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“Tudo aquilo que um homem ignora, ndo existe para ele. Por isso, o universo de cada um, se
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RESUMO

A sindrome respiratdria aguda severa do coronavirus 2019 (SARS-CoV-2) consiste no agente
etioldgico da pandemia da doenga do coronavirus 2019 (COVID-19). A adogao de politicas
publicas, particularmente a vacinagdo em massa, foram essenciais no combate e mitigacao dos
impactos negativos da pandemia na satide publica. Nesse contexto, as plataformas vacinais
baseadas em RNA mensageiro (mRNA) foram revoluciondrias, ao demonstrarem vantagens
quanto a rapidez de producdo e eficiacia vacinal. Apesar da disponibilidade de dados
caracterizando respostas imunoldgicas inatas e adaptativas frente a diferentes vacinas contra
COVID-19, dinamicas e processos moleculares em vacinas de mRNA ainda carecem de
maiores investigacdes que, por sua vez, poderiam auxiliar no aperfeicoamento de formulagdes
vacinais contra possiveis coronavirus emergentes. Neste trabalho, empregando dados publicos
de sequenciamento de RNA de células individuais (scRNA-seq) de individuos vacinados por
BNT162b2, foi possivel caracterizar dinamicas no processo de imunidade adaptativa induzidas,
longitudinalmente, pelo imunizante com esquema vacinal completo. O presente trabalho
demonstrou dindmicas celulares particulares ap6s imunizagao, associadas a uma linfopenia T
especifica profunda, porém transitéria, com expansdo de populagdes de células B, como
plasmoblastos e B de memoria. Analises de expressao génica diferencial mostraram a expressao
de marcadores de ativagdo, proliferacdo e citotoxicidade celular, em linfécitos B e T, além de
expressao progressiva de IFN-I ao longo dos periodos de tempo pds vacinagdo. Nao obstante,
as analises de ontologia génica evidenciaram termos que corroboram com os achados de perfil
transcricional. Ainda, a determinacdo de subpopulacdes B e T viabilizaram andlises de
inferéncia de trajetoria, aprofundando achados de dindmicas celulares pos vacinagdo e,
finalmente, as anélises de comunicagao célula-célula poderam estabelecer padrdes interacionais
e sinalizatdrios entre os agrupamentos celulares indicando a participagdo nao exclusiva, porém
crucial, de vias como FTL3, MIF ¢ BAFF/APRIL frente a imunizagao. Os resultados obtidos
no presente trabalho, evidenciaram mecanismos celulares e moleculares que propele o
desenvolvimento de vacinas de mRNA mais eficientes, efetivas e seguras contra futuras
pandemias associadas a coronavirus e outras doengas infecciosas emergentes.

Palavras-chave: SARS-CoV-2; BNT162b2; scRNA-seq



ABSTRACT

The severe acute respiratory syndrome coronavirus 2019 (SARS-CoV-2) is the etiological agent
of the coronavirus disease 2019 (COVID-19) pandemic. The adoption of public policies,
particularly mass vaccination, were essential in fighting and mitigating the negative impacts of
the pandemic on public health. In this context, vaccine platforms based on messenger RNA
(mRNA) were revolutionary, demonstrating advantages in terms of speed of production and
efficacy. Despite the availability of data characterizing innate and adaptive immune responses
to different vaccines against COVID-19, molecular dynamics and processes in mRNA vaccines
still require further investigation, which, in turn, could help improve vaccine formulations
against possible emerging coronaviruses. In this work, using public single cell RNA sequencing
(scRNA-seq) data from individuals vaccinated by BNT162b2, it was possible to characterize
adaptive immunity dynamics induced, longitudinally, by the immunizer with a complete
vaccination schedule. The present work demonstrated particular cellular dynamics after
immunization, associated with a profound but transient specific T lymphopenia, with expansion
of B cell populations, such as plasmablasts and memory B cells. Differential gene expression
analysis showed expression of cellular activation, proliferation and cytotoxicity markers in B
and T lymphocytes, in addition to progressive expression of IFN-I over the post-vaccination
time periods. Notwithstanding, gene ontology analysis highlighted terms that corroborate to the
transcriptional profile findings. Furthermore, the determination of B and T subpopulations
enabled trajectory inference analyses, deepening findings of post-vaccination cellular dynamics
and, finally, cell-cell communication analyzes could establish interactional and signaling
patterns between cell groupings indicating non-exclusive, however crucial, participation of
pathways such as FTL3, MIF and BAFF/APRIL promoted by the immunization. The results
obtained in the present work highlighted cellular and molecular mechanisms that propels the
development of more efficient, effective and safer mRNA vaccines against future pandemics
associated with coronaviruses and other emerging infectious diseases.

Keywords: SARS-CoV-2; BNT162b2; scRNA-seq
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1. INTRODUCAO

1.1 SARS-CoV-2

A sindrome respiratdria aguda severa do coronavirus 2019 (SARS-CoV-2) consiste no
agente etioldgico da doenca do coronavirus 2019 (COVID-19). O virus, pertencente a familia
coronaviridae, subgénero betacoronavirus, ¢ membro de uma vasta diversidade de coronavirus
infectantes de seres humanos e animais, consistindo no terceiro caso de transmissdo de
coronavirus de carater zoon6tico em humanos no passado recente (RUIZ-ARAVENA et al.,
2022).

Em dezembro de 2019, na provincia Chinesa de Wuhan, foram notificados os primeiros
casos de grupos de pacientes com quadros de pneumonia aguda de origem desconhecida. O
sequenciamento de amostras nasais destes individuos identificou a presenca de um novo
coronavirus, representando um novo membro da familia de coronavirus infectantes de seres
humanos, denominado inicialmente de 2019-nCoV, entretanto posteriormente renomeado
como SARS-CoV-2 (GORBALENYA et al., 2020; ZHU et al., 2020).

A pandemia de COVID-19, declarada em 11 de margo de 2020, pela organizagdo
mundial de saude (OMS), até o presente momento ja levou a 500 milhdes de casos positivos
confirmados, com estimativas oficiais de dbitos em torno de 6,3 milhdes de pessoas ao redor
do mundo (WHO, 2022). Todavia, o numero de infec¢des e Obitos totais reais provavelmente
sdo significativamente maiores, porém camuflados em decorréncia do numero elevado de
subnotificacdes (PAIXAO et al., 2021).

O SARS-CoV-2 dispde de 4 proteinas estruturais basicas, sendo: membrana (M),
envelope (E), nucleocapsideo (N) e espicula (S) (Figura 1). Ainda, conta com 15-16 proteinas
ndo estruturais (nsp, do inglé€s, non structural proteins) que, em grande parte, constituem o
complexo de replicacdo e transcricdo (RTC, do inglés, Replication Transcriptional Complex),
crucial para replicagdo do genoma viral, além de 7 proteinas acessorias que desempenham
importante papel de imunomodulagdo da resposta imune do hospedeiro e evasdo viral
(VKOVSKI et al., 2021).

O SARS-CoV-2 detém um genoma de RNA fita simples senso positivo (ssSRNA™) de
aproximadamente 30 kilobases (kb) de comprimento. O genoma viral, em sua extremidade 5°,
¢ constituido por dois longos fragmentos de leitura abertos (ORF, do inglés, Open Reading

Frames): ORFla e ORF1b. Na extremidade 3’ encontram-se ORF’s curtas, codificantes das
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proteinas estruturais, intercaladas com ORF’s responséveis pela sintese de proteinas acessorias

virais (Figura 2) (YANG; RAO, 2021).

Figura 1. Proteinas estruturais do SARS-CoV-2. Representacdo das proteinas estruturais virais como espicula
(S), envelope (E), membrana (M) e nucleocapsideo (N) além do genoma de RNA viral (gRNA). Adaptado de
(KIM et al., 2020).

A glicoproteina S, consiste em uma proteina de membrana do tipo I, e representa o
principal mediador da invasdo viral do SARS-CoV-2 em células humanas, onde o receptor
prioritario empregado ¢ a enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2, do inglés, Angiotensin
Converting Enzyme 2) (LETKO; MARZI; MUNSTER, 2020). A proteina S divide-se em dois
dominios funcionais principais: S1 e S2. A subunidade S1 conta com o dominio de ligacdo ao
receptor (RBD, do inglés, Receptor Binding Domain) que ¢ particularmente importante ao
promover a interagdo com a ECA2. A subunidade S2, por sua vez, ¢ crucial para a promogao
da fusdo da membrana da particula do virion com a membrana da célula hospedeira (Figura 3)
(JACKSON et al., 2022).

A interagdo inicial do complexo RBD-ECA2 envolve a ado¢do de uma conformacao
“up”, caracterizados pela exposicao acentuada do RBD, possibilitando o acesso e interacdo de
residuos de aminoacidos do motivo de pareamento ao receptor (RBM, do inglés, Receptor
Binding Motifs) ao ECA2 (BENTON et al., 2020; HU et al., 2021). Particularmente,
determinados residuos de aminoacidos do RBM demonstraram-se cruciais para a promogao de

uma maior afinidade ao ECA2 de SARS-CoV-2 (WAN et al., 2020).
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Figura 2. Composi¢do do genoma de RNA viral. Esquematizagdo dos principais constituintes gendmicos do
SARS-CoV-2 incluindo a ORFla e ORF1b, codificantes das lipoproteinas ppla e pplab, respectivamente, e
demais genes codificantes de proteinas estruturais e nsps. Adaptado de (KIM et al., 2020).

Ainda, através da exposicao e clivagem do sitio proteolitico S2° pela serina protease
transmembranar 2 (TMPRSS2, do inglés, Transmembrane Protease Serine 2) de superficie
celular, a subunidade S2 incorre em alteragdes conformacionais significativas que culminam na
injecdo do genoma de RNA viral no citoplasma celular em decorréncia da fusdo da membrana
do virion com a membrana da célula hospedeira (YANG; RAO, 2021).

No citoplasma celular, a ORFla e ORF1b do genoma de RNA viral sdo rapidamente
traduzidas em polipeptideo la (ppla) e polipeptideo lab (pplab) como resultado de
frameshifting ribossomal programado -1 (BHATT et al., 2021). Através da clivagem
proteolitica da ppla e pplab por duas cisteina proteases, protease principal (MP™) e protease
tipo papaina (PLP™), todas as 16 nsp maduras e processadas sdo liberadas das poliproteinas e
podem promover suas respectivas funcdes bioldgicas. As nsps 2-16 compdem, em sua
totalidade, o RTC viral, onde a nspl atua como potente fator de viruléncia de capacidade
inibitoria da maquinaria de traducdo celular (NARAYANAN et al., 2008; GORKHALI et al.,
2021).

S1/S2 S

‘, RBD .~ 630loop FP
[ ] [ ] [ ] ,. , [ ] ’ ? IFPPR .? o0 [ ]
I T R N T N N ERED G
14 306 331 528 591 68%) 816 834 910 985 1,035 1,211 1,273
| | 1163 1,234

T T

S1 S2

Figura 3. Estruturas da proteina de espicula do SARS-CoV-2. Representacgio estendida da proteina S viral, e
descricdo de suas subunidades S1 e S2 e suas respectivas estruturas e subdominios. Ressalta-se a RBD, contida na
subunidade S1, e RBM, compondo uma porgao significativa do RBD. Adaptado de (JACKSON et al., 2021).

A replicagdo do SARS-CoV-2 ¢ marcada, inicialmente, pela sintese de moléculas de
ssSRNA" a partir do RNA gendmico viral. As ssSRNA" sdo utilizadas como molde para sintese de
novas moléculas de ssRNA™ que, por sua vez, sdo empregadas para tradu¢dao de novas nsps,
RTCs ou na incorporag@o em novos virions (VKOVSKI et al., 2021). Devido a importancia dos
mecanismos de replicacdo e transcrigdo para a promocgao e perpetuagdo da infec¢do, muitas
estruturas associadas a tais processos, como a RNA-polimerase RNA- dependente (RdRP, do
inglés, RNA dependent RNA polymerase) sdao alvos prioritarios de drogas anti-COVID-19
(JIANG; YIN; XU, 2021).
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A replicagdo do genoma viral na célula hospedeira ocorre no interior de biomembranas
usurpadas do reticulo endoplasmatico (RE) denominadas de vesiculas de dupla membrana
(DMV, do inglés, Double Membrane Vesicles) (KNOOPS et al., 2008). As DMVs
proporcionam um microambiente propicio para a replicacdo viral, além de auxiliarem na evasao
imunoldgica ao esconderem intermedidrios da transcri¢do de receptores de reconhecimento de
padrdes (PRR, do inglés, Pattern Recognition Receptors) intracelulares, tais como RIG-I (do
inglés, Retinoic Acid-inducible Gene I) e MDAS (do inglés, melanoma differentiation antigen
5) (LI; LIU; ZHANG, 2010).

As proteinas estruturais ¢ o genoma ssRNA' viral sdo translocados das DMVs ¢
montados no RE e complexo de golgi. A liberagdo de novas particulas de virions,
presumivelmente, emergem e sdo liberadas da célula infectada via exocitose (STERTZ et al.,
2007; KLEIN et al., 2020). Ainda, vias de liberagdo associadas a trafico lisossomal ja foram
relatadas (GHOSH et al., 2020). A liberagdo das particulas do virion viabilizam a manutencao
do ciclo infeccioso, culminando na disseminacdo da infecgdo em outros tecidos e orgaos e

possibilitando a transmissao pessoa-pessoa.

1.2 Vacinas baseadas em plataformas de RNA mensageiro

O desenvolvimento de estratégias e adog¢ao de politicas publicas voltadas ao combate a
pandemia de COVID-19, foram de suma importancia para a minimizacao de infec¢des, Obitos
€ na amenizacdo da crise socioecondmica gerada pela pandemia (DAGAN et al., 2021). A
adocdo da vacinagdo em massa, no Brasil e no mundo, certamente foi a estratégia mais eficiente
de combate a pandemia, apesar do surgimento de variantes de preocupacgdo (VOC, do inglés,
Variants of Concern) representarem um desafio na manuten¢do de uma imunidade vacinal
protetora e duradoura (HOFFMAN et al., 2022).

A diversidade de plataformas e estratégias vacinais utilizadas no desenvolvimento de
imunizantes contra COVID-19 foram enormes e incluem imunizantes de virus total inativado
(GAO et al., 2020), vacinas de subunidade proteica (KEECH et al., 2020), vetores de
adenovirus (FALSEY et al., 2021) entre outras. No entanto, a producdo de vacinas utilizando
plataformas inovadoras, particularmente de RNA mensageiro (mRNA), representaram um
marco biotecnologico historico na producao de imunizantes (PIZZA; PECETTA; RAPPUOLI,
2020).

Os primeiros grandes avangos quanto ao uso de mRNAs para fins terapéuticos, datam

do final dos anos 1980 quando técnicas de entrega de mRNA via lipossoma catidnicas em
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células eucarioticas foram descritas in vitro (MALONE; FELGNER; VERMA, 1989). Ao longo
das décadas subsequentes com aperfeigoamento de estratégias de sintese de mRNA in vitro
(WOLFF et al., 1990), comprovagao de capacidade imunoestimulante dos transcritos de mRNA
(MARTINON et al., 1993) e aprimoramento de desenho dos transcritos (KARIKO et al., 2005;
ASRANI et al., 2018), o uso de mRNAs tornou-se de grande interesse para formulagdes de
estratégias com propostas terapéuticas e profilaticas, incluindo o desenvolvimento de
imunizantes (ROTH et al., 2019; ALDRICH et al., 2021).

