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RESUMO

Introducao: Dentre varios aspectos, € sabido que a populacao idosa se apresenta ndo
apenas como a populacdo mais afetada, mas também que esta contabiliza o maior
namero de mortes pela gripe. Estudos sugerem que o aumento da taxa de infeccao,
gravidade e letalidade pelo virus Influenza, agente causador da gripe, em idosos esta
associada tanto a ocorréncia da imunossenescéncia quanto do fendmeno
“inflammaging”. Neste sentido, tem sido proposto que a reativacdo da infeccdo pelo
citomegalovirus (CMV), um herpes virus, pode favorecer o desenvolvimento da
imunossenescéncia, pelo fato deste poder ser um importante fator desencadeante do
“‘inflammaging”. Vale destacar que é sabido que a imunossenescéncia e o “inflammaging”
impactam de forma negativa nas respostas vacinais dos idosos. Em contrapartida, outros
estudos mostram que a presenca do CMV pode potencializar a resposta imune em
pessoas jovens-adultas. Objetivo: Este estudo objetiva investigar o impacto da
soropositividade para CMV sobre as respostas imunes/inflamatoérias em jovens-adultos
idosos vacinados para a gripe. Métodos: Para isso, foram convidados a participar deste
estudo 109 pessoas soropositivas para CMV, tanto jovens-adultos (GJA, n=42, média de
idade 31,13+9,33 anos), quanto idosos (Gl, n=67, média de idade 71,22+11,11 anos),
saudaveis, de ambos os sexos, todos vacinados contra a gripe. Amostras de sangue
foram obtidas em dois momentos: antes e 30 dias apds a vacinacédo e foram utilizadas
para confirmacéo da soropositividade para CMV, além da avaliagdo das concentragdes
sistémicas de IgA, IgM e IgG especificas para antigenos da vacina contra a gripe, bem
como das citocinas pro e anti-inflamatérias. Resultados: Enquanto o GJA mostrou
aumento significativo de IgA e 1gG, o Gl apresentou maiores niveis de IgM e IgA, bem
como de IgG para CMV, no momento pds-vacinacdo quando comparado ao momento
pré-vacinacdo. Na avaliacdo intergrupos, o GJA mostrou maior nivel de IgM no momento
pré-vacinacdo do que no Gl. J4, no momento pds-vacinagdo, enquanto o Gl mostrou
maiores niveis de IgM do que no GJA, os niveis de IgG no GJA foram maiores do que
no Gl. Interessantemente, ndo somente os niveis de IgA, mas também de IgG para CMV,
observados no Gl foram maiores do que no GJA, tanto pré- quanto pos-vacinagao. Além
destes, vale ressaltar que significativas correlacbes positivas e negativas foram
observadas entre as concentragdes séricas das imunoglobulinas e citocinas nos grupos
estudados tanto pré- quanto pés-vacinacdo. Conclusdo: De maneira geral, o GJA
mostrou melhor resposta a vacinagéo para gripe do que o Gl e a soropositividade para
CMV aparentemente mostrou um papel importante na resposta de anticorpos a
vacinacgao particularmente no GJA.

Palavras-chave: imunossenescéncia, inflammaging, anticorpos, Influenza.



ABSTRACT

Introduction: Studies suggest that the increased infection rate, severity, and lethality of
the Influenza virus in the elderly are associated with both immunosenescence and the
"inflammaging" phenomenon. In this context, it has been proposed that the reactivation
of cytomegalovirus (CMV), a herpes virus, may contribute to the development of
immunosenescence, as it can be a significant trigger of "inflammaging.” It is noteworthy
that both phenomena negatively impact the vaccine responses of the elderly. Conversely,
other studies show that the presence of CMV can enhance the immune response in
young-adult individuals. Objective: This study aims to investigate the impact of CMV
seropositivity on antibody responses in young-adult elderly individuals vaccinated against
influenza. Methods: For this purpose, 109 CMV seropositive individuals were invited to
participate in this study, including both young-adults (GJA, n=42, mean age 31.13+9.33
years) and elderly (Gl, n=67, mean age 71.22+11.11 years), of both genders, all
vaccinated against influenza. Blood samples were collected at two time points: before
and 30 days after vaccination, and were used to confirm CMV seropositivity, as well as
to assess systemic concentrations of specific IgA, IgM, and IgG for influenza vaccine
antigens through the ELISA test, as well as neutralizing antibodies through the
hemagglutination inhibition assay. Results: Whereas GJA showed a significant increase
in IgA and IgG, Gl exhibited higher levels of IgM and IgA, as well as IgG for CMV, in the
post-vaccination period compared to the pre-vaccination period. In the intergroup
analysis, GJA showed higher levels of IgM before vaccination than Gl. However, post
vaccination, while Gl showed higher levels of IgM than GJA, 1gG levels in GJA were
higher than in GI. Interestingly, not only the levels of IgA but also IgG for CMV in Gl were
higher than in GJA, both pre- and post-vaccination. Both volunteer groups showed an
increase in neutralizing antibody titers post-vaccination as compared to pre-vaccination
values. Besides, whereas GJA showed significant negative correlations between
neutralizing antibody titers and serum levels of IgA and IgG at the pre-vaccination, as well
as significant positive correlations between circulating levels of IgM for the flu vaccine
and IgG for CMV and between serum levels of IgA and IgG for the vaccine
postvaccination, the GI group showed a significant positive correlation between
prevaccination IgM and IgG levels, in addition to a negative correlation between serum
levels of IgA and IgG for post-vaccination vaccine. Conclusion: In general, GJA showed
a better response to influenza vaccination than Gl, and seropositivity for CMV apparently
showed an important role in the antibody response to vaccination, particularly in GJA.

Keywords: immunosenescence, inflammaging, antibodies, Influenza.
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1. INTRODUCAO

A imunossenescéncia € um fendmeno relacionado ao declinio da fungdo imune
associado ao envelhecimento, que se caracteriza dentre outros aspectos a maior
suscetibilidade de ocorréncia de infec¢des principalmente respiratérias®: 2.

Corroborando estas informacfes, foi relatado que episédios de gripes,
relacionadas ao virus Influenza e complicacbes secundarias, representavam a quarta
causa de morte em pessoas com mais de 65 anos de idade nos paises desenvolvidos,
e estimava-se que dentre 1000 a 6000 pessoas que morriam durante uma epidemia de
Influenza, as pessoas imunocomprometidas e 0s idosos seriam 0s grupos de maior
risco®®, em especial pelo fato de apresentarem significativa reducdo das atividades
imunes.

Dentre as alteracbes nas células do sistema imune inato associadas a
imunossenescéncia, destacam-se: a reducdo da producdo e liberacdo de anion
superéxido em resposta a bactérias Gram-positivas pelos granuldcitos (em especial os
neutrofilos), mudancas na fluidez da membrana, na quimiotaxia e, mudancas nas vias de
transducdo de sinais intracelulares tém sido observadas nestas células. Entretanto, o
numero total dessas células ndo se mostra reduzido®. Outro aspecto relevante a ser
destacado é a possivel modulacao fenotipica dos mondcitos durante o envelhecimento.
E sabido que mondcitos podem se diferenciar em macrofagos nos tecidos e estes em
individuos idosos, apresentam uma reducao no seu potencial oxidativo, com capacidade
reduzida de produzir o anion superéxido e o 6xido nitrico’, além de se mostrarem
incapazes de expressar moléculas de MHC classe Il, deste modo prejudicando sua
capacidade de apresentar antigenos e desencadear uma eficiente resposta de linfocitos
auxiliadores (CD4+)% °. Apesar de ainda ndo estar completamente elucidado se o
processo de envelhecimento afeta as células dendriticas, estudos em modelos animais
mostram que a expressao de moléculas de superficie essenciais para uma eficiente
apresentacao do antigeno, como o MHC classe Il e coestimuladores, mostra-se reduzida
em células dendriticas da pele de camundongos idosos?™®.

