
 

 

UNIVERSIDADE SANTO AMARO 

Pós-graduação Stricto Sensu de Mestrado em Ciências 

da Saúde 

 

 

 

Ariane Nardy 

 

 

IMPACTO DO POLIMORFISMO PARA INTERFERON-LAMBDA 

SOBRE A RESPOSTA IMUNE/INFLAMATÓRIA DE IDOSOS 

SOROPOSITIVOS PARA CMV VACINADOS COM CORONAVAC 

 

 

 

 

 

 

 

São Paulo 

2024 



 

 

 

 

Ariane Nardy 

 

 

 

 

IMPACTO DO POLIMORFISMO PARA INTERFERON-LAMBDA 

SOBRE A RESPOSTA IMUNE/INFLAMATÓRIA DE IDOSOS 

SOROPOSITIVOS PARA CMV VACINADOS COM CORONAVAC 

 

 
Dissertação apresentada ao Programa 
de Pós-Graduação Stricto Sensu da 
Universidade Santo Amaro - UNISA, 
como requisito parcial para obtenção do 
título de Mestre em Ciências da Saúde  
 
Orientador: Prof. Dr. André Luis Lacerda 
Bachi 
Coorientadora: Prof.ª Dra. Carolina 
Nunes França 

 

 

 

 

 

São Paulo 

2024 



Ariane Nardy 

 

IMPACTO DO POLIMORFISMO PARA INTERFERON-LAMBDA 

SOBRE A RESPOSTA IMUNE/INFLAMATÓRIA DE IDOSOS 

SOROPOSITIVOS PARA CMV VACINADOS COM CORONAVAC 

 

 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós-Graduação Stricto Sensu da 

Universidade Santo Amaro - UNISA, como requisito parcial para obtenção do 

título de Mestre em Ciências da Saúde. 

 

Orientador: Prof. Dr. André Luis Lacerda Bachi 

Coorientadora: Prof.ª Dra. Carolina Nunes França 

 

São Paulo, 12 de dezembro de 2024 

 

Banca Examinadora 

 

 

 ______________________________ 

Prof. Dr. Jônatas Bussador do Amaral 

 

______________________________ 

Prof. Dr. Luiz Henrique da Silva Nali 

 

Conceito Final:___________________ 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico este trabalho à minha mãe, 

Iolanda. Sua força, sua resiliência e 

amor incondicional foram a base para 

todas as minhas conquistas. Agradeço 

por sempre acreditar em mim e por ser 

a maior de todas as minhas razões.  

 



Agradeço à Deus, fonte de toda sabedoria e amor, por me permitir 

realizar este trabalho. A Ele devo a força e a perseverança necessárias 

para superar os desafios encontrados ao longo desta jornada. 

Aos meus pais Iolanda e Romildo pelo amor, pelo apoio 

incondicional e por serem meu refúgio, meu alicerce e minha maior 

inspiração. Esta dissertação é a prova de que seus esforços pela minha 

educação valeram a pena. 

Ao meu amor e companheiro Mauricio por estar ao meu lado em 

todos os momentos e por escolher partilhar a vida, as lutas e os sonhos, 

inclusive este que agora se concretiza.   

Ao meu padrinho e pai espiritual Padre Jorge pelas palavras de 

sabedoria, pelas orações e pelo amparo nos momentos de aflição.   

A todos os meus amigos, pelo carinho, pelos incentivos, pelos 

conselhos e por dividirem comigo os momentos, as alegrias e os fardos 

dessa jornada.  

Aos meus professores da Escola Estadual Santo Dias da Silva, por 

lutarem bravamente pelo ensino público de qualidade, por incentivarem 

meus estudos, por despertarem meu amor pela ciência, por me 

apresentarem a Universidade como um caminho possível e a educação 

como um instrumento de transformação social.  

Ao meu Orientador André por me conceder a honra de ser sua 

aluna e orientanda. A excelência de seu trabalho como orientador, 

professor e pesquisador marcaram minha vida para sempre, assim como 

todos os aprendizados, orientações e conselhos adquiridos até aqui. Sem 

sua paciência, apoio e dedicação, nada disso seria possível.  