O alicerce tecnoldgico de vacinas baseadas em mRNA consistem na mimetizagdo de
transcritos de mRNA eucariotos maduros contendo as informagdes genéticas, codificadas em
sequéncias de nucleotideos, capazes de serem traduzidas no antigeno de interesse (FANG et al.,
2022). Portanto, ao contrario de outros desenhos vacinais, onde o antigeno imunodominante
encontra-se prontamente sintetizado, em vacinas de mRNA, o transcrito vacinal atua
simplesmente como um veiculo de entrega informacional visando a traducdo do antigeno
prioritario pela maquinaria ribossomal celular (BARBIER et al., 2022).

O desenho de mRNAs vacinais emprega as mesmas estruturas biologicas de transcritos
eucaridticos apos splicing alternativo, indispensaveis para a estabilidade estrutural e tradugao,
como: 1) sequéncia de leitura aberta (ORF, do inglés, Open Reading Frame); 2) regides 5’ e 3’
ndo traduzidas flanqueando cada extremidade dos transcritos (UTR, do inglés, Untranscribed
Regions); 3) estrutura de capeamento 7-metilguanosina 5°; 4) poli-A 3’ (Figura 4)

(KNECEVIC et al., 2021).

T T
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5 cap 5 UTR ORF 3"UTR  Poly(A) tail

Figura 4. Estruturas de mRNA eucariético. Ilustragdo dos componentes basicos constituintes de um mRNA
eucariotico apos splicing. Estes mesmos componentes encontram-se em virtualmente todos os transcritos de
plataformas baseadas em mRNA, incluindo a vacina BNT162b2. Adaptado de (CHAUDHARY; WEISSMAN;
WHITEHEAD, 2021).

Brevemente, o desenvolvimento de vacinas de mRNA passam pela selecdo e
optimizacao da sequéncia codificadora da proteina imunodominante de interesse, transcri¢ao in
vitro (IVT, do inglés, In Vitro Transcribed) do mRNA vacinal, possuindo os conteudos
estruturais basicos de mRNA fisiologicos, seguidos por etapas basicas de remogdo de

contaminantes ¢ nano emulsificagdo dos transcritos vacinais, ¢ finalmente a adsorgao,
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armazenamento e acondicionamento do composto vacinal completo pronto para uso (Figura 5)
(CHAUDHARY; WEISSMAN; WHITEHEAD, 2021).

O intrinseco e elevado potencial imunogénico de transcritos de mRNA devem-se a
detecg¢do por PRRs, tais como receptores do tipo tol/ (TLR, do inglés, Toll Like Receptors) e
sensores de mRNA exdgenos como o RIG-I que inviabilizam o uso seguro e efetivo de vacinas
baseadas em mRNA com transcritos nativos ou inalterados (BOURQUIN et al., 2006;
HORNUNG et al., 2006).

Consequentemente, modificagdes adicionais nos transcritos sdo indispensaveis para
obtencdo de maior estabilidade molecular e estrutural, redu¢ao de imunogenicidade, indugao
de respostas imunologicas robustas, porém reguladas, maior rendimento de proteina antigénica
em sistema de expressdo e resultados terapéuticos mais eficientes (KARIKO et al., 2005;
HOLTKAMP et al., 2006; BAHL et al., 2017). Diversas abordagens de engenharia de
transcritos existem atualmente. Algumas destas serdo descritas a seguir.

A modificagdo de nucleosideos em mRNAs nativos consistem em mecanismos pos
transcricionais com envolvimento na regulacdo traducional e inibicdo de imunogenicidade
(DUECHLER et al., 2016). Em formulag¢des vacinais, a modificagdo de bases direcionada em
transcritos, como pela substitui¢do de uridina por pseudouridina, previne a identificacdo dos
mRNAs por PRRs e contribui na maximiza¢do da traducdo do antigeno de interesse
(ANDERSON et al., 2010). Ainda, outros analogos de nucleosideos encontram-se disponiveis
e podem ser empregados como NI-metilpseudouridina e N6-metiladenosina (SONG; Y1,
2017).

Adicionalmente, pelo envolvimento na regulagdo da tradugao e estabilidade do mRNA,
a selecdo de segmentos UTR 5° e 3’ ¢ indispensavel para formulacdo de vacinas de mRNA de
sucesso (HOLTKAMP et al., 2006). O capeamento de extremidade 5°, controle do
comprimento de cauda poli(A) e otimizacdo de coédons em ORFs ja sdo praticas comuns em
desenhos de mRNA vacinais (TO; CHO, 2021).

Nao obstante, apesar de ndo atrelado a modificagdo dos transcritos em si, boas praticas
de producao de plataformas de mRNA terapéuticos, como na purificacdo de RNAs de fita dupla
(dsRNA, do inglés, Double Stranded RNA) através de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC, do inglés, High Performance Liquid Chromatography) promovem resultados positivos

no farmaco final, ao ndo promoverem inflamacao excessiva (KARIKOD et al., 2011).
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Figura 5. Etapas de producio de mRNA. Esquematizagdo de etapas basicas no desenvolvimento de vacinas de
mRNA. Primeiramente, estabelece-se o desenho da sequéncia a ser expressa (1); transcricdo in vitro (2);
Purificacdo do mRNA de interesse (3); nano emulsificagdo dos mRNA e carreadores lipidicos (4); filtragdo (5);
produto vacinal de mRNA final (6). Adaptado de (CHAUDHARY; WEISSMAN; WHITEHEAD, 2021).

Atrelado as limitagdes especificas das moléculas de mRNA, anteriormente descritas,
associadas a uma dificultosa difusdo entre membranas de bicamada lipidicas celulares em
decorréncia do tamanho e carga predominantemente negativa (FANG et al., 2022), o emprego
de sistemas de entrega, principalmente baseados em nanoemulsdes lipidicas (LNP, do inglés,
Lipid Nanoparticles) ionizaveis, consistem no método “estado da arte” de entrega de mRNA

vacinais através de compartimentos bioldgicos (PARDI et al., 2018).

1.3 Vacinas mRNA contra SARS-CoV-2 & Mecanismos de acao

As primeiras e principais vacinas de mRNA contra COVID-19 aprovadas e liberadas
para uso emergencial em humanos, por agéncias regulatorias mundo afora, foram
Pfizer/BioNTech BNT162b2 ¢ Moderna mRNA-1273 (WOUTERS et al., 2021). Ambas sao
imunizantes de mRNA ndo replicante que empregam a glicoproteina de espicula S completa,
inicialmente de tipo selvagem (WT, do inglés, Wild Type), em uma construcdo estabilizada na
conformagdo pré-fusdo pela insercdo de residuos de prolina nas regides K986P e VI87P da
subunidade S2 (S-2P). Ainda, utilizam-se de modifica¢des de nucleosideos, principalmente 1-
metilpseudouridina, e usam LNPs como sistema de entrega dos transcritos profilaticos

(HOGAN; PARDI, 2022).
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Em estudos pré-clinicos e clinicos de fase I, as vacinas ja demonstraram significativa
indugdo de respostas imunes humorais pela alta titulagdo total de anticorpos IgG anti-S, bem
como a geracao de anticorpos neutralizantes, e respostas celulares, caracterizado pela presenca
de um perfil TCD4+ Thl predominante, com inducdo de respostas TCD8+ significativas,
particularmente frente a imunizacdo com BNT162b2 (CORBETT et al., 2020; SAHIN et al.,
2021).

Em estudo clinicos de fase III, ambas as vacinas se demonstram seguras, com
predominio de reacdes leves e moderadas, principalmente apos a 2* dose, e com taxas de
eficacia média de 95% para BNT162b2 e 94,1% para mRNA-1273 (BADEN et al., 2021;
HOGAN; PARDI, 2022). Tais taxas de eficacia permaneceram praticamente idénticas até 2
meses apos a 2 dose, promovendo um grau de protecdo afetivo ainda 6 meses apos a tltima
dose (THOMAS et al., 2021).

Os mecanismos de agdo e inducdo de imunidade protetora das vacinas de mRNA,
iniciam-se na compartimentalizacdo do composto vacinal administrado por células imunes,
como células dendriticas (DC, do inglés, Dendritic Cells), ou ndo imunes como células
epiteliais e musculares no sitio da injecdo (PARDID et al., 2015). Independentemente, através
de mecanismos endociticos, como micropinocitose, o complexo mRNA-LNP pode ser
cooptado em endossomas intracelulares e, eventualmente, atingir o compartimento intracelular
(PILKINGTON et al., 2021).

A chegada do mRNA vacinal ao citoplasma ¢ marcado pela tradu¢do do transcrito
codificador do antigeno imunodominante pela maquinaria ribossdmica. O antigeno traduzido
pode entdo ser clivado e processado pelo proteassoma e eventualmente montado e apresentado
em superficie celular pelo complexo de histocompatibilidade humana de classe I ou II
(MHCUII, do inglés, Major Histocompatibility Complex I/II) por células apresentadoras de
antigenos (APC, do inglés, Antigen Presenting Cells) tais como linfocitos B e DC. O complexo
epitopos-MHC podem ser reconhecidos por células incluindo TCD4+, TCD8+, B e T
foliculares auxiliares em centros germinativos (GC, do inglé€s, Germinal Center), induzindo o
desenvolvimento de respostas imunoldgicas efetoras imediatas e de memoria imunologica

(Figura 6) (FANG et al., 2022).
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Figura 6. Representaciio de etapas de transfec¢do e inducio de imunidade via vacina de mRNA. O complexo
mRNA-LNP administrado sdo endocitados por APCs, tais como DCs (1), e 0 mRNA vacinal no citosol ¢é traduzido
pela maquinaria ribossomal celular (2). O antigeno imunodominante viral ¢ processado via proteassoma e
apresentado a células T via complexo MHC de classe I (3), induzindo respostas T citotoxicas via granzimas e
perforinas (4). Complementarmente, antigenos podem ser processados e apresentados via MHC de classe II,
ativando células T auxiliares ou antigenos secretados podem ser reconhecidos via BCR ativando células B,
geralmente com ativagdo T dependente, induzindo a secre¢do de anticorpos com potencial neutralizante (6).
Adaptado de (CHAUDHARY; WEISSMAN; WHITEHEAD, 2021).

A atuagdo dos mRNA como auto adjuvantes auxilia na promogao de respostas imunes
pro-inflamatérias (VERBEKE et al., 2019). O reconhecimento dos transcritos por PRRs
endossOmicas, principalmente por TLR7 e TLRS, e PRRs citosolicos como TLR3 juntamente
com sensores como RIG-1 e MDAS, contribuem na secre¢ao de citocinas pré-inflamatorias e
producdo de interferons (IFN) (CHAUDHARY et al., 2021). Nao obstante, a atuagdo das LNPs
ndo se restringe apenas a sistemas de entrega de mRNA, mas como adjuvantes por si proprios,
tendo papel imunomodulatorio bem estabelecido (KRANZ et al., 2016; BROOS et al., 2016).

As plataformas vacinais baseadas em mRNA contra SARS-CoV-2 foram
indiscutivelmente um sucesso e certamente impulsionam o uso da tecnologia em emergéncias
futuras e em doengas de grande relevancia atualmente (CHEN; CHEN; XU, 2022). Todavia,
como uma plataforma inovadora, ainda hd muito a ser compreendido quanto ao papel e

relevancia imunomodulatéria de cada componente no desenho vacinal tais como modificagdes
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gerais no transcrito e sistema de entrega, visando o aperfeigoamento da eficacia e viabilidade
da plataforma (VERBEKE et al., 2019).

Ainda, os desdobramentos imunologicos celulares efetores e protetores contra a
infeccdo por SARS-CoV-2, induzidos pela imunizagdo, sdo resultado direto de eventos e
mecanismos imunoldgicos complexos finamente controlados e coordenados na promogao de
respostas imunes efetivas. A compreensdo a fundo destes mecanismos podem dar a luz a
contextos imunoldgicos pré e pods vacinacdo ndo totalmente elucidados, auxiliando no
desenvolvimento racional de formulagdes baseadas em mRNA mais eficazes e seguras, e
contribuindo na ado¢do de novas formulagdes vacinais em inevitdveis emergéncias futuras

associadas a coronavirus e outros patogenos de relevancia.

1.4 Single Cell RNA sequencing (scRNA-seq)

O advento de estratégias de sequenciamento de proxima geracao (NGS, do inglés, Next
Generation Sequencing) propiciaram a aplicacdo de tecnologias de sequenciamento de baixo
custo e alto rendimento na geragdo massiva e sem precedente de dados bioldgicos (HU et al.,
2011). Neste contexto, o sequenciamento de RNA bulk (RNA-seq, do inglés, RNA Sequencing)
foi crucial na compreensdo de sistemas bioldgicos, ao permitir a avaliagdo quantitativa precisa
da expressdo génica diferencial de eventos e mecanismos bioldgicos de interesse (STARK;
GRZELAK; HADFIELD, 2019).

Percebe-se, todavia, em detrimento da enorme complexidade de composi¢ao celular de
tecidos biologicos, por exemplo, de sistema nervoso central (HODGE et al., 2019), tecidos
embrionarios (TYSER et al., 2021) ou tumores (WU et al., 2021), a quantificagdo média da
expressdo génica através de RNA-seq, ndo ¢ muitas vezes capaz de captar precisamente e
especificamente os padrdes transcricionais associados a heterogeneidade da composic¢ao celular
presente (CLARK et al., 2019).

O sequenciamento de RNA de células individuais (scRNA-seq, do inglés, Single Cell
RNA Sequencing) representa uma estratégia de sequenciamento de RNA baseada no isolamento
e sequenciamento individual de células de relevancia (CHEN; YE; GUO, 2019). Ao permitir a
obtencdao de um perfil transcricional de alta resolucdo, muitas das desvantagens inerentes ao
RNA-seq bulk puderam ser superadas, viabilizando a compreensdo de dindmicas celulares e
moleculares antes obscuras (ANDREWS et al., 2021).

Atualmente, hd uma grande diversidade de métodos e protocolos de scRNA-seq,

diferindo-se quanto a separagdo e isolamento celular, coberturas de transcritos, presenca de
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identificadores moleculares tnicos (UMI, do inglés, Unique Molecular Identifier), preparagao
de bibliotecas, custo, rendimento etc. (CHEN; NING; SHI, 2019). Porém, resumidamente, os
métodos de scRNA-seq podem ser divididos em: 1) Baseados em sequenciamento de
comprimento total de transcrito; 2) Baseados em sequenciamento de ponta 3.
Indiscutivelmente, métodos globalmente denominados de Drop-seq sdo os mais populares
atualmente (KULKARNI et al., 2019) e serdo tratados em maiores detalhes a seguir.

A microfluidica, uma tecnologia popular na conducao de Drop-seq, sdo chips formados
por sistemas de canais, de at¢ 100um de diametro, que possibilitam a passagem controlada de
fluidos aquosos, chamados de fase continua, e liquido oleoso, conhecido como fase dispersa. A
convergéncia destas duas solugdes em um ponto de juncdo, permite que a fase continua
contendo as células Unicas sejam repartidas, e estruturem-se como emulsdes estdveis chamadas
de goticulas, ou droplets, em meio de fase dispersa embebida com liquido surfactante
(MATUTA; RIVELLO; HUCK, 2020).