Com relacgédo as ceélulas Natural Killers (células NK), estas sdo consideradas como

as principais células imunes inatas especializadas na destruicdo de células infectadas



por virus e em idosos saudaveis, embora sua atividade citotoxica e capacidade de
producdo de citocinas mostrem-se reduzida no nivel de uma Unica célula, o aumento do
numero dessas células permite que tanto a citotoxicidade como a resposta de citocinas
no total sejam preservadas. No entanto, idosos com doencas crbnicas e frageis
apresentam menor citotoxicidade mediada por essas células o0 que esta associada a
maior suscetibilidade a infecgGes e aumento da mortalidade®® 12,

Em se tratando especificamente de imunossenescéncia relacionada a imunidade
adaptativa, uma das mais pronunciadas mudancas presentes no processo de
imunossenescéncia é a involugao do timo, com evidente declinio da producdo de
linfocitos T “naive”. Em decorréncia dessa reducao é observada importante limitacdo da
habilidade de gerar a resposta imune especifica a novos antigenos® 3. Isso é
particularmente preocupante quando o individuo idoso tem contato com um novo
patégeno, especialmente em situacfes de endemias ou epidemias emergentes, como
pdde ser observado em 2002 com a sindrome respiratoria aguda severa ou SARS
(severe acute respiratory syndrome) causada por um tipo de coronavirus, que, em
Beijing, China, foi responsavel pela morte de aproximadamente 43% das pessoas
infectadas com mais de 70 anos de idade'4.

E interessante notar que ao mesmo tempo que se observa uma significante
reducao dos linfécitos T “naive”, seja pela involugdo do timo ou ainda pela indugao de
apoptose destas células pelo aumento de citocinas pro-inflamatérias, o niumero de
linfécitos TCD4+ e TCD8+ efetores ou de memoéria esta aumentado. Tem sido sugerido
gue o acumulo dessas células T diferenciadas direcionaria a expansao de poucos clones
restritos a poucos epitopos, o que levaria a uma reducdo do repertério imunolégico?®.
Além disso, mudancas no fendtipo das células circulantes para estadgios mais
diferenciados pelo aumento da expressédo do marcador de senescéncia CD57, associada
com limitada capacidade proliferativa, por exemplo, pela perda da expressdo de
moléculas coestimuladoras, como o0 CD28% 16, sdo frequentemente correlacionados com
a reduzida resposta imune a vacinagéo contra o virus Influenza em individuos idosos?'’.

Neste sentido, tem sido observado que linfocitos TCD4+ e, principalmente, TCD8+
com perda da expressdo do CD28 apresentam ndo apenas expressiva reducédo dos

teldbmeros e da sua capacidade proliferativa induzida por antigeno, bem como aumento



da producéo de moléculas pré-inflamatérias®®. Particularmente em idosos, a presenca de
linfécitos TCD8+CD28- se mostrou associada a diminuicdo da resposta imune contra
patégenos e a vacinacgdo, além do aumento da mortalidade desta populacédo®®.

Por mais interessante que estas informacdes sejam, vale também destacar que
em conjunto com a regulacao negativa da molécula CD28, os linfocitos TCD4+ e TCD8+
apresentam a expressdo do CD57, um marcador de diferenciacéo terminal'®. Segundo a
literatura, linfécitos TCD8+CD28+CD57- repetidamente ativados por antigenos, podem
inicialmente reduzir a expressdao do CD28, tornando-se entdo linfécitos TCD4+ e
TCD8+CD28-CD57- e, logo em seguida, expressar o CD57, adquirindo assim o fen6tipo
de células terminalmente diferenciado, sendo consideradas células senescentes?°.

Além destas informacdes, € importante salientar que quando ocorre a ativacdo da
célula T “naive”, dependendo das citocinas que estdo presentes no momento da sua
ativacao, estas células irdo adquirir um perfil de ativacdo conhecido como “helper”,
podendo ser do tipo 1 (Thl), 2 (Th2), 17 (Th17) ou ainda um perfil regulador (Treg)?2.
Além destes perfis de ativacdo, outro aspecto observado durante o envelhecimento € o
aumento do numero de linfocitos T de perfil regulador (CD4+CD25+FoxP3+), na
periferia??.

Assim como os linfocitos T, o repertério de linfécitos B na periferia parece estar
restrito a células de memodria, com numero reduzido de células “naive”, além da
expansdo clonal restrita e resposta diminuida ao processo de apoptose?®. As mudancas
observadas nos linfécitos B também estdo associadas ao prejuizo da imunidade de
mucosa em individuos idosos, pois, uma eficiente protecdo da mucosa contra a invasao
de patdgenos é garantida pela imunoglobulina A secretora (IgAs)?* e com a reducgéo da
capacidade de resposta por esses linfocitos, a producdo desse tipo de anticorpo em
idosos diminui, favorecendo o aumento da susceptibilidade a infec¢des, como pelo virus
Influenza®. Com relacdo a resposta de anticorpos neutralizantes (IgM e IgG) presentes
no soro produzidos ap0s a vacinagdo contra o virus Influenza, individuos idosos
apresentam uma evidente reducao, pois, além da diminuida producéo, estes anticorpos
apresentam meia-vida mais curta e baixa afinidade aos antigenos®. Assim, a prevaléncia
de infeccbes nas vias aéreas superiores tende a aumentar com a idade e uma das

explicacbes para esta constatacdo deriva do fato de que muitos idosos por nédo



desenvolverem evidentes titulos de anticorpos apds a imunizagcdo, como, por exemplo,
contra a vacina da gripe, tornam-se mais vulnerareis a infeccdes pelo virus Influenza?>
26.

Outro aspecto importante evidenciado em estudos que envolvem a resposta
imune/inflamatéria em idosos diz respeito ao fato do aumento dos niveis de citocinas pro-
inflamatérias pode responder pela maior parte das alteragcbes da resposta imune
decorrentes do envelhecimento. Neste sentido, tem sido demonstrado que durante o
envelhecimento, em conjunto com a imunossenescéncia, também pode ser evidenciada
a ocorréncia de um fenémeno chamado de “inflammaging”, que segundo Franceschi e
colaboradores se traduz em uma inflamacédo cronica, sistémica, estéril de baixo grau
associada ao envelhecimento?’, sendo que essa “desregulagdo” da inflamagéo prejudica
as respostas imunes a patégenos e vacinas®* 28,

Dentre os fatores que podem associar-se ao desenvolvimento do “inflammaging”,
tem sido proposto que a elevacdo das concentracbes sistémicas de citocinas pro-
inflamatorias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a interleucina (IL)-6, pode
ser decorrente da reativacéo da infeccéo pelo citomegalovirus (CMV), um herpes virus,
0 que favorece o desencadeamento da imunossenescéncia, pelo fato deste poder ser
outro fator desencadeante do “inflammaging”. Neste sentido, foi observado que a
presenca deste virus estd associada a mortalidade prematura e € um componente do
fendétipo de risco imunoldgico para predicdo da longevidade das pessoas idosas?® 3. O
CMV esta ligado ao seu hospedeiro, também, através do sistema imune, pois 0 virus
utiliza células mieldides como seu principal reservatério e utiliza a resposta inflamatoria
do hospedeiro para perpetuar seu ciclo de vida, além de evitar sua eliminacdo. Vale
ressaltar que citocinas pro-inflamatoérias podem atuar reativando o virus do seu estado
de laténcia para uma situacdo de ativa replicacao viral. Assim, os repetidos ciclos de
reativacdo assintomatica e replicacdo do CMV amplificam o estado pro-inflamatorio
sistémico dos individuos3®!, em especial nos idosos. Em relacdo, especificamente as
doencas respiratérias e a infeccdo por CMV, o estudo de Johnstone et al.®?, mostrou que
os idosos, residentes em casas de repouso, com elevado nimero de células TCD4+
reativas a CMV apresentaram maior risco de desenvolver doenga respiratoria viral. Ainda

sobre este trabalho, vale destacar que dentre os 1072 idosos que participaram deste



estudo, com idade média de 86 anos, a positividade para virus respiratérios foi de:
influenza (24%), RSV (14%), coronavirus (32%), rinovirus (17%), metapneumovirus
humano (9%) e parainfluenza (5%).