A minha Coorientadora Carolina por suas valiosas contribuições 

para esta dissertação e pelo primoroso trabalho frente a Coordenação de 

nosso Programa.  

Ao professor Luiz por me apresentar as técnicas, os desafios e os 

encantos da Biologia Molecular. 



Ao professor Jônatas grande amigo e mentor por sua parceria em 

tantas atividades de bancada e por sua gentileza e atenção desde o meu 

primeiro dia em um laboratório de pesquisa.  

A todos os professores do Programa de Mestrado em Ciências da 

Saúde. Seus ensinamentos me inspiraram a buscar excelência e construir 

uma jornada acadêmica sólida, ética e frutuosa.  

Aos voluntários, por sua confiança, disposição e colaboração. Sem 

vocês, este trabalho não seria possível. 

Por fim, agradeço a Universidade Santo Amaro, minha segunda casa e 

berço de tantos aprendizados, conquistas e incontáveis momentos de 

superação, alegrias e crescimento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“O melhor que podemos fazer da nossa vida é 

empregá-la em algo que seja mais duradouro 

que a própria vida.”  

(William James)  



RESUMO 

Introdução: A população idosa configurou-se como uma das mais afetadas pela 

COVID-19, particularmente devido a ocorrência dos fenômenos conhecidos 

como imunossenescência e “inflammaging”. Tem sido proposto que a infecção 

crônica pelo citomegalovírus (CMV), um vírus β-herpes humano altamente 

prevalente na população, não somente favorece o desenvolvimento desses 

fenômenos, bem como pode impactar negativamente a resposta a vacinação. 

Ademais, nosso grupo mostrou que o polimorfismo para o gene do interferon 

(IFN)-lambda também influencia na resposta imune tanto à infecção pelo SARS-

CoV-2 quanto à imunização com a vacina AstraZeneca/Oxford (ChadOx-1) para 

COVID-19 em idosos. Objetivo: Diante disso, neste estudo foi avaliado o 

impacto do polimorfismo para IFN-lambda (gene il28B - rs12979860) sobre a 

resposta imune/inflamatória à vacinação com CoronaVac para COVID-19 em 

idosos soropositivos para CMV. Métodos: Amostras de sangue de 42 

voluntários, de ambos os sexos, com idade entre 60 e 85 anos, foram obtidas 

antes e 30 dias após a administração da segunda dose da vacina CoronaVac 

para análise dos níveis circulantes de IgG específicas para SARS-CoV-2 e CMV, 

do perfil de citocinas (IL-6, IL-10, IL-17, IFN-α, IFN-β, IFN-γ e TNF-α), 

imunofenotipagem de subtipos de monócitos (clássicos, intermediários e não 

clássicos) e linfócitos T (CD4+ e CD8+) “naive” e senescente, bem como para 

genotipagem para o polimorfismo (gene il28b - rs12979860) para IFN-lambda. 

Resultados: De acordo com a genotipagem, 20 voluntários apresentaram 

homozigose para os alelos C/C (grupo Alelo-1), enquanto 5 voluntários 

apresentaram homozigose para os alelos T/T (grupo Alelo-2), e 17 voluntários 

apresentaram heterozigose (C/T, grupo Alelos-1/2). Com base nesta separação, 

valores similares não somente de imunogenicidade foram observados nos 

grupos de voluntários (35% para o grupo Alelo-1, 40% para o grupo Alelo-2 e 

35% para o grupo Alelos-1/2), bem como dos níveis de anticorpos neutralizantes. 

Interessantemente, o grupo Alelo-1 apresentou maiores níveis séricos de IgG 

específicos para SARS-CoV-2 (p=0,0269) e das porcentagens de monócitos 

intermediários (p=0,017), em contraste as menores porcentagens de monócitos 

não clássicos (p=0,0141) no momento pós-vacinação do que momento pré-

vacinação. Já, o grupo Alelo-2 apresentou níveis circulantes mais elevados de 



IFN-β no momento pré (p=0,0248; p=0,0206) e pós-vacinação (p=0,0305; 

