao intranasal em paralelo
a imunizacao intramuscular. Chen e colaboradores (2022b) ao utilizar a por¢ao RBD fundido
ao fragmento Fc do anticorpo (RBD-Fc) formulado com adjuvante de alimen, demonstrou
induzir uma forte resposta de IgG anti-RBD, anticorpos neutralizantes e fraca resposta de
células T especificas. No entanto, a resposta celular foi maior no grupo dos animais que
receberam a proteina pela via intramuscular, como observamos no nosso estudo ao comparar
as duas rotas de administragdo com a mesma dose de 10 ug. Em outro trabalho, a imunizagao
com RBD+Alum intranasal gerou uma resposta humoral especifica a nivel sistémico e local,
em contrapartida, a resposta de células T foi induzida, mas quando comparada a via
intramuscular os niveis foram inferiores (DU ef al, 2021). Ainda, através de um trabalho
publicado por Mohanan e colaboradores (2010), pdde-se observar que dependendo da via
utilizada para a aplicacdo de substancias, diferentes respostas sdo geradas e que camundongos
imunizados pela via i.m., desenvolvem uma resposta do tipo Th1, produtora de citocinas como
IFN-y.

Alguns estudos abordaram a utilizacdo de diferentes estratégias vacinais para avaliar
a resposta mediante imunizagdo intranasal e parenteral. Anum e colaboradores (2020) usando
uma vacina baseada na tecnologia de vetores adenovirais, expressando antigenos do SARS-
CoV-2, gerou resposta imune superior a via intramuscular. Em outro trabalho, a imunizagao
intranasal foi capaz de conferir imunidade celular e humoral, além de prote¢@o contra o desafio
utilizando o virus SARS-CoV-2, com apenas uma dose da vacina (HASSAN et al., 2020).
Vacinas para outros microrganismos também foram testados em diferentes vias, Derrick e
colaboradores (2014) avaliaram a impacto da imunizacdo intranasal com BCG comparada a
imunizacdo convencional. Através dos dados obtidos, camundongos imunizados pela via i.n.
apresentavam maior frequéncia de células pulmonares T CD8" e CD4'IFN-y". Quando
avaliados em esplendcitos, as frequéncias destas células também foram superiores a rota de
imunizagao convencional (DERRICK et al., 2014).

O nosso estudo também evidenciou que a imunizacdo intranasal e a intramuscular ndo
tém influéncia sobre o nimero e a frequéncia de células T CD4" ¢ CD8" quando comparado ao
grupo controle. De forma semelhante, Gao e colaboradores (2020), ao avaliar o subconjunto de
linfocitos CD3", CD4" e CD8" apds imunizagdo com a vacina de virus inativado, ndo observou
diferenga entre os grupos: vacinas, placebo e veiculo. Entretanto, uma dose maior poderia
aumentar esses parametros, favorecendo a inducdo de uma resposta imune de células T

especificas. Acredita-se que outro método interessante para explorar a resposta imune celular
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apods esquema vacinal, seja através da avaliacdo da coloracdo intracelular de citocinas (ICS). A
ICS ¢ uma técnica comum baseada em citometria de fluxo, da qual tem como objetivo avaliar
a fun¢do das células T ex vivo, incluindo sua capacidade de reconhecimento de antigenos e
producao de citocinas. Sendo um parametro importante para entender como o sistema
imunoloégico esta respondendo a imunizacdo (LAMOREAUX; ROEDERER; KOUP, 2006).
Até o momento, o emprego de vacinas mucosas tem uma trajetéria segura comprovada,
com décadas de aplicagdo em contextos veterinarios (LIVARES; OOD, 2004). Em humanos, a
vacina nasal contra influenza FluMist demonstrou seguranca, eficicia e protecao contra o virus
da influenza (CARTER; CURRAN, 2011). Os dados demonstrados nesta discussdo bem como
os resultados deste trabalho indicam um futuro potencial da via intranasal como objeto de
estudo, com o objetivo de explorar o sitio primario da infec¢do pelo agente SARS-CoV-2 e
outros patdgenos respiratorio. Prevenindo a ocorréncia de uma infeccdo local, barrando a
transmissdo comunitaria, além de oferecer simplicidade de administragdo sem a necessidade de

agulhas e seringas estéreis.
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6 CONCLUSAO

Nosso estudo sugere que a via intranasal utilizando uma dose de 20 pg da proteina
rChimera, resulta em uma potente imunogenicidade humoral sistémica. No entanto, ¢
importante destacar que futuras avaliagdes serdo necessarias para comprovar a capacidade de
gerar uma resposta imunologica adequada, eficdcia e seguranca vacinal. Dessa forma, nosso
estudo ndo apenas traz a tona a promissora perspectiva da proteina rChimera como uma
possivel solu¢do contra a COVID-19, mas também estabelece uma base sélida para o
desenvolvimento continuo e aprofundado dessa rota de administragio no campo das

imunizagdes.
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APENDICE A

A estratégia de gate foi realizada com base na distribui¢ao em um grafico FSC-A versus SSC-
A, onde foram selecionadas células de baixo tamanho e granulosidade; seguido da sele¢ao de
c¢lulas nao marcadas pelo corante Zombie (Figura 13A); gate de células positivas para CD45
(proteina transmembranar expressa em todos os leucocitos) (Figura 13B); Selecdo de células T,
em grafico de anti-CD3 versus anti-CD19 (Figura 13C); posteriormente, foram selecionadas as
células T CD3" do qual foi construido um grafico de anti-CD8 versus anti-CD4 para a selegdo
de diferentes subpopulagdes de linfocitos T (Figura 13D). A mesma estratégia foi aplicada em

todas as analises deste trabalho.

Estratégia de gate

A

2508
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Figura 13. Estratégia de gate. A) foram selecionadas células marcadas negativamente para o marcador de
viabilidade Zombie; B) a partir da populagio de células CD45* foram selecionadas células anti-CD3 " versus anti-
CD19" (C); Selegdo das subpopulagdes de linfocitos em um grafico anti-CD8 versus anti-CD4 (D). Imagem
representativa de um experimento.
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