Em se tratando de prevencéao a infeccdes respiratorias, € amplamente aceito que
as vacinas constituem uma medida efetiva na prevencdo de algumas doencgas,
particularmente respiratérias, tendo como intuito o desenvolvimento de uma protecao
imunologica de longo prazo. Para isso, € fundamental que a pessoa vacinada apresente
uma eficiente resposta imunolégica com producao de anticorpos e formacdo da memoaria
imunolégica. Mundialmente sdo desenvolvidos diversos programas de vacinacdo em
massa baseado no conceito de que a prevencao é mais eficaz e menos onerosa do que
o tratamento de uma doenca estabelecida, tanto para o individuo como para a sociedade.
Deste modo, a intencdo é diminuir ou erradicar varias doencas associadas com
significante mortalidade e morbidade®.

No caso da vacinacdo para o virus Influenza, esta tem se mostrado de grande
valia para sua prevencao e suas complicacdes, tendo sido demonstrado que quando a
composicdo da vacina coincide com a cepa de virus circulante, sua eficacia em adultos
saudaveis é de 70 a 90%, porém cai para 30 a 50% em individuos com mais de 60 anos3*
34 pelas alteragdes que o sistema imune destes individuos sofre. Assim, a vacinagdo em
criancas pequenas, que estdo desenvolvendo seu repertorio imunolégico, em
imunocomprometidos e nos idosos, pela queda da competéncia imunoldgica que estes
grupos apresentam muitas vezes € menos eficaz e apresentam-se como grande desafio
para a manutencdo da saude®.

Ao se referir ao CMV, deve-se notar que as citocinas pro-inflamatorias podem
desencadear a reativacdo do virus de um estado latente para replicacdo viral ativa.
Assim, ciclos repetidos de reativacao e replicacdo podem ndo somente amplificar um
estado pro-inflamatorio sistémico como também favorecer a detecgéo de niveis de DNA
deste virus em amostras sanguineas, especialmente em idosos. De forma interessante,
foi demonstrado que os titulos de anticorpos contra CMV se correlacionam positivamente
com citocinas pro-inflamatorias sistémicas e inversamente com respostas de anticorpos

pés-vacinacdo para o virus Influenza, particularmente em idosos3® %6,



Outra marcante caracteristica diz respeito ao fato da prevaléncia de infeccao pelo
CMV aumentar a medida que as pessoas envelhecem, passando de 30% em criancas
para mais de 90% em individuos com 80 anos ou mais. Embora tanto a infeccao primaria
guanto a reativacdo do CMV, em geral, ndo causem problemas em pessoas saudaveis,
guando issoO ocorre em pessoas com sistema imunolégico comprometido ou imaturo,
verifica-se a manifestacéo de significativos problemas®’.

Além desta breve descricdo sobre a reposta imune ao virus Influenza com
destaque aos aspectos relacionados ao envelhecimento, vale salientar que
recentemente nosso grupo mostrou que o “status” soroldgico para CMV em idosos se
traduz como um fator determinante na resposta a vacinagdo para o virus Influenza em
idosos®® Assim, fica evidente que a ampliagdo do conhecimento das respostas
imunes/inflamatdrias em jovens-adultos e idosos vacinados contra a gripe é essencial
para podermos avancar no entendimento de como gerar uma eficiente protecdo a

infeccdo pelos virus Influenza.

2. OBJETIVO GERAL

Avaliar o impacto da soropositividade para o citomegalovirus (CMV) sobre a
resposta sistémica de anticorpos em individuos jovens-adultos e idosos vacinados contra

o virus Influenza.

2.1. Objetivos Especificos

Propbs-se avaliar antes e ap6s a vacinacao:
- A soroconversao para a vacinagao através da quantificacéo de IgA, IgM e IgG;
- Os titulos de anticorpos neutralizantes para o virus Influenza (H1N1)

- A quantificacdo dos niveis séricos de IgG especificos para CMV;

3. MATERIAIS E METODOS

O presente estudo configura-se do tipo prospectivo longitudinal, com dois tempos

(pré-po6s) e analise cega de desfechos. Vale ressaltar que os dados utilizados no



presente estudo foram obtidos em dois momentos distintos: até 24 horas antes e 30 dias
apos a vacinagao para o virus Influenza.

Este estudo foi aprovado pelo Comités de Etica e Pesquisa da Universidade Santo
Amaro sob numero 6.523.745. Todos os participantes receberam todas as informacdes
acerca do estudo e aqueles que atenderam aos quesitos de recrutamento e que
concordaram em participar foram orientados a assinar o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (TCLE). Também €& importante salientar que todos os experimentos

realizados estavam de acordo com a Declaracdo de Helsinque.

3.1. Populacéo do estudo

Foram convidados a participar deste estudo, por adesao voluntéaria, 145 individuos
jovens-adultos e idosos, de ambos 0s sexos, imunizados contra o virus Influenza e que
apresentem soropositividade para infeccdo pelo CMV. Para poder responder aos
objetivos deste estudo, foi proposto separar os voluntarios em dois grupos: soropositivos
jovens-adultos (GJA, n=40) e soropositivos idosos (GID, n=55) para infec¢ao pelo CMV.
O numero da amostra preconizada para o estudo foi determinado através do calculo
amostral utilizando o programa G*Power, considerando as informacdes obtidas
anteriormente por nosso grupo em termos da resposta de anticorpos especificos (IgG)
para vacina da gripe em idosos soropositivos para CMV®. O célculo mostrou a
necessidade de 40 voluntarios para grupo o grupo jovem-adulto (desvio do valor médio
em funcado do nivel de confianca de 90%; margem de erro maximo admissivel = 10%; e
poder de amostra de 0,95). Assim, dentre os voluntarios que inicialmente aceitaram
participar voluntariamente da pesquisa, ou seja, 93 idosos e 52 jovens-adultos, neste
estudo foi possivel contar com a participacdo efetiva de 67 individuos para o grupo de
individuos idosos e 42 individuos para o grupo de individuos jovens-adultos, o que esta
de acordo com o “n” preconizado para cada grupo pelo calculo amostral.

Os voluntarios de ambos os grupos foram submetidos a mesma vacina
disponibilizada na Campanha Nacional de Vacinacéo para Gripe em 2022. Vale destacar
gue todos os participantes idosos foram recrutados e selecionados junto a Disciplina de

Geriatria e Gerontologia da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP), com auxilio



do médico geriatra e colaborador do estudo, e que a média de idade deste grupo foi de
71,22+11,11 anos.

Ja os participantes do grupo jovem-adulto foram selecionados e recrutados junto
ao Comando da 22 Regiao Militar do Exército Brasileiro e a média de idade deste grupo
foi de 31,13+9,33 anos.