p=0,0338) quando comparado aos valores observados tanto no grupo Alelo-1 

quanto no grupo Alelos-1/2, respectivamente. Adicionalmente, a análise do 

coeficiente de correlação e regressão linear multivariada mostrou que, no geral, 

o grupo Alelo-1 mostrou níveis séricos de IgG específicos para antígenos de 

CMV positivamente associados a um estado pró-inflamatório sistêmico e à 

presença de linfócitos T senescentes. Em contraste, o grupo Alelos-1/2 e, com 

maior ênfase o grupo Alelo-2, mostraram níveis séricos de IgG específicos para 

antígenos de SARS-CoV-2 positivamente associados a um estado inflamatório 

sistêmico regulado. Conclusão: Embora o grupo Alelo-1 (C/C) tenha 

apresentado maiores níveis séricos de IgG específicos para SARS-CoV-2 pós-

vacinação, a imunogenicidade e a avaliação dos anticorpos neutralizantes 

mostraram resultados similares entre os grupos. Além disso, o grupo Alelo-1 

mostrou significativa associação com a presença de um estado pró-inflamatório 

sistêmico e a soropositividade para CMV. Em conjunto, estes achados 

corroboram não somente nossa prévia observação que indivíduos Alelo 1 para 

o gene do IFN-lambda podem apresentar um atraso na resposta imune ao vírus 

e/ou vacinação, mas também a literatura ao indicar que o status sistêmico pró-

inflamatório pode ser decorrente do menor controle da infecção pelo CMV, o qual 

tem sido descrito nos indivíduos que apresentam esta discriminação alélica. 

 

Palavras-Chave: SARS-CoV-2; envelhecimento; imunossenescência, 

“inflammaging”, imunoglobulinas; citocinas. 

 

 

  



ABSTRACT 

Introduction: Older population was one of the most affected by COVID-19, 

particularly due to the occurrence of phenomena known as immunosenescence 

and “inflammaging”. It has been proposed that chronic infection with 

cytomegalovirus (CMV) not only favors the development of these phenomena but 

can also negatively impact the vaccination responses. Furthermore, our group 

showed that the polymorphism for the interferon (IFN)-lambda gene also 

interferes in the immune response to COVID-19 in the older adults. Objective: 

To evaluate the impact of the polymorphism for IFN-lambda (il28B gene - 

rs12979860) on the immune/inflammatory response to vaccination with 

CoronaVac for COVID-19 in aged CMV-seropositive. Methods: Blood samples 

from 42 volunteers, of both sexes, aged between 60 and 85 years, were obtained 

before and 30 days after administration of the second dose of the CoronaVac 

vaccine for analysis of circulating levels of IgG specific for SARS-CoV-2 and CMV, 

cytokine profile (IL-6, IL-10, IL-17, IFN-α, IFN-β, IFN-γ and TNF-α), 

immunophenotyping of monocyte subtypes (classical, intermediate and non-

classical) and also “naive” and senescent T cells (CD4+ and CD8+), as well as 

for genotyping for the IFN-lambda polymorphism. Results: According to 

genotyping, 20 volunteers presented homozygosity for the C/C alleles (Allele-1 

group), 5 volunteers presented homozygosity for the T/T alleles (Allele-2 group), 

and 17 volunteers presented heterozygosity (C/T, Alleles-1/2 group). Allele-1 

group presented higher serum levels of specific IgG for SARS-CoV-2 (p=0.0269) 

and percentages of intermediate monocytes (p=0.017), in contrast to the lower 

percentages of non-classical monocytes (p=0.0141) at the post-vaccination 

occasion than at the pre-vaccination. On the other hand, the Allele-2 group 

presented higher circulating levels of IFN-β at the pre- (p=0.0248; p=0.0206) and 

post-vaccination occasions (p=0.0305; p=0.0338) than to the values observed in 

both the Allele-1 and Alleles-1/2 groups, respectively. Additionally, correlation 

coefficient and multivariate linear regression analysis showed that, overall, the 

Allele 1 group presented serum levels of specific IgG for CMV antigens positively 

associated with a systemic pro-inflammatory state and the presence of senescent 

T cells. In contrast, the Allele-2 and Alleles-1/2 groups showed that serum levels 

of specific IgG for SARS-CoV-2 antigens were positively associated with a 



regulated systemic inflammatory state. Conclusion: Although the Allele-1 group 

presented higher serum levels of specific IgG for SARS-CoV-2 post-vaccination, 

the groups' immunogenicity and neutralizing antibody levels were similar. 