O resultado esperado sdo droplets contendo uma Unica célula e uma microparticula,
denominado de beads, revestida com oligonucleotideos compostos por um segmento de
ancoragem de PCR (do inglés, Polymerase Chain Reaction), barcode celular, UMI e uma cauda
poli-(dT) responsavel pela captura dos mRNAs apos lise celular. A incorporagao de transcritos
em microparticulas ¢ conhecida como transcritoma de células uUnicas acoplados a
microparticulas (STAMP, do inglés, Single-cell Transcriptome Attached to Microparticles)
(MACOSKO et al., 2015; SVENSSON; VENTO-TORNO; TEICHMANN, 2018).

Cada droplet apds o encapsulamento celular e pareamento dos transcritos nas beads, sao
dissolvidos pela adi¢cdo de desestabilizantes de interface agua/dleo, onde as STAMPs passam
por etapas de transcri¢ao reversa e sintese de bibliotecas de DNA complementar (cDNA, do
inglés, Complementary DNA), seguidas para NGS (Figura 7) (MATUTA; RIVELLO; HUCK,
2020).

Os dados brutos de sequenciamento, oriundas tipicamente de plataformas //lumina,
seguem para analises de bioinformatica que incluem: 1) Alinhamento e contagem de reads em
um genoma de referéncia; 2) Controle de qualidade; 3) normalizacdo; 4) reducdo de
dimensionalidade; 5) Inferéncia de trajetdrias (opcional) e visualizacdo de dados (LUECKEN;

THEIS, 2019).
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Figura 7. Esquema de separacdo de células individuais em sistema de microfluidica. Células previamente
separadas em suspensdo (1) e microparticulas suspensas em solugdo tampao de lise celular (2) sdo
compartimentalizadas em goticulas aquosas separadas por soluc@o oleosa (3) em sistema de microfluidica. A lise
celular (4) dentro de cada droplet permite a hibridizagao dos transcritos de mRNA celular nos barcodes adsorvidos
em cada microparticula (5). A dissolugdo dos droplets (6) proporciona a condugao de etapas de transcrigdo reversa
(7), seguida por ciclos de amplificagdo por PCR (8) e, finalmente, sequenciamento e analise de bioinformatica das
bibliotecas de cDNA sequenciadas (9). Adaptado de (MACOSKO et al., 2015).

As etapas de pré-processamento visam alinhar as reads ao genoma de referéncia,
gerando uma matriz de expressao que computa a expressao dos genes expressos, em TPM (do
inglés, Transcripts per Million), de cada célula. O controle de qualidade tem como intuito
remover células que ndo atendam a critérios minimos de viabilidade e qualidade celular. A
normalizacdo possibilita o escalonamento global da medida de expressdo génica minimizando
ruidos experimentais introduzidos ao longo das diferentes etapas da preparagdo das amostras e
sequenciamento. A reducdo de dimensionalidade permite a preservagdo de atributos do perfil
transcricional dos dados de interesse ao mesmo tempo que viabiliza a visualizacdo dos mesmos
num ambiente bidimensional. Por fim, visualiza-se propriedades de interesse como expressao
génica, trajetoria e diferenciacdo celular entre outros (Figura 8) (KULKARNI et al., 2019;
ANDREWS et al., 2021).

O uso de scRNA-seq vém ganhando grande atencdo na comunidade cientifica desde a
primeira aplicagdo (TANG et al., 2009) e ja ¢ muito utilizado em estudos relacionados a
desenvolvimento embrionario (TYSER et al., 2021), sistema nervoso (MASUDA et al., 2019),
cancer (WU et al., 2021), lesdes e traumas (TOWER et al., 2022), estados saude ¢ doenga
(SZABO et al., 2019), resposta a infecgdes e imunizacdes (WIMMERS et al., 2021). Nao
obstante, o conceito de sequenciamento de células individuais tem se expandido em outros
ramos das ciéncias Omicas como gendmica (PAOLILLO; LONDIN; FORTINA, 2019),
epigendmica (KELSEY; STEGLE; REIK, 2017) e protedmica (VISTAIN; TAY, 2021).
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Figura 8. Etapas de anadlises de bioinforméatica em scRNA-seq. As analises de bioinformatica, uma vez obtida
a matriz de expressdo, iniciam por controle de qualidade e normalizagdo dos dados (I). A redugdo de
dimensionalidade possibilita a visualizagdo bidimensional e preservagdo das propriedades basicas dos dados de
scRNA-seq (II). O agrupamento celular divide as células projetadas em agrupamentos celulares com perfis
transcricionais similares entre si (III). Opcionalmente, analises de inferéncia de trajetoria proporcionam identificar

processos de diferenciagdo celular temporais medidos em unidades de pseudo tempo (IV). Adaptado de (WANG
etal., 2023).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

O objetivo geral do presente trabalho ¢ caracterizar as dinamicas e propriedades das
respostas imunes celulares, de individuos vacinados com imunizantes baseados em plataformas

de mRNA contra COVID-19.

2.2 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos do trabalho em questdo incluem:

e Compreender e contrastar a dindmica da resposta imune celular em diferentes periodos
de tempo apos a 1° e 2° dose;

e Aferir mudancas de abundancia e propor¢do celular entre as diferentes imunizagdes;

e Avaliar o transcritdma, via scRNA-seq, de linfécitos T e B visando a identificacdo de
genes implicados em fungdes bioldgicas relevantes e relacionadas a vacinagao;

e Analisar comunicacdo célula-célula visando explorar processos imunoldgicos

promovidos pela imunizagao.
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3. METODOS

A figura 9 sumariza as etapas metodologicas desenvolvidas no presente trabalho.
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Figura 9. Esquema geral do fluxo metodolégico empregado no presente trabalho. A etapa de processamento
dos dados consistiu na obtengdo dos dados de scRNA no banco SRA, seguidos pelo alinhamento das reads,
execucdo do controle de qualidade e etapas de normalizagdo, integragdo e agrupamento dos grupos celulares
identificados. Posteriormente, a visualiza¢do dos dados e interpretagdo bioldgica foi realizada, apds a anotagao de
identificagdo dos grupos celulares principais, através de analises de expressao génica diferencial, ontologia génica,
inferéncia de trajetoria e pseudotempo, terminando finalmente pelas analises de comunicagdo célula-célula.

3.1 Recursos computacionais

Para execucao das andlises de bioinformatica foram utilizados 3 distintos computadores,

formados por dois servidores e um workstation:

e O primeiro servidor pertence ao laboratorio de bioinformadtica, do departamento de
biologia celular, no instituto de biologia (IB/CEL) da Universidade de Brasilia (UnB).
Possui um processador de 24 nucleos Intel(R) Xeon(R) X5690 @ 3.47GHz, com 96
gigabytes de memoria, 18 terabytes de disco rigido, com sistema operacional Debian
GNU/Linux 11.

e O segundo servidor encontra-se no centro interdisciplinar de bioinformatica da

Universidade de Leipzig, Alemanha. O n6 utilizado conta com processador Intel(R)
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Xeon(R) CPU E7- 8860 @ 2.27GHz de 80 ntcleos, 1 terabyte de memoria e 64
terabytes de armazenamento e conta com sistema operacional Fedora Server 24.

e O terceiro computador € uma workstation disponivel no laboratério de bioinformatica
da UnB. Este dispdoe de um 13th Gen Intel(R) Core(TM) i17-13700F @ 2.1GHz de 16
nicleos, dividindo-se em 8 nticleos de performance e 8 nucleos de eficiéncia, 96

gigabytes de memoria, 2TB de armazenamento e conta com sistema operacional Ubuntu

20.04.6 LTS.

Cada um dos diferentes computadores foi utilizado em distintas etapas ao longo do
trabalho. No entanto, o servidor da Universidade de Leipzig foi particularmente importante no
pré-processamento dos dados. Em contrapartida, o servidor e workstation da UnB foram

empregados nas analises subsequentes e visualizagdo dos dados, respectivamente.

3.2 Coleta de dados

A fim de coletar dados de interesse que pudessem ser empregados no respectivo
trabalho, artigos experimentais envolvendo analises de scRNA-seq de individuos vacinados
com imunizantes de mRNA contra SARS-CoV-2 foram pesquisados na literatura. O PubMed
v2.0 (WHITE, 2020) e Google Scholar foram as ferramentas de busca usados e os seguintes
termos pesquisados foram: “COVID-197; “SARS-CoV-2"; “Vaccine”; “BNT162b2”; “mRNA-
1273”, “scRNA-seq”, “single cell”. Apds uma exploragao detalhada, foram selecionados dois

conjuntos de dados oriundos de dois distintos estudos:

e Brewer e colaboradores (2022) conduziram anélises em sangue periférico (PBMC, do
inglés, Peripheral Blood Mononuclear Cells) de nove individuos saudaveis e sem
histérico prévio de infec¢do por SARS-CoV-2. As amostras de PBMC foram coletadas
em 4 periodos, antes e ap6s imunizagdes com BNT162b2, mensurado em dias: pré-
vacinag¢do (Dia 0); 7-9 dias (Dia 7) e 21-23 dias apds 1? dose (Dia 21) e 7-9 dias apos$ a
2* dose (Dia 28). Por fim, foi realizado scRNA-seq, exclusivamente de células B,
utilizando protocolo da 10x Genomics.

e Arunachalam e colaboradores (2021) conduziram andlises multiparamétricas em 56
individuos saudaveis. Destes, apenas amostras de PBMC de 6 individuos foram
empregadas na conducdo de scRNA-seq utilizando CITE-seq (do inglés, Cellular
Indexing of Transcriptomes and Epitopes by Sequencing). No total, 7 periodos foram
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avaliados: Dia 0, 1-2, 7, 21, 22-23, 28, 42. A aplicagdo da 1* dose ocorreu no dia 0 e a

aplicacdo da 2* dose no dia 21.

Com o intuito de padronizar as condigdes experimentais entre os diferentes conjuntos
de dados, foram obtidos exclusivamente os periodos referentes aos dias 0, 7, 21 e 28. Ainda,
nos dados de Arunachalam e colaboradores (2021), foram usados apenas os ensaios de GEX
(do inglés, Gene Expression) visando a adequagdo a infraestrutura computacional disponivel
no momento da condu¢do das andlises computacionais. O banco de dados SRA (do inglés,
Sequence Read Archives), um repositorio de dados de NGS, foi acessado para coletar os
identificadores das amostras desejadas e o download foi feito pela ferramenta SRA toolkit

v3.0.5 (LEINONEN et al., 2011).

3.3 Pré processamento

O software proprietario CellRanger v7.1.0 (10x Genomics) foi utilizado no alinhamento
dos arquivos .fastq.gz obtidos pelo SRA. Para isso, os nomes de cada amostra foram
modificados a fim de atender as convengdes necessarias pela ferramenta para serem utilizados

como input. A estrutura de nomeagao de cada arquivo foi:

[id _amostra] S1 _L001 [read] 001.fastq.gz

Onde id_amostra é o nimero identificador especificos de cada amostra e read referente
a orientacdo das reads (R1/R2) ou presenca de index (I1/12). Os dados de Arunachalam e
colaboradores (2021), em decorréncia do uso da biblioteca TotalSeq-A, continham um arquivo
adicional possuindo um index de 8 pares de base de comprimento. Nesse arquivo, em read
substitui-se com I1.

O alinhamento das reads contra o genoma de referéncia GRCh38 foi executado

empregando o comando cellranger count. O output do alinhamento consiste em trés arquivos:

® barcodes.tsv.gz: Neste arquivo inclui-se uma lista, em coluna, de todos os barcodes
identificados no conjunto de dados de scRNA-seq.

® features.tsv.gz: Esse arquivo computa a relagdo de features (genes) identificados com o
ensaio na qual tais genes foram identificados (Ex: Gene Expression, Antibody Capture

etc.).
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e matrix.mtx.gz: Neste arquivo encontra-se a matriz de expressdo bruta com genes
identificados dispostos em linhas e células em colunas. A matriz computa o nimero de

reads alinhadas em genes de cada uma das células.

3.4 Preparacio de ambientes

O conda ¢ um organizador de pacotes e ambientes, que possibilita a instalagdo e
implantacdo rapida, consistente e reproduzivel de softwares em ambientes virtuais. A grande
maioria dos softwares empregados na condugdo do estudo foram prioritariamente baixados,
organizados e compartimentados em ambiente utilizando conda v4.11.0. Aqueles pacotes nao

disponiveis para conda, foram baixados diretamente na maquina local.

3.5 Analise de dados de scRNA-seq

O Seurat ¢ um pacote desenvolvido e implementado em linguagem de programacao R,
especializado nas andlises de dados de scRNA-seq (SATIA et al., 2015). O pacote possibilita
a condugdo de etapas bésicas na andlise de dados de scRNA-seq como, por exemplo, controle
de qualidade, normalizagdo, integracdo e agrupamento. Adicionalmente, conta com suporte
nativo na visualizacdo de dados e prové ferramentas avangadas na integragdo de dados multi-

omicos. O Seurat v4.3.0 foi a ferramenta base na execu¢ao das analises neste trabalho.

3.6 Anotacio de metadados & Controle de qualidade

Os metadados associados as amostras e condi¢cdes experimentais obtidas para o trabalho
foram anotados no arquivo meta.data do objeto Seurat. No total, trés varidveis foram
adicionadas, denominadas: sample, time e study. Essas anota¢des referem-se ao nome das
amostras, periodos apds vacinagdo e estudo onde tais células foram obtidas, respectivamente.

No total, 5 pardmetros foram empregados para assegurar a qualidade e viabilidade das
células obtidas, sendo estes: 1) UMIs por célula; 2) genes por célula; 3) complexidade de
espécies de RNA; 4) contamina¢ao mitocondrial; 5) identificagdo de doublets.

O calculo de complexidade de espécies de RNA foi feito dividindo o log10 do nimero
de genes por células pelo logl0 do nimero de UMIs por células. O céalculo de contaminagao
mitocondrial foi realizado pelo uso da funcdo PercentageFeatureSet() que possibilita

quantificar a propor¢do de reads que se mapearam em genes mitocondriais. O resultado obtido
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foi posteriormente dividido por 100. Os calculos de complexidade e contaminagao mitocondrial
foram anotados na meta.data como log10GenesPerUMI e mitoRatio, respectivamente.

O pacote scDblFinder (GERMALIN et al., 2021) foi empregado para identificar doublets
nos dados de scRNA-seq. O software tem como estratégia a simulagdo de doublets artificiais,
através de um conjunto misto de estratégias estatisticas, e usa kNNs (do inglés, k-Nearest
Neighbors) para classificar cada barcode como doublets ou singlets com base em caracteristicas
e semelhangas das células de scRNA-seq com os doublets artificialmente produzidos. O
resultado resume-se a adi¢do das variaveis, em meta.data no objeto Seurat, scDblFinder.score
e scDblFinder.class. Enquanto a primeira indica a pontuacdo de doublet, onde maior a
pontuacao maior € a probabilidade de doublet, a segunda classifica cada barcode como doublet
ou singlet.