Vale ressaltar que os idosos recrutados junto a Disciplina de Geriatria e
Gerontologia da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP) e os jovens-adultos
recrutados junto ao Comando da 22 Regido Militar do Exército Brasileiro eram individuos

fisicamente ativos, conforme autorrelato.

3.2. Critérios de incluséo

Como critério de inclusédo tivemos: ter idade entre 18 e 39 anos (grupo jovem-
adulto) e entre 60 e 85 anos de idade (grupo idoso) no momento do recrutamento; néo
apresentar sintomas que indicam estar infectado pelos virus SARS-CoV-2 e/ou Influenza
no momento da coleta; ndo ser soropositivo para o HIV, ndo ter doencas neurologicas

ou cancer; ter sido vacinado para o virus Influenza; concordar em participar da pesquisa.

3.3. Critérios de Excluséo
Como critérios de excluséo tivemos: estar submetido a corticoterapia ou fazer uso
de qualquer outro medicamento anti-inflamatorio ndo-esteréide ha, pelo menos, um més

anterior a coleta; ou ainda ndo comparecer a alguma fase do estudo.

3.4. Coleta dos materiais biolégicos

As amostras de sangue periférico foram coletadas em dois momentos distintos:
até 24 antes e 30 dias depois da vacinacado para o virus Influenza.

Essas amostras foram coletadas em tubos apropriados para obtencdo de
aliquotas de soro e/ou plasma (minimo de 500uL) a partir da coagulacdo ou nédo do
sangue no proprio tubo de coleta e apds centrifugacdo a 2500rpm por 10 minutos a 4°C,
sendo as mesmas posteriormente congeladas a -80°C para posterior analises

preconizadas no estudo e descritas a seguir.



3.5. Determinacao da soropositividade para CMV

A soropositividade para CMV foi avaliada por meio da anlise dos niveis
plasmaticos especificos de IgG para CMV, utilizando kits de teste ELISA comerciais
(BioClin, MG, Brasil), segundo as orientacbes e recomendacfes do fabricante. A
soropositividade para CMV dos voluntérios foi definida como uma concentragéo de 1gG

21,32 IU/mL, respectivamente, conforme a informacao do fabricante.

3.6. Determinacéao de IgA, IgM e IgG especificas para o virus Influenza

A concentracdo sérica dos anticorpos especificos (IgA, IgM e IgG) para a vacina
contra o virus da Influenza foi avaliada por meio de um teste ELISA "in house", seguindo
o protocolo previamente descrito por nosso grupo em Bachi et al.*®. Resumidamente, em
todos as reacfes, os soros foram diluidos em PBS + 0,1% Tween (PBS-T) contendo
0,25% de BSA (PBS-T-BSA), sendo utilizada a diluicdo 1:4000 nas avaliagOes de IgA e
IgM, e 1:10.000 na avaliacdo de IgG. Os anticorpos secundarios (anti-humanos
conjugados a peroxidase) IgA, IgM e IgG (Sigma, St. Louis, MO, EUA) foram diluidos em
1:5000 em PBS-T-BSA para as avaliacdes de de IgA e IgM, e 1:10.000 para a avaliacao
de 1gG. A absorbancia foi lida em 450nm em um leitor de microplacas (Multiskan Sky
Microplate Spectrophotometer, ThermoFisher, Waltham, MA, EUA).

3.7. Ensaio de Inibicdo da Hemaglutinacédo (HIA)

O ensaio HIA foi realizado seguindo o protocolo previamente descrito por n0sso
grupo em Monteiro et al.3®. Resumidamente, o procedimento teve inicio a partir da
preparacdao de uma solucéo contendo o virus Influenza A (H1N1), que foi obtido apds o
seu cultivado em células MDCK e criopreservacao a -80°C. A concentracdo do virus foi
ajustada para 4 HAU (unidades hemoaglutinadoras) em 50uL de PBS. O teste consistiu
em diluir os soros, de forma seriada, até o valor maximo de 1:2048 e adicionar a solu¢ao
do virus, previamente diluido, a cada po¢o da microplaca com 96 pocos, exceto nos
controles. Apés a incubagéo de 30 minutos, a mistura (soro e virus) foi adicionada uma
solucéo de hemacias (hemacias e PBS), e apds 30 minutos a aglutinacéo foi observada
a olho nu, onde inclina-se a placa e observando a presenca (positivo) ou auséncia

(negativo) da inibicdo da hemaglutinagao (“lagrima” escorrendo). Vale informar que os
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resultados deste teste, ou seja, os titulos de HIA correspondem ao valor do Gltimo ponto
da diluicéo sérica sem aglutinacao.

3.8. Analise estatistica

Os dados continuos e semicontinuos foram inicialmente comparados com a curva
de Gauss e determinado a normalidade para cada através do teste de Kolmogorov-
Smirnov. A homogeneidade da variancia foi verificada pelo teste de Levene.

Pelo fato de que todos os dados possuiram comportamento ndo paramétrico,
estes foram representados por mediana e quartis, e as comparacdes Intragrupo e
Intergrupo foram realizadas através Teste de Wilcoxon e Kruskall-Walis com pds-teste
de Mdller-Dunn.

Utilizando o teste de Spearman foi avaliada a correlagcdo entre as variaveis
estudadas.

Para todas as analises foi considerado o risco a < 0,05 (p< 0,05).

4. RESULTADOS

A Figura 1 apresenta os resultados obtidos na avaliagdo da concentragdo seérica
dos anticorpos IgG (Figura 1A), IgM (Figura 1B) e IgA (Figura 1C), nos momentos pré- e
pos-vacinacao contra o virus Influenza, no grupo jovem-adulto. Foi possivel evidenciar
um aumento significativo dos niveis de IgG (p=<0,0001) e IgA (p=0,0253) no momento
pés-vacinacao quando comparados aos valores obtidos no momento pré-vacinacao.
Além disso, também foi possivel obter dados acerca da imunogenicidade a vacinacao
nos voluntarios deste grupo. Neste sentido, enquanto a imunogenicidade para IgG foi de
78.37% (Figura 1D), para IgM foi 62,16% (Figura 1E) e para IgA foi 67,57% (Figura 1F).
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Figura 1. Concentracdo sérica dos anticorpos IgG (A), IgM (B) e IgA (C) especificos aos
antigenos presentes na vacina contra o virus Influenza no grupo de voluntarios jovem-adultos,
nos momentos pré (V1) e pos (V2) vacinagéo. Além disso, também séo apresentados os dados
referentes a imunogenicidade obtida para IgG (D), IgM (E) e IgA (F). *p<0,05; ***p<0,0001.

Na Figura 2 sdo apresentados os resultados referentes as analises das
concentracdes séricas dos anticorpos IgG (Figura 2A), IgM (Figura 2B) e IgA (Figura 2C),
nos momentos pré- e pos-vacinacdo contra o virus Influenza no grupo de voluntarios
idosos. Interessantemente, enquanto ndo houve diferenca nos niveis de IgG, pode-se
verificar maiores niveis tanto da IgM (p=<0,0001) quanto da IgA (p=0,0044) no momento
pos-vacinacdo do que os valores no momento pré-vacinacao. Além disso, na avaliacao
da imunogenicidade a vacinacdo nos voluntarios deste grupo, obteve-se um valor de
46,27% para IgG (Figura 2D), 85,07% para IgM (Figura 2E) e 64,15% para IgA (Figura
2F).
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Figura 2. Concentracdo sérica dos anticorpos IgG (A), IgM (B) e IgA (C) especificos aos

antigenos presentes na vacina contra o virus Influenza no grupo de voluntarios idosos, nos
momentos pré (V1) e pés (V2) vacinacdo. Além disso, também sédo apresentados os dados
referentes a imunogenicidade obtida para IgG (D), IgM (E) e IgA (F). *p<0,05; **p<0,001.

