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VALIDACAO DO MENTODO DE AQUISICAO DE CELULAS POR CITOMETRIA DE FLUXO
PARA A AVALIACAO DA IMUNOGENICIDADE DA VACINA RNA MCTI CIMATEC HDT
CONTRA SARS-COV-2
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RESUMO

A pandemia de COVID-19 destacou a importancia da pesquisa cientifica evidenciando a necessidade do
desenvolvimento e aprimoramento de técnicas que permitissem auxiliar no diagndstico da doenca bem como avaliar a
resposta imunolégica. Para isso, a padronizacdo de métodos se faz necessario para assegurar a confianga e
reprodutibilidade dos resultados, por conta disso o objetivo deste trabalho foi realizar uma validagéo do tipo concorrente
para comparar os métodos de referéncia para aquisicao de dados utilizados na avaliagdo da imunogenicidade da Vacina
RNA MCTI CIMATEC HDT, realizada por citometria de fluxo. A partir da analise do perfil celular mediante a avaliacdo do
tamanho e complexidade celular e expressdo dos marcadores imunofenotipicos ndo foi verificado diferencas
significativas, demonstrando que a metodologia utilizada no citbmetro da BD FacsMelody do SENAI/CIMATEC esta apta
para a obtencao dos resultados.

PALAVRAS-CHAVE: Citometria de fluxo; validagdo; COVID-19.

1. INTRODUCAO

De acordo com a Organiza¢do Mundial de Saude a pandemia do coronavirus causado pelo SARS-
COV-2 foi responsavel pela morte de mais de seis milhdes de pessoas ao redor do mundo?!. Nestas
circunstancias, houve um grande investimento para o desenvolvimento de testes diagndsticos capazes de
detectar uma possivel infeccao pelo virus bem como uma escalada na producéo de vacinas que reduzissem
o risco de complicagées e o indice de mortalidade?3.

Diversas técnicas podem ser utilizadas para a quantificacdo das respostas imunolégicas frente as
vacinas, dentre elas a citometria de fluxo que consiste na quantificagéo de células marcadas com anticorpos
acopladas a um fluorocromo especifico para um marcador de interesse*. Neste periodo da pandemia o uso
desta técnica para mensurar a resposta imunoldgica ganhou mais espaco exercendo uma forte influéncia
nos dados publicados® , fato que demonstra a necessidade de assegurar que os procedimentos
operacionais possam garantir robustez e reprodutibilidade dos dados. A preparacdo e armazenamento das
amostras, a calibracdo de equipamentos e a padronizacao e otimizacdo dos protocolos utilizados auxiliam
no aperfeicoamento dos processos, assegurando um melhor desempenho das func¢des contribuindo para
uma maior confiabilidade dos dados gerados.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi validar os métodos de referéncia para aquisicao de dados
utilizados na avaliacdo da imunogenicidade, realizada por citometria de fluxo da Vacina RNA MCTI
CIMATEC HDT.

2. METODOLOGIA

Foi realizada uma validacdo do tipo concorrente, que se refere a uma combinacdo de validacdo
retrospectiva e prospectiva, aplicada no caso de um processo similar a outro previamente validado. Para
isso, amostras de sangue foram coletadas e submetidas a técnica de separacéo por gradiente de densidade
(Ficoll-Hypaque, Histopaque/ Sigma-Aldrich) para obtencdo de células mononucleares do sangue periférico
(PBMC) por meio da centrifugacao, que foram posteriormente criopreservadas até o uso. As células foram
cultivadas em placas de 96 pocos nas seguintes condi¢cdes: a) apenas com meio de cultura RPMI-1640
(Gibco®- Thermo Fisher Scientific); b) estimuladas com fitohemaglutinina (PHA - Phytohemagglutinin) como
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controle positivo nas concentragfes de 5 ug/mL e 10 pug/mL; c) com a Spike, proteina-especifica do SARS-
COV-2, na concentracdo de 2,5 pg/mL.

As células foram incubadas na estufa de cultura por 24h a 37°C e 5% de CO2 e quatro horas antes
do término foram adicionados a monensina e brefeldina em todos os pog¢os. Para a realizacdo da marcacao
das células foram utilizados anticorpos marcadores de superficie (CD3 - APC-H7, CD4 - Krome Orange,
CD8 - PerCP-Cy 5.5, CD107a - FITC, CD69 - BV786, CD137 - PE, CD40 - PE-Cy7, CD19 - FITC, CD30 -
BV421). Foi realizada a permeabilizacdo das células para a marcacéo dos anticorpos intracelulares (IL-2 -
BV421, TNF-a - BV750, IFN-y - PE-Cy7, IL-5 - PE, IL-13 - APC, Granzima B -Alexa Fluor 647) e em seguida
a fixacdo. Foram realizadas vérias etapas de lavagem e posteriormente as células foram mantidas em PBS
1X até a aquisicao nos citbmetros.

Como critério de avaliagdo foram utilizadas andlises realizadas no citbmetro de fluxo BD
LSRFortessa da FIOCRUZ-Ba comparando as realizadas pelo citbmetro BD FACSMelody do
SENAI/CIMATEC avaliando o perfil celular (tamanho e granulosidade) bem como a frequéncia da expresséo
de marcadores imunofenotipicos. Como critério para aceitagdo dos valores, a variagdo aceitavel é de + 5%.

3. RESULTADOS/DISCUSSAO

Durante a pandemia de coronavirus ficou ainda mais evidente a necessidade do desenvolvimento e
aprimoramento de técnicas que pudessem auxiliar no diagnostico rapido e preciso das respostas
imunolégicas frente a vacinacdo. A padronizacdo dos experimentos se faz necessario para afastar a
possibilidade de variaveis que possam comprometer os resultados, tornando a técnica reprodutivel e
confiavel®, atrelado a isso, o ato de validar um processo ou equipamento certifica que o resultado
encontrado é realmente o esperado’.

A partir dos resultados encontrados na analise do perfil celular mediante a avaliacdo do tamanho e
complexidade celular e expressdo dos marcadores imunofenotipicos dos dados adquiridos nos dois
citbmetros LSFortessa da FIOCRUZ-Ba e o BD FacsMelody do SENAI/CIMATEC, foi verificado que ndo ha
diferencas significativas entre os dados, indicando assim que a metodologia utilizada na aquisi¢cdo de dados
no citbmetro da BD FacsMelody do SENAI/CIMATEC esté apta, podendo dar continuidade na obtencado dos
resultados.

LSRFortessa — Fiocruz - Célula Congelada BD FACSMelody — CIMATEC — Célula Congelada
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Figura 1: Andlise do perfil celular nos citdmetros LSRFortessa (FIOCRUZ-Ba) e BD FACSMelody (SENAI/CIMATEC)
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O estabelecimento de um procedimento operacional padrdo para a preparacdo das amostras e a
aquisicdo dos dados aperfeicoam os resultados garantindo que possiveis discrepancias ndo sejam devido a
procedimentos errdneos que possam causar desvios nos resultados”®. Desta forma, a validagdo propicia
robustez e efetividade dos resultados gerados assegurando a garantia de qualidade do processo.

4. CONSIDERAGCOES FINAIS

Com este estudo, pode-se verificar que o método utilizado para aquisicdo de dados no citbmetro BD
FacsMelody do SENAI/CIMATEC pode continuar a ser executado visto que no processo de validagéo este
foi considerado apto, conforme metodologia previamente validada.
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