A funcao subset() em R foi empregada para excluir ou manter aquelas células atendendo
os seguintes limiares: nUMI >= 600; nGene >= 350; logl0GenesPerUMI > (0.82; miRatio <
0.10 e scDblFinder.score < 0.80. Ainda, apenas genes expressos em 10 ou mais células foram
retidos. Da matriz inicial gene por células de 36.423 x 350.001, apds o controle de qualidade,

foram obtidos 29.153 x 275.501.

3.7 Normalizacao, Integracio & Agrupamento

A normalizagdo da matriz de expressdo, apos controle de qualidade, foi conduzida
empregando o pacote em R sctransform (HAFEMEISTER; SATIJA, 2019) nativamente
suportado pela interface Seurat. A ferramenta baseia-se num modelo GLM (do inglés,
Generalized Linear Model) visando a normalizacdo e estabilizacdo proporcional da variancia
da contagem de UMIs em dados de scRNA-seq.

Anteriormente a propria normalizacdo, cada amostra anotada na meta.data, foi separada
individualmente em diferentes objetos Seurat utilizando a fungdo SplitObject().
Subsequentemente, a normalizagdo pode ser conduzida em cada amostra utilizando a fun¢ao
SCTransform() explicitando o parametro vars.to.regress = “mitoRatio”. Finalmente, cada
amostra pode ser complexada no mesmo objeto Seurat novamente pela funcao merge(). Essa
estratégia de normalizagdo individual por amostras, apesar de mais trabalhosa, ¢ recomendada
pelos proprios desenvolvedores do Seurat e aparentemente validada pela comunidade do single

cell (https://github.com/satijalab/seurat/issues/4896).

Visando a integra¢do dos dados de interesse, primeiramente foi necessario identificar as

features de maior variabilidade entre os diferentes periodos de tempo. Para isso, foi empregado


https://github.com/satijalab/seurat/issues/4896

31

a funcdo SelectintegrationFeatures(), anterior a execucdo da funcdo merge() descrita
anteriormente, com o parametro nfeatures = 3000. Com a identificagdo dos genes mais
variaveis, pdde-se atribui-los manualmente ao objeto Seurat utilizando VariableFeatures(). A
definicdo dos componentes principais (PC, do inglés, Principal Components), pelo PCA (do
inglés, Principal Components Analysis) que mais contribuem e explicam a variadncia das
features definidas anteriormente, puderam ser computadas pela fun¢do RunPCA() utilizando o
parametro assay = “SCT”.

O pacote em linguagem R Harmony (KORSUNSKY et al., 2019) foi empregado na
integracao dos dados de sScRNA-seq. O programa promove uma integracao rapida, escalonavel,
sensivel e precisa em dados altamente complexos, usando-se dos PCs anteriormente obtidos e
embebidos no objeto Seurat.

Primeiramente, promove-se um agrupamento difuso celular em agrupamentos
especificos, usando a estratégia de k-means, seguidos pelo estabelecimento de centrdides
globais e passando por etapas de corregdo de cada agrupamento baseados em cada centroide-
agrupamento especificos, promovendo a convergéncia precisa de células em agrupamentos bem
definidos. O processo repete-se até a obtengdo de uma integragdo completa. A integracao foi
obtida pela fun¢do RunHarmony() definindo os seguintes parametros: group.by.vars =
c("sample”, "study"), reduction = "pca", assay.use = "SCT", reduction.save = "harmony".

A visualizagdo da integracdo foi feita utilizando o algoritmo de reducdo de
dimensionalidade UMAP (do inglés, Uniform Manifold Approximation and Projection)
(MCINNES; HEALY; MELVILLE, 2018). A fun¢cdo RunUMAP() foi utilizada adotando os
seguintes parametros: reduction = "harmony", assay = "SCT", dims = 1:30. Apds a
visualizacdao e valida¢do da qualidade da integracdo dos dados, seguiu-se para analises de
agrupamento.

A analise de agrupamento possibilita a defini¢do quantitativa dos principais
agrupamentos celulares presentes no UMAP, além de viabilizar a posterior identificagdo dos
tipos celulares de cada agrupamento. Inicialmente, visualizou-se o nimero de PCs que mais
contribuiram para a variagdo nos dados de scRNA-seq. Pelo uso da fungdo ElbowPlot(),
constatou-se que os 10 primeiros PCs explicavam a maior parte da variedade encontrada. O
Seurat conduz o agrupamento de células em grupos adotando uma abordagem baseada em
grafos com kNNs, através da funcdo FindeNeighbors(). A execugdo do agrupamento foi feita
pela fun¢do FindClusters() com resolution = 0.6. Os agrupamentos definidos puderam ser

visualizados pela funcdo DimPlot().
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3.8 Anotacio, Abundéncia celular & Reagrupamento

A defini¢do e anotagdo de quais tipos celulares compunham cada agrupamento foi feita
por trés diferentes estratégias. Primeiramente, uma anotacdo cega e independente baseada
exclusivamente na identificacdo de marcadores cuja expressdo génica em LogFoldChange2 era
maior que 0.10 através da funcdo FindClustersAll(). A expressdo génica dos marcadores
referentes a cada agrupamento foi computada e tabulada em arquivo .csv (do inglés, Comma
Separated Values).

A segunda anotac¢ao independente foi realizada empregando o pacote em linguagem R,
SingleR v3.17 (ARAN et al., 2019). A ferramenta possibilita a classificacdo ndo enviesada de
tipos celulares a partir de dados de scRNA-seq de referéncia curados e previamente anotados.
Dois  tipos de dados de  referéncia  foram  usados para  anotagdo:
DatabaselmmuneCellExpressionData e MonacolmmuneData. Ambos os conjuntos de dados
sd0 do pacote em R “celldex”, compostos por anotagdes de tipos celulares de PBMC.

Finalmente, ambas as anotagdes independentes foram comparadas as anotagdes dos
artigos originais. De forma geral, as anotac¢des individuais foram concordantes entre si,
possibilitando uma anotacao global final avaliada como altamente confidvel e fidedigna quanto
ao contexto biologico esperado em termos de composicdo quantitativa e qualitativa
imunologicas.

Ainda, duas anotacdes gerais foram feitas. Uma contendo apenas os principais tipos
celulares presentes, enquanto a outra incluiu também subtipos e subpopulagdes mais definidas.
Para fins didaticos, denominou-se as anotagdes como /in e sublin, respectivamente. Isso se deu
visando a caracterizacdo ndo apenas de dindmicas mais amplas, como também de propriedades
células especificas, ainda como na adequagdo de tempo e objetivos precificados para o presente
trabalho. A anotacdo foi conduzida empregando a funcdo Renameldents() e posteriormente
visualizada empregando DimPlot().

A avaliacdo da abundancia e propor¢ao de cada tipo celular, /in e sublin, entre os
diferentes periodos de tempo antes e apos as imunizagdes foram realizadas usando o pacote
speckle (PHIPSON et al., 2022) e visualizadas empregando a fun¢do geom_hist() do pacote em
R ggplot2. Ainda, a propor¢ao de cada subtipo sublin foram visualizados adicionando a camada
estética facet wrap().

Aspirando compreender mais a fundo as dindmicas de respostas celulares, os
agrupamentos anotados como linfocitos T, linfécitos B, e suas respectivas subpopulagdes,

foram isolados e separados das demais células pela funcdo subset(). As anotagdes sublin “B
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memoria”, “Plasmablastos” e “B naive” foram usadas para selecionar células B. Em
contrapartida, as anotagdes “Treg”, “TCD8+” e “TCD4+” foram selecionadas para coletas
células T. Apos a geracdo de ambos os subconjuntos, foram conduzidas as etapas descritas na
secdo 3.7. Cada um destes subconjuntos foi convertido e exportado como arquivo .rds para

analises subsequentes.

3.9 Analise de expressido génica diferencial & enriquecimento de termos

A anélise dos genes diferencialmente expressos (DGE, do inglés, Differential Gene
Expression) foi conduzida pela funcdo FindMarkers() do Seurat. A partir dos dados /in, as
analises de DGE foram conduzidas exclusivamente em linfocitos T e B entre os seguintes
periodos de tempo: TO contra T7, T21 e T28, T21 contra T28 e T7 contra T21. Todos os genes
com expressao média de LogFoldChange2 acima de 0.10 foram incluidos. O teste estatistico
usado para identificagdo dos DGE foi o MAST (FINAK et al., 2015). A visualizacdo dos dados
foi feita por Volcano plots pelo pacote R EnhancedVolcano. Os genes com um Fold change
maiores ou menores que 0.25 e valor p superior ou iguais a 0.05 foram considerados
diferencialmente expressos up ou down, respectivamente.

A ferramenta web Enrichr (CHEN et al,, 2013) foi usada para as andlises de
enriquecimento por ontologia génica (GO, do inglés, Gene Ontology). Os simbolos Entrez dos
genes diferencialmente expressos, entre os periodos de tempo, foram usados para
enriquecimentos dos termos em processos bioldgicos (GO:BP). As tabelas referentes a cada
enriquecimento foram baixadas e convertidas em formato .csv. Apenas os termos enriquecidos

com valores p menores que 0.05 foram usados para conducao de interpretacdes bioldgicas.

3.10 Inferéncia de trajetoria & pseudotempo

O pacote Monocle (TRAPNELL et al., 2019) foi usado para condugdo das andlises de
inferéncia de trajetoria (TI, do inglés, Trajectory Inference) e pseudotempo. Apenas os
subgrupos de células B e T foram selecionados para condugdo de TI tendo como objetivo
compreender mais a fundo as dindmicas de desenvolvimento e diferenciacdo dos subtipos
celulares frente a vacinagao.

Utilizando-se das anotacdes de metadados do arquivo meta.data referentes aos

subgrupos de linfocitos B e T, foi possivel visualizar as trajetdrias e pseudotempo pela func¢ao
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plot dimred(), bem como observar os genes mais importantes e expressos em cada

agrupamento ao longo das trajetorias pela funcdo plot_heatmap().

3.11 Comunicacao célula-célula

O pacote CellChat v1.6.0 (JIN et al., 2021) foi empregado nas analises de comunicagao
célula-célula (CCC, do inglés, Cell Cell Communication). O CellChat possibilita a inferéncia,
visualizacdo e andlises de intercomunicagdes celulares, baseado no banco de dados curados de
interagdes ligante-receptor, CellPhoneDB (EFREMOVA et al., 2020), usando modelos de ag¢ao
em massa associados a avaliagdo de expressdo génica entre diferentes agentes contactantes a
partir de dados de scRNA-seq. A anotacdo celular sublin foi empregada para CCC entre
diferentes periodos de tempo.

Primeiramente, a funcdo subcluster() conduziu a separagdo dos dados de scRNA-seq
em periodos de tempo baseando-se na anotacdo dos metadados. Com isso, 4 arquivos foram
gerados: time(.rds, time7.rds, time2l.rds e time28.rds. Criou-se, individualmente, um objeto
CellChat para cada arquivo empregando a funcdo createCellChat() e foi usado para inferéncias
de CCC a anotagdo “Secreted Signalling” do CellPhoneDB pela fungdo subsetDB().
Adicionalmente, apenas genes expressos significativamente e interagdes celulares relevantes
foram selecionadas pelas funcdes identifyOverExpressedGenes() e
identifyOverExpressedInteractions(), respectivamente. A computagdo da probabilidade de
interacdo de todos os complexos ligantes-receptores foi executada pelo

computeCommunProbPathway().

3.12 Repositorio GitHub
Os codigos utilizados na execug@o dos programas, assim como arquivos referentes aos
DGE e GO, entre os periodos de tempo, serdo foram depositados e encontram-se ptblicamente

disponiveis no repositorio do GitHub (https://github.com/dimitrisokolowskei/scScripts)

4. RESULTADOS & DISCUSSAO

4.1 Controle de Qualidade, Integracio & Anotaciao Celular

Os dados utilizados no presente estudo foram coletados no banco de dados SRA, do

NCBI, oriundos de dois trabalhos independentes descritos anteriormente no item 3.2. Para fins
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de convencdo, os dados de Arunachalam e colaboradores (2021) e Brewer e colaboradores
(2022) serao referidos como “A” e “B”, respectivamente. No total, foram analisados 15
individuos em 4 periodos de tempo, totalizando 60 amostras de scRNA-seq. A tabela 1

descreve em detalhes os identificadores de cada amostra e seus respectivos metadados.

Tabela 1. Descri¢do dos identificadores de amostra e seus respectivos metadados.

Estudo SRA Amostras Tecido Protocolo Periodo

Arunachalam PRINA721461 2047, 2049, PBMC CITE-seq TO, T7,T21, T28

(2021) 2051, 2052

2053, 2055
Brewer PRINA775994 P1,P2,P3,P4, PBMC scRNA-seq TO,T7,T21, T28
(2022) PS5, P6, P7, P8,

P9

Em termos de controle de qualidade, pode-se constatar, em praticamente todos os
individuos, a presenca de uma porc¢do significativa de células cujo expressao de genes totais
foram inferiores a 350, e continham uma elevada concentragdo de contaminagdo mitocondrial,
sugerindo o alinhamento de reads contra genes associados a DNA mitocondrial. Todavia, em
menor extensdo, houve a presenca de células com contaminagdo mitocondrial cuja expressao
génica foram acima do limiar estabelecido, indicando graus amenos, porém nao menos
importantes, de comprometimento e viabilidade celular. Tais graus de comprometimento
celular sdo mitigados por adocdo de boas praticas laboratoriais e experimentais, porém
indissociaveis de protocolos de scRNA-seq baseados em microfluidica (MAZUTIS et al.,
2013).

Pode-se constatar uma evidente correlagdo linear de nimero de genes presentes com
niumero de UMI sequenciadas em cada célula, ressaltando a relagdo entre profundidade de
sequenciamento e genes detectados (LIU; ZHOU; WHITE, 2014). A execugdo do controle de
qualidade nao apenas refor¢cou uma correlagiao entre nimero de UMI/genes detectados, como
reduziu em aproximadamente uma ordem de magnitude a contamina¢do mitocondrial
previamente observada. Na figura 10 visualiza-se para cada amostra analisada, os efeitos da

filtragem de dados indicando o sucesso do controle de qualidade conduzidos e indicando um
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alto grau de confianca da qualidade dos dados que seguiram para as etapas de bioinformatica

subsequentes.

2047 [ 2049 1[ 2051 [ 2052 ]

A 2047 [ 2049 1[ 2051 1( 2052

=

0075

nGene
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Figura 10. Controle de qualidade pré e pés filtragem. Visualiza-se o nimero de genes, no eixo y, e niimero de
UMIs, no eixo X, para cada individuo empregado no presente trabalho. A concentracdo de contaminagdo
mitocondrial pode ser avaliada pela legenda “MitoRatio”. Observa-se o resultado de viabilidade celular pré
filtragem (A) e apos filtragem (B). Nota-se aqui que “mitoRatio” da imagem B ¢ uma ordem de magnitude menor
do que da imagem A.

A anotacao de agrupamentos celulares em experimentos de sSCRNA-seq ¢ feita mediante
a identificacdo de genes marcadores diferencialmente, e principalmente, expressos em cada
agrupamento, viabilizando a inferéncia de vinculo transcricional com um possivel perfil
fenotipico particular. Apesar de amplamente empregada, essa estratégia ¢ sujeita a erros, tanto
em decorréncia da natureza heuristica da maioria dos algoritmos de agrupamento (ANDREWS;
HEMBERG., 2018), quanto da possibilidade de expressio de mRNA ndo implicar
necessariamente em tradugdo celular e sintese proteica (RADHAKRISHNAN; GREEN, 2016).