A Figura 3 apresenta os resultados obtidos na avaliacdo da concentracdo sérica

dos anticorpos do isotipo IgG para CMV nos momentos pré- e pds-vacinacao nos grupos

de voluntéarios jovem-adultos (Figura 3A) quanto idosos (Figura 3B). Pode-se verificar

gue somente no grupo de idosos houve aumento significativo dos niveis deste anticorpo

no momento pos-vacinacdo quando comparados com os valores pré-vacinacao (p=

0,0113, Figura 3B).
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Figura 3. Concentracao sérica dos anticorpos do isotipo IgG para CMV no grupo de voluntarios
jovem-adultos (A) e idosos (B), nos momentos pré (V1) e pos (V2) vacinagao. *p<0,05.

Na Figura 4 sdo apresentados os dados obtidos na avaliacdo intergrupos. Pode-
se evidenciar que no momento pré-vacinacado os niveis séricos de IgM (Figura 4A) no
grupo jovem-adulto mostraram-se maiores do que os valores observados no grupo idoso
(p=0,0007), enquanto no momento pés-vacina¢ado o grupo idoso mostrou maiores niveis
deste tipo de anticorpo do que o grupo jovem-adulto (p= <0,0001). Ja na andlise dos
niveis circulantes de IgG (Figura 4B), o grupo jovem-adulto mostrou-se aumento
significativo de seus niveis no momento pds-vacinacédo quando comparados aos valores
encontrados no grupo de voluntérios idosos (p= <0,0001). Com relacéo a concentracao
sérica de IgA, pode-se verificar que 0s niveis obtidos tanto no momento pré- quanto pos-
vacinacdo no grupo idoso foram maiores do que no grupo jovem-adulto (p= <0,0001 e
p= 0,0017, respectivamente). De maneira similar aos achados para IgA, maiores
concentracfes séricas de IgG para CMV foram também encontradas no grupo idoso,
tanto no momento pré- quanto pds-vacinag¢do, em comparacao aos valores observados

no grupo jovem-adulto (p= 0,0108 e p= 0,0009, respectivamente).
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Figura 4. Comparagéo das concentra¢des séricas dos anticorpos IgM (A), IgG (B) e IgA (C)
especificos aos antigenos presentes na vacina contra o virus Influenza, bem como de IgG para
CMV (D) nos grupos de voluntarios jovem-adultos e idosos, nos momentos pré (V1) e pés (V2)
vacinacao. *p<0,05; **p<0,001; ***p<0,0001; ****p<0,00001.

Além das avaliacGes acima apresentadas, também analisamos a capacidade dos
anticorpos especificos, particularmente do tipo IgG, em neutralizar o virus Influenza
H1N1 através do ensaio de inibicdo da hemaglutinacao (HIA). Como mostrado na Figura
5, de maneira geral, ambos os grupos de voluntarios participantes do estudo
apresentaram aumento dos titulos de anticorpos neutralizantes. Contudo, mais
especificamente, pdde-se evidenciar que o grupo jovem-adulto teve um aumento mais
significativo dos titulos desses anticorpos (p= 0,0023) do que o grupo idoso (p= 0,0137),
guando se compara os valores obtidos no momento pés-vacinacdo aos valores pré-

vacinacgao.
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Figura 5. Comparacao dos titulos de anticorpos neutralizantes nos grupos de voluntarios jovem-
adultos e idosos, nos momentos pré (V1) e pos (V2) vacinagao. *p<0,05; **p<0,001; ***p<0,0001;
****pn<0,00001.

Além dos resultados previamente mencionados, na Tabela 1 sdo apresentados 0s
dados obtidos na andlise do coeficiente de correlagdo de Spearman em cada grupo

participante do estudo nos dois momentos avaliados.

Os dados apresentados na Tabela 1 particularmente relacionados ao grupo de
individuos idosos responsivos, foi possivel observar significativas correlacées positivas
entre 0s niveis circulantes de IgG-CMV-V2, IgG-V2 e IgG-CMV-vl. De forma
interessante, no grupo de jovens adultos responsivos, além da manutencdo das
significativas correlacdes positivas entre 0s niveis sistémicos de IgG para CMV nos
momentos pré e pds vacinagao, outras significativas correlagdes positivas entre os niveis
sistémicos de IgG para CMV — V2 e IgG, IgA e IgM foram encontradas. Além destas,
significativas correlagdes também positivas foram encontradas nos subgrupos nao
responsivos dos grupos de jovens adultos e idosos na correlacao IgG para CMV e nos

momentos pré e pos vacinacao.
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Tabela 1. Andlise do coeficiente de correlacdo de Spearman entre os niveis circulantes dos
anticorpos IgA, IgM e IgG especificos para os antigenos da vacina contra o virus Influenza, IgG
para CMV e HIA nos momentos pré- (V1) e pés- (V2) vacinacéo para o virus Influenza nos grupos
de individuos jovens-adultos e idosos.

Grupo Jovem-Adulto

Parametros Pré-vacinacao (V1) Parametros Pds-vacinacéao (V2)
Valor de rho Valor de p Valor de rho Valor de p

HIA X IgG - 0,361 0,027 IgG X IgA 0,407 0,012

HIA X IgA -0,332 0,044 IgM X 1IgG-CMV 0,353 0,032

Grupo Idosos

Parametros Pré-vacinacao (V1) Parametros Pds-vacinacgao (V2)
Valor de rho Valor de p Valor de rho Valor de p

IgG X IgM 0,272 0,029 IgA X IgG - 0,293 0,018

5. Discussao

Conforme previamente apresentado, no presente estudo objetivamos investigar o
impacto da soropositividade para CMV na resposta sistémica de anticorpos de individuos
jovens-adultos e idosos vacinados para o virus Influenza. No geral, nossos resultados
mostraram aumento significativo nos niveis séricos de 1gG e IgA, bem como nos titulos
de anticorpos neutralizantes pdés-vacinagdo no grupo jovem-adulto, com uma
imunogenicidade de 78.37%, 62,16% e 67,57% para IgG, IgM e IgA, respectivamente.
Ja, com relacdo ao grupo idoso, embora os niveis de IgG ndo tenham se alterado,
maiores niveis séricos de IgM e IgA, bem como de anticorpos neutralizantes foram
encontrados pdés-vacinagdo, além de uma imunogenicidade foi de 46,27%, 85,07% e
64,15% para IgG, IgM e IgA, respectivamente. Vale ainda ressaltar que os niveis de
anticorpos IgG especificos para CMV mostraram-se significativamente aumentados
apenas no grupo de voluntérios idosos pés-vacinacdo. Além destes achados, nao
somente as comparagcfes intergrupos mostraram interessantes e significativas
diferencas nos niveis séricos de IgM, IgG e IgA entre os grupos de voluntarios tanto antes

guanto apO0s a vacinacdo, como também a avaliagdo das correlacbes mostraram
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significativas associagdes positivas e negativas entre os parametros avaliados neste

estudo em ambos os grupos de voluntérios.

Em se tratando de vacinacdo, € de amplo conhecimento que vacinas, por
exemplo, contra a gripe, reduzem substancialmente a probabilidade de infec¢do por
Influenza e seus efeitos adversos na salde da populacdo em geral*®. No entanto,
diversos estudos indicam que as respostas a vacinagcdo contra a gripe sao
frequentemente menos robustas em individuos mais velhos em comparacdo com seus
homologos mais jovens, resultando em respostas de anticorpos mais atenuadas, taxas
de soroconversdo inferiores e eficacia reduzida. De fato, estes dados corroboram nossos
achados, uma vez que foi possivel verificar que o grupo jovem-adulto mostrou maiores
niveis séricos de IgG pdés-vacinacdo, ndo somente quando comparados aos valores
observados no momento pré-vacinagcao, mas também aos valores encontrados no grupo
idoso no mesmo momento, bem como o maior aumento dos titulos de anticorpos

neutralizantes foi visto nos individuos jovens-adultos.