Additionally, the Alelo-1 group showed a significant association with the presence 

of a systemic pro-inflammatory state and CMV seropositivity. Together, these 

findings corroborate not only our previous observation that individuals with Allele 

1 for the IFN-lambda gene can present a delayed immune response to the virus 

and/or vaccination, but also the literature indicating that the pro-inflammatory 

systemic status may be due to the lower control of CMV infection, which has been 

described in individuals who present this allelic discrimination. 

 

Keywords: SARS-CoV-2, aging, immunosenescence, inflammaging, 

immunoglobulins, cytokines, immunophenotyping. 
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1 INTRODUÇÃO 

A doença do coronavírus 2019 ou COVID-19, originada pelo novo 

coronavírus 2, causador da síndrome respiratória aguda grave (SARS-CoV-

2), foi identificada pela primeira vez em Wuhan, China, em dezembro de 2019 e 

rapidamente se espalhou pelo mundo, tornando-se uma emergência de saúde 

Global.1 Vale destacar que, até 15 de setembro de 2024, mais de 776 milhões 

de casos confirmados e mais de 7 milhões de mortes foram relatados 

globalmente desde o início da pandemia.2 

A experiência clínica indica que a COVID-19 é altamente heterogênea, 

variando de casos assintomáticos e leves até graves, podendo causar morte. 

Dentre várias características, fatores do hospedeiro são determinantes-chave da 

gravidade e progressão da doença comum, por exemplo, a idade, a qual tem 

sido apontada como um fator corolário para a gravidade da doença.3 

Neste sentido, com o objetivo de entender com maior exatidão porque a 

população idosa se configura como uma das mais afetadas na COVID-19, alguns 

estudos e revisões postularam que certas características do envelhecimento 

poderiam estar envolvidas, entre elas, a imunossenescência.4 

De fato, a imunossenescência consiste em um fenômeno multifatorial e 

dinâmico que afeta de forma negativa tanto a imunidade natural (inata) quanto a 

imunidade adquirida e, por isso, desempenha um papel crítico para o 

desenvolvimento e progressão da maioria das doenças crônicas evidenciadas 

em idosos.5–8 Entre as principais características da imunossenescência, 

destaca-se: (i) a diminuição da resposta imunológica contra novos antígenos, 

particularmente a vacinas; (ii) o acúmulo de células T de memória e/ou 

senescentes devido a infecções repetidas; e (iii) a presença de uma inflamação 

sistêmica, estéril, crônica de baixo-grau conhecida como “Inflammaging”.9 

Este fenômeno (“Inflammaging”) vem sendo apontado como um fator 

crucial que aumenta o risco de morbidade e mortalidade em idosos,10 pelo fato 

desta condição de inflamação crônica provocar uma redução progressiva na 

capacidade de desencadear respostas imunes celulares e de anticorpos eficazes 

contra infecções e vacinações.11 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/covid-19
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/severe-acute-respiratory-syndrome-coronavirus-2
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Como já mencionado, o declínio da função imune observado em 

indivíduos idosos afeta tanto o sistema imune inato como o adaptativo.12 

Especificamente sobre a imunidade inata, evidências cumulativas indicam que o 

envelhecimento exerce efeitos significativos em todas as células envolvidas 

nesta etapa da resposta imune, incluindo os monócitos, os quais representam 

um importante componente fagocítico deste sistema.13 Vale salientar que 

monócitos são um tipo heterogêneo de leucócitos com características fenotípicas 

e funcionais distintas, sendo por isso classificados em três subconjuntos: 