O surgimento de protocolos de scRNA-seq que vinculam métodos protedmicos de
marcagdo fenotipica, em associagdo com avaliagdo de expressdo génica, como o CITE-Seq,
contribuem com anotagdes celulares mais confiaveis e robustas (STOECKIUS et al., 2017). No
entanto, tratando-se de PBMC, contendo células dispondo de marcadores transcricionais
associados a fenotipos muito bem estabelecidos, foram empregados, no presente trabalho,
apenas a expressao de transcritos para anotagao celular.

A definicdo das anotacdes lin e sublin utilizou-se de marcadores canOnicos e/ou
particularmente associados a tipos celulares especificos. A expressao significativa de MS4A41,

por exemplo, ¢ um marcador em nivel de células Unicas, praticamente exclusivo de linhagem
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linféide B. Por outro lado, a presenca de CD3E ¢ um grande indicativo de células
comprometidas com linhagem linféide T. Os demais marcadores podem ser predominantes
vistos em determinados agrupamentos como CD /4 e CDIc caracteristico de monocitos e DCs,
respectivamente. Na figura 12 mostra-se alguns marcadores basicos usados na definicdo dos
principais agrupamentos.

Observou-se que o agrupamento “Desconhecido” dispde da presenga de marcadores
antagdnicos e totalmente discrepantes. O mesmo apresenta na metade a direita a expressdo de
MS4A1, enquanto a metade a esquerda tem uma expressao relevante de CD3E, marcadores de
células B e T, respectivamente. Ao modificar o parametro resolution da fungdo FindClusters()
para valores de 0.8, 1.0 e 1.2, tal grupo ndo se dissociou em novos agrupamentos, indicando um
perfil transcricional altamente similar. A tabela S1 encontram-se na tabela os marcadores

transcricionais utilizados na anotacdo de cada agrupamento.
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Figura 12. Marcadores transcricionais empregados na anotacio dos agrupamentos celulares. Marcadores
celulares candnicos foram preferencialmente empregados para anotag@o dos principais agrupamentos celulares
identificados. Utilizou-se uma estratégia “Top-down” onde primeiro foram identificados marcadores generalistas
para principais componentes celulares como células B (MS4A1) e T (CD3E), por exemplo, ¢ posteriormente
seguiu-se a busca para marcadores caracteristicos de subpopulagdes especificas.

Uma populacao relativamente rara de células CD3+ e CD20+, um marcador fenotipico

canonico de células B, ja foram descritas, possuindo relevante papel em doencas autoimunes,
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infeccdes cronicas e cancer e sdo reconhecidamente grandes produtores de citocinas pro
inflamatorias como IFN-y e IL-17 (CHEN et al., 2019). Se o agrupamento “Desconhecido”
seria uma composi¢cdo dessa populagdo especifica, no entanto, permaneceu em incognito.

As etapas de integracdo e agrupamento seguidas pela anotagdo de cada agrupamento
indicaram a presenga esperada de subtipos celulares tipicamente encontrados em PBMC. No
total, 16 anotagdes foram feitas, baseadas na expressdo génica de marcadores candnicos de cada
agrupamento. Os seguintes grupos celulares foram caracterizados: 1) Linfécitos B: naive,
memoria, plasmoblastos; 2) Linfocitos T: CD4+, CD8+ e regulatorias; 3) Mondcitos: CD14+,
CD16+ e Alternativos (Alt); 4) Células Dendriticas: cDC1, cDC2 e pDC; 5) Outros: plaquetas
e HPC (do inglés, Human Pluripotent Cells). Um agrupamento foi anotado como
“Desconhecido” pela incapacidade de discerni-lo com confianga, dos demais agrupamentos
celulares anotados. Na figura 11 visualiza-se a reducdo de dimensionalidade pelo algoritmo

UMAP dos dados de scRNA-seq e anotagdo das linhagens celulares presentes.
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Figura 11. Reducdo de dimensionalidade e anotacdo dos agrupamentos. Visualiza-se os principais
agrupamentos celulares identificados e anotados apds a integracdo dos dados e reduc@o de dimensionalidade pelo
algoritmo UMAP. No total, obteve-se 16 grupamentos celulares, onde 15 foram anotados com sucesso, usando
expressdo génica de marcadores fenotipicos candnicos para cada agrupamento, ¢ apenas um fora categorizado
como “Desconhecido”.

4.2 Dinamicas de Abundancia Celular
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A linfopenia, processo caracterizado pela diminuicdo de linfocitos circulantes em
sangue periférico, representa um dos principais achados fisiopatologicos da infec¢do por SARS-
CoV-2, relacionando-se com severidade clinica e prognostico da doenga (AZKUR et al., 2020;
LUO et al., 2020). Achados apontam um desenvolvimento de linfopenia global intensa, dentro
de poucos dias até a primeira semana apoOs surgimento dos sintomas, acometendo
predominantemente pacientes com quadros graves, porém que dispde de carater transitdrio,
retornando gradativamente aos niveis pré-sintomas nas semanas subsequentes (LIU et al.,
2020).

A redugdo global de linfécitos em sangue periférico, impacta concomitante a diminui¢ao
de subpopulacdes T especificas. Tipicamente, as populagdes mais comprometidas sio TCD8+,
TCD4+ e Treg, principalmente em individuos graves, mas também em moderados (CHEN et
al., 2020). Adicionalmente, a diminuigdo em menor extensdao de linfocitos B também ¢é
predominante em casos graves (LIU et al., 2020).

Ao avaliar, no presente trabalho, as mudancas na abundancia e propor¢do de tipos
celulares, entre os diferentes periodos de tempo, puderam ser visualizadas respostas a nivel
celular frente ao estimulo antigénico promovido pela vacinagdo. Primeiramente, usando a
anotacdo /in, percebeu-se uma queda relevante de linfocitos T no tempo T7 em relagdo a pré
vacina¢do, havendo uma recuperagdo gradativa ja a partir do T21, com T28 dispondo de uma
abundancia celular similar ao tempo 0.

Avaliando a abundancia celular usando a anotagdo sublin pode-se avaliar mais a fundo
as dinamicas celulares frente as diferentes administragdes vacinais. Interessantemente, grande
parte da pequena, porém perceptivel alteracdo de propor¢do de linfocitos B, ¢ explicada pela
retragdo de células B naive nos periodos T7 e T21 e uma maior contribui¢do de B de memoria
no tempo T28. Em termos de células T, também TCD4+ e TCDS8+ cairam proporcionalmente,
seguindo o padrdo longitudinal relatado na anotagdo /in. Linfocitos T regulatdrios, e demais
agrupamentos, permaneceram constantes ao longo de todo o periodo de tempo.

A queda de células B naive e aumento de células B de memoria, apds sucessivas
imunizacdes, associa-se primariamente ao processo de desenvolvimento de memoria
imunoldgica apds estimulo antigénico (PALM; HENRY, 2019). Nao obstante, a reducdo de
subpopulacdes de linfocitos T, particularmente TCD4+ e TCDS8+, reiteram mudangas de
dinamicas celulares similarmente vistas na infec¢ao natural (WANG et al., 2020; WILK et al.,
2020).

Padrdes de mudancas de abundancia e propor¢do celulares pds vacinagdo ja foram

descritos na literatura. Por exemplo, em plataformas vacinas de virus inativado, foram



40

observadas a diminuigdo, estatisticamente relevante, de subpopulagdes TCD4+, TCD8+ e Treg
apos a vacinagdo, apesar de uma linfopenia global nao ter sido relatada, além de um aumento
relevante de células B nos individuos vacinados (LIU ef al., 2021; WANG et al., 2022). Em
contrapartida, em estudos de scRNA-seq de vacinas baseadas em vetores de adenovirus, ndo
foram vistas alteragdes relativas de abundancia celular principalmente em nenhum periodo de
tempo apoOs a vacinagdo, ressaltando aspectos regulatérios vacina especificos (CAO et al.,
2021).

O agrupamento “Desconhecido” apresentou uma dindmica excéntrica com uma
significativa e rapida expansdo no T7 e manutencdo no T21, com retorno da abundancia pré
vacinagdo no periodo T28. Apesar da visualizacdo de pequenas variagdes em abundancia de
linfocitos B ao longo do tempo, ndo aparenta ser significativo. Em contrapartida, ha uma
expansdo clara de plasmoblastos no periodo T7, indicando a promocao de respostas humorais
j& na primeira semana de desafio imunologico. Quantos aos demais agrupamentos,
permaneceram estaveis e/ou inalterados ao longo dos demais tempos. Na figura 13 pode-se
visualizar as modificagdes de abundancia celular entre os diferentes periodos de tempo nas
anotagoes lin e sublin.

Interessantemente, em desacordo com observagdes na literatura, que ressaltam um
aumento relativo de abundancia de células mononucleares, particularmente monocitos CD 14+,
tanto em quadros graves de COVID-19 (WEN et al., 2020) quanto em imuniza¢des (WANG et
al., 2022), nao foram observadas alterag¢des significativas, nos presentes dados, de populagdes
monociticas em nenhum periodo de tempo.

Nossas observagdes, no entanto, corroboram com Singh e colaboradores (2022), que ao
comparem dindmicas imunoldgicas de diversas vacinas contra COVID-19 via scRNA-seq,
encontraram resultados similares ao presente estudo, onde alteragdes de populagdes
monociticas frente a vacinagdo, por BNT162b2, ndo foram vistas, sugerindo possiveis
dindmicas regulatérias BNT162b2 especificas. Todavia, se quaisquer alteracdes totais de
mondcitos em vacinacdo por BNT162b2 contribuem relevantemente em aspectos importantes,

tais como eficécia vacinal, ainda requerem maiores investigagdes.
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Figura 13. Proporcio e abundincia de agrupamentos celulares. Graficos de composicdo celulares entre
diferentes periodos de tempo pré e pds vacinagdo por BNT162b2 usando anotacao /in (A) e sublin (B).

4.3 Analises de Expressao Génica Diferencial

A avaliagdo de expressao de genes diferencialmente expressos, ou DGE, sdo
amplamente empregados em estudos de sistemas bioldgicos pois viabilizam a compreensao de
dinamicas globais e especificas de estados, por exemplo, de saude e doenca nos mais diversos
contextos biologicos (MARCO-PUCHE et al., 2019; SILVA et al., 2022). No contexto de
vacinagdo, analises transcritomicas, incluindo scRNA-seq, ja foram amplamente empregadas
em investigagdes de respostas imunes frente a imunizacdo (WANG et al., 2022; WAICKMAN
et al., 2019), prospeccdo de novos vetores virais vacinais (DORING et al., 2021) e avaliacao
de efic4cia entre esquemas vacinais heterdlogos (LEE et al., 2022) e de diferentes plataformas
vacinais (CAO et al., 2021).

As andlises de DGE foram conduzidas a partir da anotagdo /in visando observar genes
suficientemente expressos e estatisticamente significantes em linfocitos B e T. Inicialmente, em
células B, os graficos do tipo vulcdo, apontaram perfis transcricionais diferenciados ao longo
de cada periodo de tempo, indicando padrdes de respostas imunoldgicas caracteristicas frente
ao estimulo vacinal em relagdo a pré-vacinacdo. Dindmicas proprias e alteradas de expressao
também foram observadas em linfécitos T. Na figura 14 e figura 15 visualiza-se genes
diferencialmente expressos entre os dias 7, 21 e 28 em relacdo a dia 0 em linfocitos B e

linfocitos T, respectivamente.
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Figura 14. Expressiao génica diferencial em células B em relagio ao Dia 0. Grafico vulcdo representando os
genes diferencialmente expressos no agrupamento correspondente aos linfocitos B entre diferentes periodos de
tempo em relagdo ao Dia 0. A imagem A, B, C e D, mostram os perfis transcricionais entre os periodos T0, T7,
T21 e T28, respectivamente.

Observou-se, em células B, ja no dia 7, a superexpressdo de genes relacionados a
ativagdo e proliferacao de células B tais como JUN, TUB4B. Foram também vistos uma sub-
expressao significativa de marcadores de células B naive como TXNIP. Em contrapartida, a
sub-expressdao de CD69 e DUSP1 indicam redugdo da ativagdo e proliferacao celular na terceira
semana apos o estimulo antigénico inicial e sub-expressdo de FTL evidencia uma redugao
esperada da apresentagdo de antigeno via células B. Por fim, no dia 28, ha a presenca de
marcadores como SELL, JUNB, KLF2 e PFNI1 sugerindo ativacdo, proliferagdo e inducdo de
memoria imunolédgica B especificas.

Ao se comparar os dias 21 vs. 7, pode-se ver marcadores atrelados a ativagdo e regulacao

de proliferacao celular como CD69, DUSP1 e genes associados a via pro-inflamatdria do NF-



43

kB, como o NFKBI1. Em relagdo a 28 vs. 21 foram observados muitos genes ligados a rRNA,
apesar de marcadores de interferon como IRF1 terem sido observados também. Na figura S1
pode-se visualizar os principais DGE dos dias 21 vs. 7 € 28 vs. 21 de células B, respectivamente.

JUN e JUNB sao fatores de transcricdo associados e produzidos em decorréncia da
inducdo da via de sinalizagdo MAPK (do inglés, Mitogen Activated Protein Kinases) apos
estimulagdo de co-receptor celular CD40 no contexto de ativagdo de células B dependente de
células T (LAIDLAW; CYSTER, 2020). Ainda, marcadores como CD69 ¢ DUSP2 estao
envolvidos na inducdo e regulacdo de proliferacao de células B apos estimulo antigénico, com
envolvimento regulatério das vias MAPK/INK (CIBRIAN; SANCHEZ-MADRID, 2019).

De fato, em trabalhos de caracterizagdo de perfis imunes humorais e repertério em
tonsilas via scRNA-seq, ressaltam estes genes como marcadores de ativagdo celular de células
B e indicam outros genes como KLF2 e PFN1 como marcadores de indu¢do de memoria
imunoldgica e indugdo de perfil de citotoxicidade celular, respectivamente (KING et al., 2021).

A presenca de DGE na populagdo T demonstrou-se mais restrita e desafiadora.
Possivelmente a menor quantidade total de linfocitos T em comparacdo a B nos dados do
presente trabalho tenha impactado na presenca de genes superexpressos. Todavia, a
visualizacao de genes com JUN, JUNB e IFITM1 indicam ativacao celular e expressao de genes
relacionados a via de interferon do tipo 1. No dia 21, ainda percebe-se a presenca de genes como
JUN, juntamente com expressao de FOXP1 e ST6GALL. Por fim, apds a 2* dose, constata-se a
reiterada presenca de marcadores de ativagdo como JUNB, TRIR, NFAT e ST6GALI.

A fim de compreender em maiores detalhes os perfis de expressdo génica promovidos
pela vacinagdo entre os periodos de tempo, foram comparados os dias 21 vs 7 e dia 28 vs 21.
Primeiramente, ¢ notavel a expressdo de CXCR4, IRF1, IFITM1 duas semanas apds o dia 7.
Adicionalmente, em 28 vs 21, é perceptivel visualizagdo JUN, STATI1, CD69, KLF6, DUSPI,
IL6ST. Na figura S2 pode-se visualizar os principais DGE dos dias 21 vs 7 e 28 vs 21 de células
T, respectivamente.