De acordo com a literatura, dentre todos os isotipos de imunoglobulinas humanas,
a lgA, IgM e IgG tem os papéis mais importantes na imunidade contra os virus influenza.
Particularmente em aspectos sistémicos, a IgG constitui aproximadamente 75% do
anticorpo encontrado no soro, sendo a maioria da IgG direcionada ao virus Influenza do
subtipo 1gG1, que ndo somente tem uma meia-vida sérica longa (~21 dias), como
também interage fortemente com os receptores Fc (FCR), o que torna este subtipo
altamente eficaz na inibi¢cdo direta do virus, bem como nas fun¢Bes efetoras mediadas
pelo FcR%L. Diante disso, fica evidente que o aumento dos niveis de IgG pés-vacinacéo
pode levar a uma proeminente melhora da protecao, preferencialmente sistémica, contra
o virus Influenza. Assim, tomando por base estas informacdes, podemos sugerir que,
enquanto o grupo idoso aparentemente ndo teve a uma resposta favoravel, o grupo
jovem-adulto foi capaz de ativar eficazmente a resposta imune frente ao desafio da
vacinacgao, devido ndo somente ao aumento dos niveis circulantes de 1gG especificos a
vacinagao para gripe, como também a imunogenicidade de 78.37% para este anticorpo,

que esteve dentro dos niveis esperados para esta populacdo saudavel*?.
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Embora seja esperado que pds-vacinacao para o virus Influenza ocorra aumento
dos niveis circulantes de 1gG para garantir/faumentar a prote¢do contra a infecgédo por
este virus*!, segundo a literatura, a repetida imunizacdo sazonal/anual para a gripe
aparentemente pode influenciar negativamente na resposta imune da populacéo,
particularmente a idosa, e, com isso, a desejada elevacdo dos niveis séricos de IgG
especificos para esta vacinacdo pode ndo ser evidenciada3® 43 Essas informacdes
corroboram nossos achados, visto que nenhuma significativa alteracéo nos niveis séricos
de IgG especificos a vacina para Influenza foi evidenciada no grupo idoso 30 dias apés
a vacinacao para gripe. Além disso, vale enfatizar que o valor da imunogenicidade a
vacinacao para IgG encontrada neste grupo (46,27%) esteve dentro do esperado, pois €
amplamente aceito na literatura que este parametro de avaliacdo da resposta vacinal é
significativamente influenciado de forma negativa pela idade, uma vez que individuos
com idade entre 50 e 54 anos apresentam imunogenicidade de cerca de 50-55% contra
apenas 30-49% em idosos com idade acima de 65 anos** 4°,

Apesar da avaliacdo dos niveis circulantes de IgG se destacar no contexto da
resposta vacinal, vale mencionar que, além disso, a avaliar da eficacia da vacinacao
também pode concentrar-se na analise da resposta sérica de anticorpos especificos do
isotipo IgM a vacina administrada*®. Partindo deste pressuposto, o aumento significativo
dos niveis séricos de IgM no grupo de voluntarios idosos nos permite sugerir que a
vacinacao para o virus Influenza também teve um impacto positivo em ativar a resposta
imune nestes individuos. Corroborando esta proposi¢cdo, a imunogenicidade de 85,07%
para IgM encontrada neste grupo alinha-se ao marcante aumento nos niveis séricos
desse tipo de anticorpo no grupo idoso. Vale ainda destacar que a significativa correlacéo
positiva observada entre os niveis séricos de IgM e IgG no momento pré-vacinag¢ao no
grupo idoso reforca a literatura que indica intima relagcdo entre a producdo destes

anticorpos em reposta a vacinacéao, inclusive na populagéo idosa*’.

De acordo com a literatura, um dos efeitos negativos da imunossenescéncia é a
reducdo da capacidade de ativar a resposta imune a novos antigenos, sejam oriundos
de desafios naturais ou vacinais. Interessantemente, em contraste a esta marcante

reducdo da geragcdo de respostas imunes a novos desafios antigénicos, tem sido
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documentado a manutencgéo do repertério imune ja formado®. Vale enfatizar que, pelo
fato da producdo de IgM estar intimamente associada a conhecida resposta imune
primaria, 0 aumento dos niveis séricos deste isotipo de anticorpo revela que a presenca
de novos antigenos foi capaz de ativar a resposta imune, inclusive no contexto de
resposta ao virus Influenza. Mesmo que a IgM corresponda a apenas 10% do total de
anticorpos séricos e tenham geralmente menor afinidade que os anticorpos do isotipo
IgG, este tipo de anticorpo, por formarem estruturas pentameéricas, apresentam evidente
maior avidez quando comparado aos demais tipos de anticorpos*!. Assim, o aumento
dos niveis circulantes de IgM no grupo idoso nos permite sugerir que os efeitos negativos
da imunossenescéncia ainda ndo impactaram de forma marcante na capacidade de
responder a novos desafios antigénicos por estes individuos, o que ja foi inclusive

observado em estudos anteriores de nosso grupo3% 36.39,

Além destes achados, um outro interessante dado observado neste estudo diz
respeito a diferenca significativa nos niveis séricos de IgM especificos a vacina para o
virus Influenza entre os grupos de voluntarios. A este respeito, foi possivel evidenciar
gue o aumento dos niveis deste anticorpo observado pds-vacinagdo no grupo idoso
também se mostrou maior aos valores encontrados no grupo jovem-adulto no mesmo
momento, ja, em contraste, 0s niveis séricos de IgM verificados no grupo jovem-adulto
pré-vacinacdo foram maiores do que os valores evidenciados no grupo idoso no mesmo
momento. Embora nenhum dos voluntarios tenham relatado ter sido infectado ou terem
manifestado algum sintoma relacionado a gripe ou doenca respiratria previamente a
vacinacao, a deteccao de IgM em certos individuos jovens-adultos pré-vacinacdo pode
supostamente indicar que estes tenham tido contato com o virus Influenza, mas néo
manifestaram nenhum sintoma referente a esta infeccdo. Nao obstante, a ativacdo da
resposta imune frente a esta suposta infeccéo prévia ao virus pode subsequentemente
ter auxiliado no aumento dos niveis séricos de IgG observado neste no momento pos-

vacinacao.

Neste sentido, vale mencionar que alguns estudos apontaram para o fato de que
adultos mais velhos vacinados podem manifestar menores niveis circulantes de IgG e

IgA do que individuos de outras faixas etarias, pois atingem o pico de anticorpos de forma
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mais tardia, além de manterem esses niveis por um periodo mais breve em comparagao
com os adultos jovens. Embora estas informacdes possam ser aplicadas particularmente
a resposta de anticorpos do isotipo IgG em nossos voluntarios idosos, ou seja,
possivelmente uma elevacédo dos seus niveis poderia ter ocorrido em um periodo maior
do que 30 dias ap0s a vacinagao, inclusive em decorréncia do “switch” de classe de IgM
para IgG, uma caracteristica classica da resposta imune humoral, a resposta do isotipo
IgA ndo mostrou a mesma tendéncia, pois houve aumento significativo de seus niveis

circulantes em ambos os grupos de voluntarios pos-vacinacdo para gripe.