monócitos clássicos, os quais apresentam na sua superfície celular os 

marcadores CD14++/CD16-; os monócitos intermediários que apresentam 

CD14++/CD16+, e os monócitos não clássicos que apresentam 

CD14+/CD16++.14,15 

De acordo com a literatura, cada subconjunto de monócitos pode exercer 

funções específicas durante o processo inflamatório. Neste contexto, os 

monócitos clássicos (CD14++CD16-), que constituem aproximadamente 90% do 

total de monócitos circulantes, são considerados células inflamatórias que têm 

potencial para gerar os outros subtipos.16–18 Por outro lado, os monócitos não 

clássicos (CD14+C16++), responsáveis pela remoção de detritos vasculares e 

com um perfil anti-inflamatório, representam cerca de 10% dos monócitos 

circulantes.19–21 Já, os monócitos intermediários (CD14++CD16+) constituem até 

5% dos monócitos em circulação e se caracterizam pela elevada capacidade 

fagocítica e produção significativa de espécies reativas de oxigênio.22,23 

Curiosamente, esses subtipos podem alterar seus fenótipos para um estado 

inflamatório de acordo com o estímulo recebido24 e, durante o envelhecimento, 

apresentam alterada produção de citocinas e expressão de receptores do tipo 

Toll (Toll-like receptors - TLR), bem como redução da atividade fagocítica e 

diminuição da expressão do complexo de histocompatibilidade principal (Major 

Histocompatibility Complex – MHC) classe II, o que, em conjunto, potencialmente 

leva a uma diminuição da eficácia das respostas à vacinação em indivíduos 

idosos.25 

Além da imunidade inata, o sistema imune adaptativo também sofre 

alterações com a progressão da idade, pois tem sido visto que as respostas das 

células T e B tendem a diferir quantitativa e qualitativamente, o que pode ter 



15 
 

significativa consequência na eficácia da resposta imune contra novos 

antígenos, bem como a vacinação.9 Neste contexto, uma das mais pronunciadas 

mudanças presentes no processo de imunossenescência é a involução do timo, 

com evidente declínio da produção de linfócitos T “naive”. Em decorrência dessa 

redução é observada importante limitação da habilidade de gerar a resposta 

imune específica a novos antígenos.26 Associado a isto, a manutenção de 

linfócitos T por décadas na periferia, onde são expostos a uma série de fatores 

de impacto negativo, como aqueles relacionados ao estresse oxidativo e 

inflamação, os impõem a limitação de fatores de sobrevivência e proliferação 

quando ativadas.27,28 

É interessante notar que ao mesmo tempo que se observa uma 

significante redução dos linfócitos T “naive”, seja pela involução do timo ou ainda 

pela limitação de sobrevivência e proliferação, assim favorecendo a indução de 

apoptose destas células pelo aumento de citocinas pró-inflamatórias, o número 

de linfócitos efetores ou de memória está aumentado.12,29  Além disso, mudanças 

no fenótipo das células circulantes para estágios mais diferenciados e com 

limitada capacidade proliferativa, por exemplo, pela perda da expressão de 

moléculas coestimuladoras, como o CD28 (linfócitos T CD28),30 são 

frequentemente correlacionados com a reduzida resposta imune de mucosa à 

vacinação em indivíduos idosos.31 

Ainda se tratando da imunossenescência, um fator ambiental comum que 

é reconhecido por acelerar o envelhecimento do sistema imunológico é a 

infecção crônica pelo citomegalovírus (CMV), um vírus β-herpes humano 

altamente presente na população.32 Embora o CMV geralmente permaneça 

latente e assintomático ao longo do tempo, uma parcela significativa de idosos 

infectados por CMV desenvolve expansões anormais de células TCD8+ reativas 

contra este vírus. Isso resulta em um perfil imunológico característico, conhecido 

como perfil de risco imunológico, que inclui aumento na frequência de células T 

terminalmente diferenciadas e/ou senescentes (CD57+), proporções inversas de 

células TCD4+/TCD8+ (<1,0) e redução no número de células B.33 

É importante destacar que citocinas pró-inflamatórias têm potencial de 

reativar o CMV do seu estado latente para uma fase de replicação ativa. 