Além da expressdo relevante de marcadores de ativacdo celular amplos como JUN,
JUNB, DUSP2 e CD69, a expressao de NFAT destaca a ativagdo de células T em periodos pos
vacinagdo. NFAT (do inglés, Nuclear Factor of Activated T Cells) desempenha papel essencial
na ativacao de células T, secre¢@o de citocinas T proliferativas como IL-2 e diferenciacdo de
células T em perfis efetores como Thl. Ainda, a transcricdio de STATI indiretamente
correlaciona-se com ativagdo de linfocitos T, pela sua participagdo em apresentacdo de
antigenos MHC dependentes, sendo também uma proteina altamente sensivel a ligagao de IFN-

I (CHATTERJEE-KISHORE et al., 1998; LEE; KIM; CHOI, 2018).



44

No entanto, pode-se constatar a expressao de genes atrelados a imunorregulagdo T apds
a vacinagdo. Por exemplo, FOXP1 (do inglés, Foxhead PI) consiste num fator de transcri¢ao
importante na regulacdo da diferenciacdo de células T e regulacdo da expressdo de FOXP3,
constituindo um importante componente na manuten¢ao da estabilidade celular de populagdes
T regulatorias (KONOPACKI et al., 2019; KAMINSKIY et al., 2022).

Aprofundando-se no perfil transcricional de genes e vias relacionadas a IFN, pode-se
ver globalmente uma expressdo maior de genes como IRF9, ISG15 e JAK2 no dia 7, com uma
atenuacdao no dia 21 (Figura 16) No entanto, uma elevada expressdo fora vista no dia 28,
portanto apds o reestimulo antigénico vacinal, corroborando com achados prévios na literatura
(LT et al., 2022).

IFN consiste numa ampla familia de citocinas pré inflamatdrias e com abrangentes
propriedades imunomodulatorias que influenciam, por exemplo, na promoc¢ao e apresentagcao
antigénica, proliferacdo celular e atividades antimicrobianas (KAK; RAZA; TIWARI, 2018).
No entanto, frente a infecgdes virais, sdo citocinas de potente atividade antiviral, atuando na
inibi¢do de transcricio de mRNA viral pela ativacdo da via de 2°-5° oligoadenilato sintetase
(OAS, do inglés, 2'-5' oligoadenylate synthase) (CHOI et al., 2015).

Particularmente, Interferons do tipo I apresentam um importante e complexo
envolvimento na COVID-19, onde fatores como local de produc¢ao, periodo de tempo e duragao
da secrecdo contribuem tanto na resolugdo quanto na fisiopatologia da doenga (HADJADJ et
al., 2020). De fato, uma disrup¢ao de secre¢ao de IFN-I nos primeiros dias apds surgimento de
sintomas, ligados com uma produgao tardia, foram amplamente relatados em individuos com
COVID-19, sendo um indicativo de mau prognostico e gravidade clinica (TROUILLET-
ASSANT et al., 2020; LAING et al., 2020).
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Figura 15. Expressao génica diferencial em células T em relagdo ao Dia 0. Grafico vulcdo representando os
genes diferencialmente expressos no agrupamento correspondente aos linfocitos B entre diferentes periodos de
tempo em relagdo ao Dia 0. A imagem A, B, C e D, mostram os perfis transcricionais entre os periodos T0, T7,
T21 e T28, respectivamente.

Percebe-se, todavia, que os beneficios quanto ao desenvolvimento de respostas [FN-I

elevadas frente a vacinacdo por plataformas de mRNA sdo amplamente debatidos. Isso se deve

a dualidade imunomodulatéria da citocina num contexto de imunizagdo via mRNA. Por

exemplo, como citocina pré inflamatoria, interferons indiscutivelmente conduzem a ativagao

de respostas imunes robustas, contribuindo na apresenta¢do de antigenos e geracao de memoria

imunologica (CHEN; LIU; CAO, 2017). Em contrapartida, IFN-I pode contribuir na condugao

de mecanismos de bloqueio traducionais e de degradacdo de mRNA exdgeno, podendo limitar

a geracdo de uma imunidade protetora (POLLARD et al., 2013; LI; MACDONALD; RICE,

2015).
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Figura 16. Expressio de IFN e vias relacionadas em células T. No grafico do tipo ponto, observa-se a expressao
de genes ou vias associadas a producdo de IFN em células T em termos de expressdo média e niimero total de
células expressas. No eixo Y encontra-se os periodos de tempo, e no eixo X, visualiza-se os genes em questao.

Em estudos com individuos vacinados com BNT162b2, em comparagdo a individuos
com COVID-19, ndo demonstrou-se a producao relevante de IFN-I e, consequentemente, de
ISG (do inglés, Interferon Inducible Genes), a0 mesmo tempo que desenvolveram-se respostas
humorais efetoras com capacidade neutralizantes plenas (IVANOVA et al., 2021). Ainda,
individuos com imunodeficiéncias inatas a producao de IFN ndo tiveram atividades de células
B comprometidas em respostas a vacina¢dao por BNT162b2 detendo respostas de células B de
memoria S-especificas similares a individuos vacinados saudaveis (SOKAI et al., 2022).

Por outro lado, existem resultados conflitantes na literatura quanto a indugdo e
relevancia do papel IFN-I no contexto da vacinagdo por BNT162b2. Li e colaboradores (2022)
estudaram mecanismos de respostas inatas e adaptativas frente a vacinacdo por BNT162b2 em
camundongos apontando uma elevada produgdo de IFN-y, particularmente apds 2° dose, e
evidenciando respostas TCD8+ especificas dependentes de IFN-y via sinalizacdo por MDAS
sugerindo, portanto, um envolvimento importante da citocina na ativagao e geragao de respostas
imunoldgicas efetivas frente a imunizacao.

A identificacdo da expressdo de genes atrelados a interferon ou vias tendo interferon
como ligantes, no presente trabalho, apontam a expressdo da citocina e sua influéncia em
dindmicas imunes p6s vacinagdo. O sucesso indiscutivel da vacina BNT162b2 (THOMAS et
al.,2021; MOREIRA et al., 2022) sugere um papel importante de IFN-I neste contexto, ou pelo
menos ndo impeditivo na inducdo de imunidade efetiva, sugerindo que fatores como desenho
vacinal, sistemas de carreamento, dosagem, periodo de administracdo e, até mesmo, fatores
patdégenos especificos, impactem relevantemente na imunogenicidade vacinal e no
envolvimento e relevancia de IFN (HASSETT et al., 2021; PAYNE et al., 2021; FANG et al.,
2022).
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Portanto, percebe-se que os dados obtidos corroboram com a literatura e indicam que a
indugdo de interferon mostra-se um fator importante para geragcao de imunidade pela vacinagao
com BNT162b2. Todavia, mesmo na auséncia de secrecdo de IFN, em situagdes especificas,

obteve-se resultados de imunizagao satisfatorios.

4.4 Analises de Ontologia Génica

A fim de compreender detalhadamente a possivel fungdo e relevancia bioldgica das
diferengas de expressao génica entre os periodos de tempo, em células B e T, foram conduzidas
analises de enriquecimento. As andlises de enriquecimento compreendem ferramentas
computacionais de inferéncia de fungdo bioldgica de conjunto de genes de interesse, a partir da
comparagdo com genes similares com fungao bioldgica previamente anotada e incorporados em
bancos de dados publicos (XIE et al., 2021).

Priorizou-se a busca de termos relacionados a ativagdo e regulagdo de respostas de
células B e T, visando compreender as dinamicas de respostas imunes frente a vacinagao.
Primeiramente, na figura 17, observou-se um significativo enriquecimento de termos ligados a
ativacdo, sinalizag¢do celular via BCR e diferenciagdo de células B nos dias 21 e, em menor
extensdo, no dia 28. Adicionalmente, o baixo enriquecimento de termos relacionados a
regulacdo, incluindo negativa, da ativagdo e proliferacao de linfécitos B, indicam a producao
de um estimulo imunogénico agudo, induzindo uma significativa e duradoura resposta humoral
jé& apos a primeira dose.

O desenvolvimento de respostas humorais efetivas, particularmente atrelados a
producdo de anticorpos de carater neutralizante, ¢ crucial na resolugdo da infec¢do por SARS-
CoV-2 e geragdo de imunidade imunologica frente a imunizagdo (FAVRESSE et al., 2021).
Apesar da indugdo de respostas humorais satisfatorias ndo ser exclusividade de vacinas de
plataforma de mRNA (WU et al., 2021), resultados superiores da vacinagdo em capacidade
neutralizante em BNT162b2 em relacdo outras plataformas vacinais, ressaltam o sucesso dessa
plataforma vacinal (TERPOS et al., 2022; PADHIAR et al., 2022).

Apesar da auséncia de termos enriquecidos relacionados a ativacdo e proliferacao
celular no dia 7, constatou-se um enriquecimento significativo nos dias 21 e 28 em relagdo a
pré vacinagdo, provavelmente em decorréncia da formagao de GCs, que se desenvolvem entre
10-14 dias apos o estimulo antigénico inicial e, como consequéncia, viabilizam ativagao de

células B via T-dependente (VICTORA; NUSSENZWEIG, 2022).
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Figura 17. Ontologia génica em células B. Visualiza-se os principais termos associados a ativagao e proliferagao
celular em linfocitos B entre os diferentes periodos de tempo pré e pos vacinagdo em termos de Q-value.

De fato, em esquemas vacinais empregando BNT162b2, uma produgdo relevante de
anticorpos anti-S ou anti-RBD foram observados ja a partir de 10 dias apds a primeira dose do
imunizante (DANESE et al., 2021). De modo similar, a produ¢do de anticorpos de potencial
neutralizante seguiu um padrdo cinético parecido, detectando-se respostas neutralizantes a
partir de 10 dias contra diferentes variantes virais (MILETO et al., 2021).

Ainda, a identifica¢do de termos atrelados a produgdo de citocinas apontou termos
relacionados a regulagdo positiva de producdo de IL-2 e TNF no Dia 21. Nao obstante, a
regulacdo positiva de vias de sinalizagdo como JNK e MAPK, particularmente no dia 7, indicam
uma forte estimulacdo e possivelmente ativacdo de células B, e secre¢do de citocinas
linfoproliferativas T especificas como IL-2 (OVERWIJK; TAGLIAFERRI; ZALEVSKY,
2020). As figuras S3 e S4 apontam termos GO relacionados a citocinas e sinalizagdo celular
em células B, respectivamente.

Em contrapartida, as analises de enriquecimento génico em linfocitos T apontaram um
elevado enriquecimento, ja na primeira semana apos a 1° dose, de termos relacionados a
processamento e apresentacdo de antigenos via MHC de classe I, regulagdo positiva de células
T e producdo de citocina via células T. Ainda, termos associados a regulacdo negativa de
ativagdo e diferenciacdo de populacdes de linfocitos T mostraram-se, muitas vezes, com
enriquecimento menor nos periodos pds vacinagdo em relagdo ao dia 0, indicando o

desenvolvimento de respostas adaptativas celulares coordenadas e finamente reguladas.
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Respostas T especificas com produ¢ao de respostas polarizadas Th1 e secrecdo de IFN-
y robustas foram observadas apds vacinagdo com BNT162b2 (SAHIN et al., 2021). Nao
obstante, memoria imune T especifica demonstraram-se duradouras, mantendo-se relevantes
até 6 meses apds esquema vacinal completo, apresentando ainda uma correlagdo diretamente

proporcional de células B e Tth (GOEL et al., 2021).
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Figura 18. Ontologia génica em células T. Visualiza-se os principais termos associados a ativagao e proliferagao
celular em linfocitos T entre os diferentes periodos de tempo pré e pds vacinagdo em termos de Q-value.

4.5 Dinamicas de Trajetoria Celular & Pseudotempo

A fim de identificar as diferentes subpopulagdes de células B e T no conjunto de dados,
foi conduzido o isolamento e reagrupamento dessas subpopulacdes em relacdo aos demais
agrupamentos como descritos na se¢ao 3.8.

Primeiramente, foram identificadas populacdes de células B naive e memoria com
isotipo convertido (IgM-) e isotipo ndo convertido (IgM+), compondo o principal agrupamento
celular, como indicado pela figura 19. Ainda, populagdes de plasmoblastos encontraram-se
presentes, apesar de relativamente distantes do agrupamento principal indicando perfil

transcricional populacional particular e diferenciados em relagdo ao agrupamento principal.



50

6 .

3 4
N| # Naive B
% 0- @ Switched Memory B
s # Non-Switched B
2 # Plasmablasts

3

6

-5 0 5 10
UMAP_1

Figura 19. Subpopulacdes de linfocitos B. O reagrupamento exclusivo de células B da anotacao /in permitiu
identificar e anotar a presenga de 4 distintas subpopulacdes de células B: Células B naive, células B memoria
isotipo convertido (IgM-), células B memoria isotipo nao convertido (IgM+) e plasmoblastos.

As subpopulagdes de linfocitos T foram mais amplas e complexas em relagdo aos
subtipos de células B. Observou-se cé¢lulas TCD4+ naive e TCD8+ naive e de memdria, células
Tth, assim como populagdes de células NK, possivelmente de fendtipo NKT.
Interessantemente, células T invariantes de mucosa (MAIT, do inglés, Mucosal-associated
Invariant T cell) estavam presentes assim como uma pequena e distante populagdo, em relagao
ao agrupamento principal, de mondcitos classicos. Este tltimo pequeno grupo foi removido por
se tratar de grupos celulares de linhagem mieldide e ndo linféide T. Na figura 20 visualiza-se

todas as subpopulagdes de células T identificadas.
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Figura 20. Subpopulacdes de linfécitos T. O reagrupamento exclusivo de células T da anotagdo /in, permitiu
identificar e anotar a presenca de 6 distintas subpopulac¢des de células T.

Em seguida, conduziram-se andalises de inferéncia de trajetoria e pseudotempo visando
identificar dinamicas de diferenciagdo e progressdo celular estimulados pela vacinagdo
baseados nas anotagdes anteriormente descritas. Para isso, o sofiware Monocle (TRAPNELL
et al., 2014) foi empregado. A ferramenta ao representar perfil de expressao celular como
pontos em espago euclidiano e reduzir a dimensionalidade de cada ponto visando obter uma
representacdo bidimensional, consegue construir uma MST (do inglés, Minimum Spanning
Tree) e tragar o caminho mais longo entre a MST de células transcricionalmente similares,
produzindo finalmente uma trajetoria celular.

A trajetéria celular das subpopulagdes de células B apontaram dois pontos de bifurcacdo
como visto na figura 21. O primeiro, entre o estado 1 e 5, compostos pelos linfécitos B e
plasmocitos, respectivamente. Uma segunda bifurcacdo foi observada, antecedida por uma
pequena fragdo de células de estado 2 e sucedidas pela ramificagdo de estado 3 e 4, sendo estas
duas ultimas representando células B de memoria com isotipo ndo convertido e convertido,
respectivamente. A figura S5 mostra em pseudotempo a diferenciacdo celular das
subpopulagdes de células B.