Em se tratando de IgA, este tipo de anticorpo corresponde a cerca de 15% do total
de anticorpos séricos e sdo conhecidos dois principais subtipos (IgAl e IgA2). De acordo
com a literatura, enquanto a IgAl é responsavel pela principalmente fracdo monomérica
de IgA no soro e também é secretada como um dimero nas superficies mucosas do trato
respiratério superior, a IgA2 € encontrada principalmente na forma dimérica nas
superficies mucosas do trato gastrointestinal. Interessantemente, fracdes triméricas e
tetraméricas de IgA especifica para o virus Influenza também foram detectadas em
superficies das mucosas. Outro fato marcante sobre a IgA diz respeito ao fato de que o
maior numero de locais de glicosilacdo neste anticorpo do que nos demais isotipos de
anticorpos pode aumentar a afinidade da IgA pela hemaglutinina (HA) presente no
envelope do virus Influenza, através de interacfes entre HA e &cido sialico, bem como a
IgA também pode ligar-se ao FcR presente nas células mieloides. Dentre outros
aspectos, vale salientar que o trato respiratério superior € principalmente protegido pela
IgA, enquanto IgG é o principal isotipo de anticorpo no trato respiratério inferior°.

E muito importante esclarecer que, de acordo com a literatura, a producéo de IgA
circulante e na mucosa € diferente, pois 0s componentes imunes presentes nas mucosas
garantem a oportunidade de producdo da IgA, neste caso chamada de secretora, de
forma mais rdpida que a imunidade sistémica. Além disso, embora seja consenso que
uma menor quantidade de IgA sistémica possa ser alocada nas mucosas*®, o aumento
dos niveis circulantes de IgA supostamente podem aumentar a prote¢do das mucosas*®
50 primordialmente das vias aéreas contra infec¢des, particularmente virais, como o virus

Influenza. Tomando por base nossos achados, o aumento dos niveis séricos de IgA em
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ambos os grupos de voluntarios, em conjunto com a similar imunogenicidade observada
nestes grupos (67,57% para o grupo jovem-adulto e 64,15% para o grupo idoso), pode
ter supostamente impactado na melhoria das defesas imunes de mucosas, bem como o
maior nivel sistémico deste isotipo de anticorpo no grupo idoso, evidenciado tanto antes
guanto depois da vacinacéo para gripe, nos permite sugerir que a repetida exposi¢céo ao
virus, ou, N0 NOSSO caso a vacina, pode atuar na manutenc¢do do estimulo necessario
para que células B de memoria mantenham a secrecédo deste tipo de anticorpo ao longo

do tempo®?.

Além destas importantes consideragfes, o contraste de resultados evidenciados
na analise de correlagbes entre os grupos de voluntarios em termos dos niveis
circulantes de IgA e IgG especificos para vacina da gripe nos chama a atencéo, uma vez
gue, no momento pés-vacinacao, o grupo jovem-adulto apresentou correlagdo positiva

entre os niveis destes anticorpos, enquanto o grupo idoso mostrou correlacao negativa.

De acordo com a literatura, 0 aumento concomitante, com correlacdo positiva,
entre 0s niveis sistémicos de IgA e IgG no contexto da reposta a vacinagcao para gripe
tem sido documentado, e sugere-se que isso traz ndo somente maior prote¢do, mas
também leva a desfechos mais favoraveis frente a infeccéo pelo virus Influenza®? 3,
Além destes dados, vale destacar que, segundo a literatura, em situacfes em que uma
deficiéncia na producéo de IgA foi verificada, houve um significativo desequilibrio das
concentracdes séricas da subclasse de IgG caracterizada por concentracdes subnormais
de 1gG2 e/ou IgG4 e concentracdes elevadas de IgG1l e IgG3>. Embora ndo seja
possivel afirmar que os voluntarios idosos participantes deste estudo tenham alguma
deficiéncia na producédo de IgA, o que a correlacdo negativa encontrada nos revela que
os individuos com menor resposta especifica de IgA teve os maiores niveis séricos de
IgG, e vice-versa. Assim, supostamente aqueles com maior protecdo sistémica devido
aos maiores niveis de IgG poderiam ter um prejuizo da resposta de mucosa, enquanto
aqueles com melhor resposta de mucosa devido aos maiores niveis de IgA poderiam ter
menor reposta sistémica. Vale esclarecer que todas estas suposi¢cdes estao relacionadas

especificamente atreladas a estes achados, e, com isso, podemos ainda sugerir que o
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grupo jovem-adulto teve melhor resposta a vacinacdo do que o grupo idoso, pois a
associacao positiva destes anticorpos garantiria ampla protecdo deste individuo.

Em termos de resposta de anticorpos, além da avaliacdo da concentracao total
dessas moléculas, a analise dos niveis de anticorpos neutralizantes também se mostra
importante, pois sdo estes que garantem melhor protecdo imunoldgica ao apresentarem
nao apenas alta afinidade, mas também marcante avidez ao especifico antigeno que
induziu sua producédo, garantindo com isso melhor bloqueio da infeccao, principalmente
viral. Vale mencionar que apenas um pequeno subconjunto dos muitos anticorpos que
se ligam a um virus tera capacidade de neutralizacdo e, ap6s uma infecgdo, mesmo que
haja algum tempo para que o hospedeiro produza anticorpos neutralizantes altamente
eficazes, estes persistem para proteger contra futuras infeccées pelo mesmo agente

infeccioso39 55,

Conforme ja citado, foi evidenciado que idosos apresentam uma evidente reducéo
da resposta de anticorpos neutralizantes a vacinagao contra o virus Influenza, pois, em
conjunto com sua menor producao, estes anticorpos apresentaram meia-vida mais curta
e baixa afinidade aos antigenos®. Em consequéncia disso, um aumento da prevaléncia
de infeccBes e menor resposta protetora a vacinacao para gripe tende a ocorrer com o
avanco da idade, tornando, assim, a populacao idosa a ser mais vulnerareis a infeccdes
pelo virus Influenza?> 26, A partir disso, nossos achados de certa forma corroboram estas
informagcdes, uma vez que 0 grupo jovem-adulto apresentou o maior aumento,
estatisticamente falando, dos titulos dos anticorpos neutralizantes em relacdo ao
aumento dos titulos destes anticorpos no grupo idoso, que mostraram menor valor
estatistico. Estes achados reforcam nossa prévia sugestao de que o grupo jovem-adulto

teve melhor resposta ap6s 30 dias da vacinacao para gripe do que o grupo idoso.

Ainda se tratando dos resultados associados aos anticorpos neutralizantes, um
fato interessante que despertou atencdo foram as significativas correlagcdes negativas
entre os titulos destes anticorpos e 0s niveis séricos de IgA e IgG no grupo jovem-adulto
antes da vacinacdo. Embora seja esperado que o aumento dos niveis de anticorpos
esteja positivamente correlacionado com elevacdo das concentracbes de anticorpos

neutralizantes, vale mencionar que esta expectativa num contexto geral se baseia nos
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relatos apresentados em diversos estudos que mostraram essa associacdo apos um
desafio imunoldégico, como a vacinacéo®%-°8, Diferentemente do relatado acima, as
negativas correlacbes aqui evidenciadas ndo somente foram observadas antes da
vacinacgdo, ou seja, num momento em que a resposta imune encontra-se num estado
chamado basal, como também nos permite supostamente sugerir que os individuos com
maiores titulos de anticorpos neutralizantes, por estarem “mais protegidos”, podem
abdicar da producédo de maiores quantidades totais de IgA e IgG circulantes, enquanto
aqueles “menos protegidos”, numa tentativa de compensacgéo, produzem maiores
guantidades destes anticorpos no intuito de garantir uma protec¢édo contra uma possivel

exposicao ao virus Influenza.