Consequentemente, os ciclos repetidos de reativação assintomática e replicação 
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deste vírus contribuem para aumentar o estado pró-inflamatório sistêmico, que 

por sua vez, pode ser responsável pelo aumento da morbidade e mortalidade em 

pacientes idosos com infecções coexistentes.34,35 

No que se refere a regulação do CMV, sabe-se que a coordenação entre 

a resposta imune inata e adaptativa desempenha um papel crucial. Enquanto as 

respostas imunes inatas, que incluem o interferon (IFN) e as células Natural 

Killers (NK), são fundamentais para o controle imediato da infecção por CMV, as 

respostas adaptativas das células T são essenciais tanto durante a fase ativa da 

infecção quanto no controle da reativação subsequente.36 

Particularmente, os IFNs do tipo I e do tipo III são responsáveis por induzir 

um estado intracelular de resistência viral, mediante a ativação de múltiplos 

efetores antivirais e a estimulação das respostas imunes adaptativas. Estudos 

em modelos animais, principalmente em camundongos, demonstraram redução 

na replicação viral do SARS-CoV-2 após a administração de IFN tipo III, também 

conhecido como IFN-lambda.37 Não obstante, em pacientes afetados pela 

COVID-19, observou-se frequentemente uma falta de resposta aos IFNs, apesar 

da presença de elevados níveis de citocinas pró-inflamatórias, particularmente 

entre os idosos.38 Adicionalmente, notou-se que, de maneira análoga ao 

observado para o SARS-CoV-2, o IFN-lambda desempenha um papel relevante 

na modulação da infecção pelo CMV, visto que evidências sugerem que 

polimorfismos na região genômica do IFN-lambda 3/4 estão correlacionados com 

uma maior suscetibilidade à replicação deste vírus, o que implica que essa 

classe de IFNs pode exercer um controle significativo sobre a latência e 

replicação do CMV.39  

Vale destacar que estudos relacionados à análise de polimorfismos 

genéticos de citocinas têm demonstrado que variações nas frequências alélicas 

na região promotora dos genes das citocinas podem ser relacionadas com sua 

produção e liberação. Os polimorfismos de nucleotídeo único (single nucleotide 

polymorphisms – SNPs) na região promotora dos genes de determinadas 

citocinas vêm sendo associados com maior suscetibilidade a doenças de caráter 

inflamatório. Assim, polimorfismos na região promotora do gene de citocinas são 

responsáveis por influenciar a atividade e interferir nas ações biológicas delas, o 

que sugere que essas variações alélicas possam, ao menos em parte, explicar 
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a suscetibilidade às doenças, uma vez que podem vir acompanhadas pelo 

aumento dos níveis séricos correspondentes.39 

Em se tratando do polimorfismo genético no IFN-lambda do tipo 3/4 

(rs12979860 C>T), os resultados obtidos por nosso grupo de pesquisa, ao 

avaliar o impacto deste polimorfismo nas respostas específicas de IgG para 

COVID-19 em idosos soropositivos para CMV, presumivelmente sugeriram que 

a homozigose para alelo 2 (T/T) promove uma ação mais protetora contra a 

infecção por CMV, enquanto a homozigose para o alelo 1 (C/C) pode gerar um 

ambiente mais favorável ao CMV, o qual interfere na resposta imune contra o 

SARS-CoV-2.40 

Assim, estes achados sugerem que polimorfismo no IFN-lambda-3/4 pode 

impactar negativamente na resposta imune à infecção viral e à vacinação em 

idosos e evidenciam a importância de compreender os fatores que podem 

interferir na indução de uma resposta imune eficiente nesta população.  

Em relação a vacinação em nosso país, a campanha de imunização 

contra a COVID-19 teve início em 17 de janeiro de 2021, no estado de São Paulo. 

A primeira vacina a ser administrada foi a CoronaVac.41 desenvolvida pelo 

laboratório chinês SINOVAC LIFE SCIENCES em parceria com o INSTITUTO 

BUTANTAN. A CoronaVac consistiu em uma vacina adsorvida COVID-19, 

utilizando o vírus inteiro e inativado que foi administrada por via intramuscular e 

cujo esquema vacinal foi inicialmente composto por duas doses com intervalo de 

2-4 semanas entre elas.42 A CoronaVac utiliza uma tecnologia molecular 

amplamente empregada em outros imunizantes e se mostrou ser capaz de ser 

reconhecida e induzir ativação do sistema imune, porém isenta da possibilidade 

de replicação após a administração.42  

Vale reforçar que, segundo a literatura, o declínio na produção de 

anticorpos após a vacinação em idosos pode estar associada à redução da 

expansão e diferenciação das células B específicas do antígeno, levando à 

produção de títulos reduzidos de IgG específica para o antígeno vacinal. Além 

disso, os anticorpos produzidos são de baixa qualidade devido à redução da 

mudança de classe e mutação somática nos genes da região variável, resultando 

em afinidade reduzida. Desta forma, os anticorpos produzidos por indivíduos 
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mais velhos têm capacidade diminuída de neutralizar e opsonizar patógenos, 