Tais dindmicas de diferenciacdo celular sdo congruentes quanto as etapas e periodos
temporais de geragdo de memoria imunoldgica, tendo como células B naive o ponto inicial de
ativagdo imune humoral, culminando no desenvolvimento de células B de memoria (INOUE,

KUROSAKI, 2023). A proposito, a bifurcagio 1 demonstra uma produgdo relevante de
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plasmoblastos e aponta uma ativacdo e maturagdo B extrafolicular rdpida e associada a
desenvolvimento de anticorpos de baixa afinidade, provavelmente pela auséncia de

hipermutagdo somatica (SHM, do inglés, Somatic Hypermutation).
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Figura 21. Inferéncia de trajetoria em células B. A andlise de trajetoria contabilizou 5 diferentes estados de
transi¢do celulares com dois distintos pontos de ramificagdes em subpopulagdes de linfocitos B. O estado 1, 3, 4
e 5 correspondem a células B naive, B memodria convertido, B memoria nao convertido ¢ plasmoblastos,
respectivamente. O estado 2 consiste num pequeno ponto de transi¢do celular predito entre os pontos de bifurcagao.

De fato, a baixa taxa de SHM em repertérios imunes B em individuos infectados por
COVID-19 fora comumente relatada na literatura (NIELSEN et al., 2020; XIANG et al., 2022;
ZHANG et al., 2022), apesar de maiores taxas de SHM serem observadas em clonotipos
expandidos e em anticorpos de isotipo convertido (BIEBERICH et al., 2021). Nao obstante,
achados similares apo6s vacinagdo por BNT162b2 foram também constatados (SOKAL et al.,
2021). Apesar da baixa SHM em repertérios de células B ndo serem uma exclusividade da
infeccdo por SARS-CoV-2 (GAO et al., 2019), possiveis causas como comprometimento de
formagdo de GCs durante a infeccdo (KANEKO et al., 2020) e melhor reconhecimento de
epitopos virais via anticorpos da linhagem germinativa (KREER et al., 2020) poderiam explicar
tal fendmeno.

O ponto de bifurcagdo identificado nas analises de TI entre células B de memoria de
isotipo convertido e ndo convertido ressalta um transcritoma e fenotipo distintos, diferenciando-

se em grande parte pela expressao de IgD e/ou IgM. Interessantemente, a reducao de populagdes
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B de memoria de isotipo ndo convertido em doengas autoimunes e em infecgdes, como em
individuos graves para COVID-19, sao amplamente relatados na literatura (ROCHA et al.,
2017; ZHU et al., 2017).

Castleman e colaboradores (2023) ao analisarem PBMC de individuos saudaveis,
vacinados com BNT162b2, convalescentes com quadros leves e hospitalizados com quadro
grave para COVID-19, observaram uma diminui¢ao significativa de células B de memoria com
isotipo ndo trocado neste ultimo grupo. Todavia, como a infec¢do por ou vacinagdo contra
SARS-CoV-2 modularia as dinamicas B memoria com isotipo ndo convertido especificas e
como essa populagdo celular contribuiria para inducdo de imunidade protetora, ainda
necessitam ser melhor compreendidas.

As trajetorias inferidas nas populacdes de células T demonstram-se similares em termos
de complexidade em relacdo as células B, apesar do maior nimero de subgrupos celulares
presentes. Como visto na figura 22, foram observados 2 pontos de bifurcagdo e diferenciagio
celular. Resumidamente, pode-se interpretar a partir da bifurcagdo 1 a separagdo de células T
naive e populacao de Tth, com ponto de bifurcagdo 2 indicando a diferencia¢ao pseudotemporal
mais longa ou distal composta de TCD8+ de memoria, MAIT (do inglés, Mucosal Associated
Invariant T) e NK/T. A figura S6 mostra em pseudotempo a diferenciagdo celular das
subpopulagdes de células T.

A importancia de linfocitos T na protecdo contra COVID-19 e indu¢@o de imunidade
protetora via vacinagao reside no desenvolvimento de subpopulagdes T com fungdes amplas e
especificas, incluindo produgdo de citocinas com propriedades antivirais, tais como IFN-I,
auxilio na promog¢do de respostas humorais neutralizantes ¢ memoria humoral duradoura e
respostas citotoxica antivirais potentes (LEE; ASHKAR., 2018).

As fungdes de subpopulagdes como TCD4+ naive e TCD8+ memoria sdo muito bem
estabelecidas no contexto de infec¢dao e vacinagdo contra SARS-CoV-2 (PRIMORAC et al.,
2023). Em contrapartida, populagdes T ndo convencionais, que compreendem células T ndo
restritas a reconhecimento de antigenos via MHC, e ndo dependentes de TCR, como MAIT e
NKT apresentam um papel mais obscuro nos contextos de infeccdo e/ou vacinagdo contra
COVID-19 (BJORKSTROM; PANZETTA, 2021).

Alguns achados sugerem, todavia, um envolvimento e possivel contribuicdo de
populacdes MAIT em individuos graves para COVID-19. Particularmente, a expressdo de
genes associados a quimiotaxia, juntamente com enriquecimento de vias de piroptose, além de
evidéncias de elevada infiltracdo pulmonar de células MAIT, principalmente em individuos

graves, implicam essa populacdo celular com papel relevante na fisiopatologia da COVID-19
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(PARROT et al., 2020; SHI et al., 2021). Ainda, a expressdo de CD69, um marcador de

proliferacdo celular, em populacdes MAIT, correlaciona-se com gravidade de COVID-19

(JOUAN et al., 2020).
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Figura 22. Inferéncia de trajetoria em células T. A andlise de trajetoria contabilizou 5 diferentes estados de
transi¢do celulares com dois distintos pontos de ramifica¢cdes em subpopulagdes de linfocitos T. O estado 1 € 5
correspondem a possivelmente células T naive e Tth, respectivamente. Os demais estados indicam a composigao
por grupos de TCD8+ memoria, MAIT e NK/T, respectivamente.

Células NK, no ambito da COVID-19, apresentam-se disfuncionais, em quadros graves,
tipicamente hiperativas por estimulacdo IL-15 dependente e, com alguns trabalhos, indicando
sub-expressdo de genes atrelados a citotoxicidade (LIU et al., 2021; YAO et al., 2021). No
contexto da vacinagdo por BNT162b2, ndo foram observadas diferencas em frequéncia, subtipo,
fenotipo ou funcionalidade de NK até 1 més apos a vacinagdo inicial, apesar da frequéncia de
células NK NKG2C+ pré vacinagdo correlacionaram-se positivamente com titulacdo de

anticorpos anti-SARS-CoV-2 35 dias ap6s a 1* dose (CUAPIO et al., 2022).
4.6 Analises de Comunicacio Célula-Célula (CCC)
A exposicdo a antigenos virais via imuniza¢do promove alteragdes substanciais nas

dindmicas celulares e moleculares dos componentes de imunidade inata e adaptativo (GERMIC

et al., 2019). Tal processo decorre, em grande medida, por mecanismos finamente controlados
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de comunicagdo célula-célula mediados, por exemplo, pela secrecdo de citocinas pro-
inflamatorias que auxiliam na proliferacdo celular e desenvolvimento de perfis efetores, assim
como de freios moleculares que inibem a promoc¢ao de respostas excessivas e desproporcionais
(LATZ; XIAO; STUTZ, 2013; CUl et al., 2014).

As analises de CCC viabilizam a identificacdo do nimero e for¢a de interagdes entre os
tipos celulares presentes, propiciando um entendimento mais compreensivo quanto aos
mecanismos celulares e moleculares envolvidos nas respostas imunes frente a vacinagdo e
geracdo de uma imunidade protetora. Para fins de simplificagdo, o termo “interatoma” sera
empregado para descrever as diferentes interagdes inferidas entre os distintos grupos celulares
previamente anotados. Ainda, os termos in e out serdo empregados para designar grupos
celulares tidos como promotores de sinalizagdo celular, ou simplesmente sinalizadores, e
receptores de sinalizacdo, ou receptores, respectivamente.

Ao avaliar globalmente, o interatoma entre cada tipo celular, entre os distintos periodos
de tempos pré e poés vacinacdo, percebe-se uma rede interativa altamente complexa,
independente do periodo de tempo, revalidando e ressaltando a complexidade celular e
molecular imunes envolvidos na indu¢do de uma imunidade protetora e duradoura. Na figura
23 visualiza-se o interatoma da anotagdo /in em cada periodo de tempo. Nao obstante, analises
de CCC ainda possibilitam avaliar padrdes de sinalizag¢do celulares ao indicarem o papel de
cada grupo celular definido como sinalizadores e/ou receptores, possuindo como métrica a forga
de interagdo inferida entre cada periodo de tempo.

Inicialmente, percebe-se um padrdo de sinalizagdo bem definido no periodo pré-
vacinagdo. Nota-se, um primeiro grande grupo constituido por mondcitos cldssicos, nao
classicos e alternativos, pDC e B memoria com papéis “passivos” no contexto de sinalizacao,
atuando como grandes receptores interacionais como pode-se notar na figura 24. Ainda, um
segundo grande grupo, na metade inferior do grafico, encontra-se grupos celulares com padrao
“inertes”, nao estabelecendo ou recebendo interagdes de grande magnitude. Todavia, os
diferentes tipos de cDC, principalmente cDC2, sdo interacionalmente muito ativas, onde células
Treg e TCD8+ também se diferenciam do grupo celular inferior como células de perfil out mais

robustas.
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Figura 23. Interatoma global entre grupos celulares. Grafico do tipo circos apresentando a forca de interagdes
entre cada linhagem celular de anotagdo /in. Cada linha (conector) conectando um grupo celular ao outro representa
interagdes sinalizatdrias entre eles, ao passo que a largura de cada conector se traduz na forga de interagdo entre
grupos. As imagens A, B, C e D, mostram o interatoma entre os periodos T0, T7, T21 e T28, respectivamente.

As c¢DCs atuam como células sentinelas do sistema imunoldgico, constantemente
coletando antigenos oriundos de seus respectivos microambientes, processando-os e
apresentando-os via MHC a diferentes subpopulac¢des linfociticas como Tregs e TCDS8+
(HILLIGAN; RONCHESE, 2020). Portanto, o enriquecimento de perfil in e out em cDCI1 e
cDC2, ainda no contexto pré vacinagdo, corrobora o papel especializado destas células na
apresentacdo de antigenos e evidencia as DCs como uma ponte de comunicagdo entre a
imunidade inata e adaptativa (HUA; HOU, 2020).

Apo6s a 1* dose, observou-se uma reducdo global de for¢a de interacdo in e out em
relacdo a pré-vacinacdo. Apesar de sutis, houve perceptiveis alteragdes no panorama
interatomico geral. Os monocitos CD 14+ adotam papel interacional particularmente ativo out,

comparado ao dia 0, e observou-se a inversdo do perfil interacional out dominante de cDC1
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para cDC2. Curiosamente, ¢ possivel constatar um papel interacional neutro de plasmoblastos,
monocitos alternativos e agrupamento “desconhecido”, enquanto os demais grupos celulares
permanecem praticamente inalterados, apesar da reducao interacional out global.

Mondcitos classicos, fenotipicamente caracterizados como CD14M/CD16!°Y, sdo células
com relevante participa¢do na promogao de respostas pré inflamatorias através da secrecdo de
citocinas e, consequentemente, recrutamento de células imunes para sitios especificos de lesao
e/ou infec¢do (PINTI et al., 2016). Portanto, diante do estimulo antigénico promovido pela
vacinagdo, o estabelecimento de perfil out, ressalta o papel destas células num contexto
inflamatorio vacina induzido.

No dia 21 ndo ¢ visto nenhuma dinamica interacional particularmente discrepante em
relacdo ao dia 7°, com excecdo de um desenvolvimento de cardter out de plasmoblastos
levemente acentuados. Por fim, a 1* semana apds a 2* dose apresenta um panorama interacional
global out expandido, particularmente de células como ¢DC1 e mondcitos classicos e nao
classicos.

Apesar da presenca de diferentes subpopulagdes de DCs nos dados obtidos, ha um
predominio visivel de perfil out de cDC1 em relagdo a cDC2 em quase todos os periodos de
tempo pos vacinacdo. Reconhecidamente, as cDC1 sdo as Unicas APC capazes de conduzir
apresentacao cruzada de antigenos no contexto in vivo (DEN HAAN; LEHAR; BEVAN, 2000).
Ainda, cDCI1 sdo potentes ativadores de células TCD8+, sendo uma populacao celular em foco
no desenvolvimento de terapias antivirais e antitumorais (PATENTE et al., 2019; PEREZ; DE
PALMA, 2019).

Vias de sinalizagdo celular imunes s3o essenciais na promog¢ao de respostas efetoras
imunes bdasicas, que variam desde a maturagdo e desenvolvimento celular até no
reconhecimento de PAMPs, secre¢do de citocinas e apresentagdo de antigenos (PINTI et al.,
2016; HUA; HOU, 2020). Ainda, com plataforma vacinais de mRNA dispondo uma enorme
diversidade de estratégias de design, o entendimento de vias de sinalizagdo contribui na
compreensdo de como plataformas de mRNA, como BNT162b2, atuam e como possiveis
modificacdes de design vacinal influenciam em aspectos atrelados a imunogenicidade, eficacia
e seguranca vacinal (PARDI; HOGAN; WEISSMAN, 2020).

O programa CellChat além de inferir interagdes células especificas ao atribuir a cada
interagdo valores probabilisticos de contato, computa a probabilidade de comunicagao celulares
biologicamente relevantes atreladas a vias de sinalizacdo previamente conhecidas e

experimentalmente validadas na literatura (EFREMOVA et al., 2020). No total, foram
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identificadas 18 vias de sinalizagdo distribuidas e/ou especificas aos diferentes periodos de

tempo pods vacinagdo por BNT162b2.
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Figura 24. Forca de perfis interacionais in e out. Graficos do tipo bolha apontam dinamicas de perfil in e out
de cada grupo celular previamente anotado entre cada periodo de tempo. As imagens A, B, C e D, representam os
periodos de tempo de dia 0, 7, 21 e 28, respectivamente.

Foram observadas alteracdes relevantes de redes de sinalizagdo atrelados a via do fator
inibitorio de migracdo macrocitica (MIF, do inglés, Macrophages Migration Inhibitor Factor).
No periodo de 7 dias, células B naive tornaram-se os principais receptores de sinalizacdo MIF,
cujos sinalizadores primarios consistiram em células Treg e TCD8+. Todavia, nos periodos de
tempo 21 e 28, houve uma transi¢ao de receptores sinalizadores majoritarios para cDCI1, cDC2
e pDC. A figura 25 visualiza-se o envolvimento de grupos celulares especificos e seus
respectivos papéis em sinalizacdo MIF especificos.

A MIF ¢ uma poderosa citocina rapidamente secretada por células de imunidade inata
em resposta a estimulos antigénicos ou a outras citocinas pré inflamatorias, auxiliando na

proliferacdo e sobrevivéncia celular (CALANDRA; ROGER, 2003; KANG; BUCALA, 2019).
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Adicionalmente, MIF também ¢ uma citocina secretada por linfocitos, possuindo importante
funcdes imunomodulatdrias sobre a imunidade adaptativa (HARRIS et al., 2019), corroborando
com achados do presente trabalho, onde Tregs e TCDS8+ sdo principais fontes de MIF, nao
apenas da imunidade celular, mas da totalidade das rea¢des imunes MIF dependentes em
respostas a vacinagdo por BNT162b2.