Além destes interessantes achados, no presente estudo tivemos como principal
objetivo verificar o impacto da soropositividade para CMV nas respostas de anticorpos a
vacinacao para o virus Influenza, tanto em jovem-adultos quanto idosos, visto que ainda

hoje néo existe consenso na literatura.

A este respeito, é fundamental ressaltar que todos os voluntarios deste estudo
apresentaram soropositividade para CMV. A partir dessa avaliacao, foi possivel verificar
que, de maneira analoga aos resultados obtidos nos niveis séricos de IgA, as
concentracfes sistémicas mais elevadas de IgG especificas para CMV foram
encontradas no grupo idoso, tanto antes quanto apds a vacinacdo, em comparagao aos
valores observados no grupo jovem-adulto. Além disso, 0s niveis séricos deste anticorpo
para CMV encontrados p6s-vacinacdo no grupo idoso também foram maiores do eu 0s

niveis pré-vacinagcdo no mesmo grupo.

Segundo a literatura, ndo somente a seroprevaléncia, determinada pela presenca
de IgG especificos para CMV, aumenta com a idade, atingindo niveis superiores a 70%
em muitas populacdes idosas®®, como também a constante presenca de reativacdo deste
virus, apos periodos de laténcia, induz o gradativo aumento dos niveis séricos desses
anticorpos ao avancar da idade® 61, De fato, uma vez infectado pelo CMV, pelo fato do
sistema imunoldgico ndo ser capaz de eliminar este virus, esta infeccéo torna-se latente,
sendo intercalada com momentos em que ocorre reativacédo do virus, o que favorece a

constante ativacdo da resposta imune frente a presenca do CMV®2. Portanto, nossos
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resultados corroboram estas informacdes e reforcam a premissa que a cronicidade da
presenga do CMV gera um “looping” de ativagdo imune que gradativamente aumenta os

niveis sistémicos de IgG anti-CMV, particularmente em idosos.

Embora estes aspectos possam levar a ideia de que a “constante” ativagao da
resposta imune ao CMV ao longo da vida possa ser benéfica para o hospedeiro, vale
lembrar a reativacdo da infeccdo pelo CMV favorece o desencadeamento da
imunossenescéncia e foi associada a mortalidade prematura, por ser um dos principais

componentes do conhecido fenétipo de risco imunolégico?® 20,

Interessantemente, foi demonstrado que a magnitude da resposta imune
especifica para CMV também pode influenciar os resultados clinicos em individuos
soropositivos para CMV. Sobre isso, a revisdo sistematica e meta-analise desenvolvida
por den Berg e colaboradores® mostra que elevados titulos de IgG anti-CMV associados
a presenca de numeros aumentados de células TCD8+ tardiamente diferenciadas que
produzem citocinas pro-inflamatérias e, desse modo, tém potencial papel no
desenvolvimento de patologias imunoldgicas relacionadas ao envelhecimento, foram
associados a respostas mais baixas de anticorpos a vacinacao para o virus Influenza em
idosos%3-68, Importante ressaltar que nosso grupo também mostrou mesma influéncia
negativa da soropositividade para CMV e das células TCD8 a vacinacdo para gripe em
idosos®. Voltando a citar os dados apresentados por den Berg e colaboradores?®, em
contraste aos efeitos negativos mencionados acima para a populacéo idosa, tanto a
infeccdo quanto o sorostatus para CMV ndo mostraram qualquer impacto sobre as
respostas de anticorpos a vacinagdo contra a gripe em outros estudos®®-’¢, enquanto um

mostrou efeito positivo da infeccédo pelo CMV na resposta vacinal para gripe em idosos’’.

Diante dessas informacdes, fica evidente que as reais consequéncias da infeccéo
cronica pelo CMV ainda sdo desconhecidas e, por vezes, controversas no que tange sua
associacao a resposta de anticorpos a vacinacao para Influenza em idosos. Em nosso
estudo, podemos evidenciar que aparentemente a elevagao dos niveis de IgG para CMV
pos-vacinacao para gripe no grupo idoso nao influenciou de forma decisiva na resposta

de anticorpos a vacinagao para o virus Influenza, pois nenhuma correlagdo foi

encontrada tanto antes quanto depois da vacinagao.
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Ja, em relacdo aos dados obtidos no grupo jovem-adulto, uma significante
correlacao positiva entre os niveis séricos de IgM especificos para vacina da gripe e de
IgG para CMV foi evidenciada no momento pos-vacinagdo. ISso mostra que 0os maiores
niveis de IgG para CMV foram encontrados naqueles com maiores niveis de IgM para
vacina da gripe e, por isso, podemos supostamente sugerir que a presenca do CMV foi
importante para potencializar a resposta a vacina da gripe.

Dentre os estudos que demonstram uma associacdo da infeccdo por CMV e o
aumenta a resposta a vacina para o virus Influenza em individuos jovens-adultos, foram
também observadas aumento nos niveis de citocinas de perfil Thl e Th2, bem como de
respostas de linfécitos TCD8+ mais fortes em comparacao com individuos soronegativos
para CMV®3, Vale ainda citar que foi proposto que a infeccdo por CMV é capaz de
melhorar a resposta imune de individuos jovens- adultos, conferindo assim a
caracteristica de um agente mutualista que confere beneficios ao hospedeiro nesta fase

da vida do hospedeiro’®.

No entanto, vale salientar que, segundo den Berg e colaboradores3®, dentre os
estudo que avaliaram a relagdo entre CMV e resposta vacinal a gripe em individuos
jovens-adultos, enquanto dois estudos néo relataram nenhum efeito® 73, trés um efeito
negativo® %+ 78 enquanto outros mostraram um efeito positivo da soropositividade para
CMVel, 70, 72.

Diante das nossas evidéncias, é de se esperar um aumento de interesse na
identificacdo de biomarcadores imunoldgicos capazes de prever uma resposta imune
humoral protetora a vacinacéo para o virus Influenza ganhe cada dia mais espaco e
interesse. Embora, o CMV possa ser visto como um potencial biomarcador preditivo para
as respostas a vacinacgdo para gripe’®, mais estudos devem ser desenvolvidos para que
se confirme o verdadeiro papel da cronicidade desta infec¢do para as respostas imunes

do hospedeiro.

Por fim, os dados obtidos nesse estudo ndo somente adicionam substanciais
informacdes acerca das diferencas nas respostas de anticorpos a vacinagao para o virus
Influenza em individuos jovens-adultos e idosos, como também da mais um passo no

entendimento da relagdo entre a soropositividade para o CMV sobre o contexto vacinal
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nestas populagdes, o que, inclusive, pode auxiliar no desenvolvimento de estratégias de
vacinacdo mais eficazes e direcionadas para cada faixa etaria.

6. Concluséao

Com base nos resultados obtidos nesta pesquisa, podemos concluir que: (1) de
maneira geral, o grupo jovem-adulto mostrou melhor resposta a vacinacéo para gripe do
que o grupo de voluntarios idosos, (2) embora o grupo idoso também tenha mostrado
resultados favoraveis a vacinacao para gripe, e (3) a soropositividade para CMV pode
ter desempenhado um papel importante na resposta de anticorpos a vacinacao
exclusivamente no grupo jovem-adulto, 0 que sugere uma possivel interacao positiva

entre esses dois agentes, levando a potencializar a protegcdo imune nesta populacao.

Em suma, aprofundar nossa compreensao sobre essas interacbes complexas no
contexto da imunidade € essencial para nortear futuras pesquisas e intervencdes clinicas

direcionadas, visando a melhoria dos cuidados de saude, em especial a populacao idosa.
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