Outras vias de sinalizagdo apresentaram mudancas interessantes entre os periodos de
tempo como a via tirosina kinase 3 tipo FMS (FLT3, do inglés, FMS-like Tyrosine Kinase 3)
com elevagdo de perfil in em células cDCI1, ¢cDC2 e pDC até uma semana apds cada dose. De
fato, FLT3 consiste numa proteina de superficie celular, expressas abundantemente em
diferentes populacdes de DCs, com envolvimento no desenvolvimento, maturacdo celular, e
apresentacdo de antigenos mediado por cDCs (CUETO; SANCHO, 2021), indicando um papel
crucial desta via na apresentacdo de antigenos e, consequentemente, ativacdo de respostas
adaptativas efetoras. Na figura 26 pode-se observar interacdes receptor-ligante da via FTL3 no
dia 7. Na figura S7 visualiza-se a respectiva via nos demais periodos de tempo.

Apesar de estudos com foco no envolvimento da interagdo Ftl3-FtI3L no ambito da
vacinagdo contra COVID-19 serem pouco compreendidos, o desenho de esquemas vacinais
terapéuticos contra neoplasias usando-se ligantes de FIt3 como via de estimulacdo de cDCs sdo
muito explorados e, alguns trabalhos, encontram-se em fase de estudos clinicos (BHARDWAJ
et al., 2020; WILSON; VILLADANGOS; MINTERN, 2021). Ainda, em modelos de infecgao
por virus da influenza A (IAV, do inglés, Influenza A Virus) a hiperexpressao de FtI3L durante
a infeccdo, contribuiu para a repopulacdo de cDCs pulmonares, antes suprimidas, atenuou o
recrutamento de mondcitos inflamatorios e protegeu parcialmente camundongos contra

infec¢des bacterianas secundarias (BESHARA et al., 2018).
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Figura 25. Envolvimento celular com sinalizagdo MIF. O heatmap aponta grupos celulares envolvidos como
sinalizadores, receptores, mediadores e influenciadores da via MIF entre diferentes periodos de tempo pods
vacinag¢ao.

Padroes similares de vias sinalizadoras intimamente associadas a ativacao de células B
como APRIL e BAFF (do inglés, B-cell Activation Factor) também foram identificadas. A
interacdo ligante-receptor de APRIL/BAFF demonstraram-se enriquecidas em todos os
periodos de tempo. No entanto, apds a vacinac¢do, houve uma inibicdo generalizada de células
de perfil out para BAFF, onde as plasmoblastos de perfil in foram sinalizadas praticamente por
monocitos classicos out. Padrao similar foi visto na via APRIL As demais vias de sinalizag¢ao
ndo demonstraram alteracdes de interacdo relevantes nos demais dias. Na figura S8 pode-se
observar interagdes BAFF e seus respectivos ligantes entre diferentes periodos de tempo pré e

pos vacinagao.
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BAFF e APRIL sdo proteinas transmembrana da superfamilia de fator de necrose
tumoral (TNF) com possuem um profundo impacto na maturacao, desenvolvimento, ativagdo e
proliferacdo de linfocitos B (MAGLIOZZI; MARASTONI; CALABRESE, 2020). Em estados
de doencga, como por exemplo, individuos com esclerose multipla em tratamento com DMT (do
inglés, Disease Modifying Therapies) vacinados com 3* dose de BNT162b2, mostrou-se o
aumento relevante de APRIL e CD40L, e equiparavel expressao de BAFF em relagdo ao grupo
controle saudével, indicando a inducdo e importancia desta via pds vacinacdo, mesmo em

individuos severamente imunocomprometidos (DOMINELLI et al., 2022).
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Figura 26. Sinalizacio receptor-ligante via FTL3. Os graficos de violino apontam grupos celulares envolvidos
como sinalizadores e receptores FTL3 no Dia 7. O grafico superior indica os grupos celulares expressando ligante
de FTL3 e o grafico inferior representa os grupos celulares expressando o receptor FTL3. Quanto mais “alto” os
violinos sdo, maior ¢ a expressao génica. A largura dos violinos ¢ proporcional ao ntimero de células do grupo em
questdo expressando tais ligantes/receptores.

Com isso, diante da importancia destas proteinas, e suas respectivas vias de sinalizagao,
para o desenvolvimento de imunidade humoral efetiva, estratégias vacinais empregando

BAFF/APRIL como adjuvantes moleculares vém sendo estudadas no ambito de infec¢des
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virais, demonstrando-se promissoras na estimulag¢do de respostas B efetoras (LIU et al., 2020;
HONG et al., 2019).

As andlises de CCC permitem ainda identificar padrdes especificos de atividades de
grupos celulares e vias de sinalizagdo que possibilitam elucidar as dindmicas coordenadas e
finamente reguladas de respostas imunes frente a vacinagao por BNT162b2. No dia 0, puderam
ser notados padrdes de agrupamento celulares fortes entre os diferentes tipos de monocitos
(padrao 1) e subpopulagdes de células B juntamente com cDCl e cDC2 (padrio 2).
Similarmente, observaram-se agrupamentos de vias como ANGPTL, CD30, ANEXINAS,
GRN e CCL (padrao 1) e BAFF, APRIL, IL1, FLT3, MIF e BAG (padrdo 2). A figura 27
mostra padrdes celulares e de comunicagdo no dia 7.

Jano dia 7 padrdes muito bem estabelecidos compostos por monocitos CD14+ e CD16+
(padrdo 1), com células B, T, plaquetas e células inatas (padrdo 2) foram identificados. Ainda,
dois padrdes de comunicagdo se mostraram relevantes: um formado por ANEXINA, GRN,
CCL, CD30 e TGFb (padrao 1), e um segundo padrdo com vias atreladas a ativacdo e
proliferacio de cleulas B, incluindo BAFF/APRI, BAG e FTL3.
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Figura 27. Padroes celulares e comunicatorios de perfil in apos 1* dose. Heatmaps descrevem padrdes de
agrupamentos celulares e vias de comunicagdo de maior contribui¢do no Dia 7.

Aproximadamente duas semanas apds a 1* dose, houve um modelo de contribuicdo
celular formado em grande medida por subpopulacdes de células T, com presenca de
plasmablastos e células inatas como NK e mondcitos alternativos. Finalmente, no dia 28, foram
vistos padrdes de comunicagdo quase idénticos aos do dia 7, certamente por conta do estimulo

antigénico proveniente da 2* dose.
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Os padrdes de contribui¢do celular e comunicagdo de perfil out indicaram em todos os
periodos de tempo uma relevante participacdo de subtipos de monoécitos agrupados com
distintas subpopulagdes de cDCs. Percebeu-se padroes associados a populagdes de linfocitos
proprias e segregadas em relagdo as populagdes monociticas. Nos dias 7 € 28, portanto 1 semana
apos cada dose, houve padrdes particularmente definidos e enriquecidos, o que ndo fora visto
no dia 21, onde predominou-se padrdes celulares amplos e difusos.

Quanto aos padrdes de comunicagdo de sinalizagdo houve, em todos os periodos de
tempo, relevante contribui¢ao de vias como GALECTINA, RESISTIN, ANNEXIN, BAG e
GRN. Interessantemente, houve uma elevada contribui¢do de vias como IL-1, BAFF/APRIL,
indicando um papel importante de mondcitos na ativagdo de respostas de células B e,

consequentemente, em respostas imunes humoral apds a imunizagao.



64

5. CONCLUSAO, LIMITACOES ¢ PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos no presente trabalho descrevem caracteristicas e dinamicas
imunoldgicas adaptativas frente a imunizagdo por BNT162b2, uma vacina de mRNA, em
diferentes periodos de tempo ap6s administracdo de um esquema vacinal completo. Observou-
se alteragdes de propriedades imunes a nivel celular e molecular, avaliando parametros como
abundancia e frequéncias de populacdes celulares imunes, expressdo génica diferencial com
concomitante enriquecimento génico, inferéncia e analise de trajetdrias de grupos celulares de
interesse, assim como andlises de vias de sinalizacdo cruciais para promogao de respostas
imunes adaptativas de sucesso.

Apesar dos objetivos almejados, no presente trabalho, terem sido alcangados com éxito,
viabilizando uma compreensdo mais aprofundada do objeto de estudo proposto, algumas
limitacdes devem ser enfatizadas. Primeiramente, o uso de dados publicos, oriundos de
diferentes estudos, inevitavelmente acarreta a introdu¢do de vieses e ruidos que podem
comprometer a confiabilidade dos resultados obtidos, potencialmente induzindo a
interpretagdes bioldgicas imprecisas. Nao obstante, a composicao integral por células B de um
dos conjuntos de dados empregados, ao mesmo tempo que enriqueceu e possibilitou um
entendimento bioldgico deste grupo em particular mais a fundo, dificultaram a condugio de
andlises de células T mais amplas e detalhadas. Por tltimo, apesar da vacinagdo por BNT162b2
ter indiscutivelmente induzidos dindmicas imunes particulares, torna-se dificil distinguir quais
dindmicas sdo de fato especificas ao imunizante em questdo, ja& que ndo foram comparados
dados de scRNA-seq de vacinag@o por outras plataformas vacinais.

O entendimento das propriedades imunologicas elucidadas pela vacinagdo por
BNT162b2, evidencia mecanismos celulares e moleculares importantes num contexto vacinal
e propele o desenvolvimento futuro de vacinas baseadas em mRNA mais eficazes, seguras e
racionais frente a doencas infecciosas relevantes e emergentes como novos possiveis

coronavirus.
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ANEXO 1

Tabela S1. Marcadores transcricionais empregados na classificagdo e anotagao celular.
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Tipos Celulares (Anotacao Lin) Marcadores Celulares

B naive MS4A1; CD19; IGHM; IGHD
B Memoria CD19; CD27; CD79A; CD79B
Plasmoblastos IGHA1; XBP1

TCD4+ CD3E; CD69

TCDS8+ CD3E; CD8A; CD8B

Treg CD3E; KLRB1; CD25
Mondcito CD14+ CDh14

Mondcito CD16+ FCGR3A; MS4A7

Monodcito Alt NCF1; GBP5

cDCl1 CDlc; CLECY9A

cDC2 CLECI10A; FCERIA

pDC IRF7; TCF4

NK/T KLRDI1; KLRFI1; PRF1
Plaqueta PF4

HPC SPINK2; CDK6
Desconhecido MS4A1; CD3E
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Figura S1. Expressao génica diferencial em células B. Gréfico vulcao representando os genes

diferencialmente expressos no agrupamento correspondente aos linfocitos B. A imagem A

indica a expressdo Dia 21 vs Dia 7. A imagem B representa a expressao Dia 28 vs 21.
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Figura S2. Expressao génica diferencial em células T. Gréfico vulcao representando os genes

diferencialmente expressos no agrupamento correspondente aos linfocitos T. A imagem A

indica a expressdo Dia 21 vs Dia 7. A imagem B representa a expressao Dia 28 vs 21.
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Figura S3. Ontologia génica de termos ligados a citocinas em células B. Visualiza-se os
principais termos associados a respostas e regulacdo de citocinas em linfocitos B entre os

diferentes periodos de tempo pré e pos vacinagdo em termos de Q-value.
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Figura S4. Ontologia génica de termos ligados a vias de sinalizacdo celular em células B.

Visualiza-se os principais termos associados a regulacdo de vias sinalizadoras em linfocitos B

entre os diferentes periodos de tempo pré e pos vacinagdo em termos de Q-value.
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Figura S5. Trajetoria de pseudotempo em células B. A analise de trajetoria em pseudotempo

evidenciou os periodos temporais de diferenciagdo celular em linfécitos B, tendo como ponto

de partida células B naive. Quanto mais claro (amarelado/azul claro) sdo as células, mais tardio

foi a diferenciagdo destes grupos em particular.
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Figura S6. Trajetoria de pseudotempo em células T. A analise de trajetoria em pseudotempo
evidenciou os periodos temporais de diferenciacdo celular em linfocitos T, tendo como ponto

de partida células TCD4+. Quanto mais claro (amarelado/azul claro) sdo as células, mais tardio

foi a diferenciagdo destes grupos em particular.
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Figura S7. Sinalizacio receptor-ligante via FTL3. Os graficos de violino apontam grupos
celulares envolvidos como sinalizadores e receptores FTL3 nos dias 0, 21 e 28 indicados pelas
figuras A, B e C, respectivamente. O grafico superior indica os grupos celulares expressando
ligante de FTL3 e o grafico inferior representa os grupos celulares expressando o receptor
FTL3. Quanto mais “alto” os violinos sdo, maior ¢ a expressao génica. A largura dos violinos

¢ proporcional ao nimero de células do grupo em questdo expressando tais ligantes/receptores.



A TNFSF13B 4

TNFRSF17 3

TNFRSF138B 3

TNFRSF13C 3

TNFSF13B 4

TNFRSF17 4

TNFRSF13B 3

nnnemn

||4|}|

|

o

|

e

& 1 o 1T 1 1 & &

TCD4

TCD8:

Tre:
cDC:
Plasmablastos<
€DC1f—
POCH—
HPCA{—

Plaqueta

Monacito Alt

||\|||||||1 L

po—o

] P 8 =
§2f8idi:i2i8828g8¢¢§s3
g g a ao0o6oFr % g8 =% 3¢
© 2 O O F F = s 8

E o ° ] a 2

o F g S

- : g
2 = 8

s @ s a

3 3

B naive
NK

B memoria

Monocito CD14+

Desconhecido

Monocito CD16+

TCD4s
TCD8+

Treg

oc2
Plasmablastos
coc1

poC

HPC

Plaqueta
Monocito Alt

B naive
NK

B memoria

Monocito CD14+

Desconhecido

Monocito CD16+

TCD4+
TCD8+

Treg

ooc2
Plasmablastos
et

pOC

HPC

Plaqueta
Monocito Alt

B TNFSF138 ,

TNFRSF17

D TNFSF13B 3

TNFRSF17 4

TNFRSF13B 3

i

87

T T & 2 T 1 1 & & e 3§ =
2 c < © T @ Q 2 <
8% g3 23888 8 ga I
c a a O O o o T 35
@ g o o F F g%
s £ e z g

§ © S

2 s

.

l\ui |1

Desconhecido
Monocito CD16+

HPC
Plaqueta
Monocito Alt

F] § 1 © 1 1T 1 &5 & a0 T =
2 E38&3x8 88 8 g 3 <
g g 3 o F G 3 = 3z £
© g o Lo s 3
8 b g
8 =

g

s

s

Plasmablastos- }-’.—

HPCA |—

Figura S8. Sinalizacio receptor-ligante via BAFF. Os graficos de violino apontam grupos

celulares envolvidos como sinalizadores e receptores BAFF nos dias 0, 7, 21 e 28 indicados

pelas figuras A, B, C e D, respectivamente. TNFSF13B, TNFRSF13B e TNFSF17

correspondem aos 3 receptores conhecidos como ligantes BAFF/APRIL Quanto mais “alto” os

violinos sdo, maior ¢ a expressao génica. A largura dos violinos € proporcional ao nimero de

células do grupo em questdo expressando tais ligantes/receptores.