resultando em menor proteção contra infecções.43,44 

Diante desta breve descrição sobre os aspectos relacionados ao 

envelhecimento frente à COVID-19 e infecção prévia pelo CMV, acredita-se que 

o desenvolvimento deste estudo fornecerá informações importantes para o 

entendimento do possível impacto do polimorfismo do IFN-lambda sobre as 

repostas imunes/inflamatórias em idosos soropositivos para CMV que foram 

imunizados com CoronaVac para COVID-19. Além disso, podermos contribuir 

com o avanço do entendimento, de abordagens de vacinação e/ou tratamento 

dessa população, implicando diretamente no aprimoramento da assistência, na 

saúde e no bem-estar dos idosos.  
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2 OBJETIVOS 

2.1 Geral 

Avaliar a influência do polimorfismo para IFN-lambda sobre as respostas 

imune/inflamatórias em idosos soropositivos para CMV vacinados com 

CoronaVac para COVID-19. 

2.2 Específicos 

Propõe-se avaliar, antes e após a vacinação com CoronaVac: 

- a concentração sérica de IgG especificas para o SARS-CoV-2; 

- a concentração sérica de IgG especifica para o CMV; 

- a concentração sistêmica de citocinas de perfil pró (IL-6, IL-17, IFN-α, IFN-β, 

IFN-γ e TNF-α) e anti-inflamatório (IL-10); 

- a homozigose e/ou heterozigose para o polimorfismo no gene il28b (IFN-

lambda-like, rs12979860), 

- a caracterização fenotípica dos subtipos de monócitos; 

- a caracterização fenotípica dos linfócitos TCD4+ e TCD8+ (“naive” e 

senescentes). 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 População  

Para a realização do presente estudo, participaram 42 idosos com idade 

entre 60 e 85 anos, de ambos os sexos (30 mulheres e 12 homens), 

soropositivos para CMV e que foram submetidos a imunização para a COVID-19 

com duas doses da vacina CoronaVac em 2021. 

3.2 Desenho do Estudo 

Trata-se de um estudo observacional, exploratório, prospectivo, com 

análise de desfecho pré e pós, seguindo as diretrizes Strengthening the 

Reporting of Observational Studies in Epidemiology (STROBE) para garantir o 

rigor metodológico. 

3.3 Recrutamento dos Participantes  

Todos os participantes foram recrutados e selecionados junto a Disciplina 

de Geriatria e Gerontologia da Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP), 

com o auxílio de um médico geriatra colaborador do estudo. 

3.4 Critérios de Seleção  

Os voluntários elegíveis foram convidados a participar do estudo, tendo 

os critérios de inclusão e exclusão cuidadosamente definidos e avaliados por um 

único médico geriatra. Neste sentido, os critérios de inclusão foram: (i) idade 

entre 60 e 85 anos no momento do recrutamento; (ii) não apresentar 

soropositividade para o HIV; (iii) não ter doenças neurológicas ou câncer, (iv) não 

ter apresentado sintomas gripais durante o período de participação no estudo; 

(v) e concordar em participar da pesquisa. Já, os critérios de exclusão foram: (i) 

estar submetido à corticoterapia ou fazer uso de qualquer outro medicamento 

anti-inflamatório durante, pelo menos, 2 meses em alguma fase do estudo; (ii) 

estar submetido à terapia com plasma convalescente em alguma fase do estudo; 

(iii) e não comparecer a uma etapa de coleta de amostras biológicas. 

3.5 Cálculo do Tamanho da Amostra 

Para desenvolvimento do presente estudo, foi realizado um cálculo 

amostral no intuito de estabelecer um número mínimo de participantes utilizando 

o programa G*Power.45 O tamanho da amostra e o poder estatístico foram 
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estimados com base no teste ANOVA com tamanho de efeito de 0,30, nível α de 

0,05 (5%) e poder estatístico de 0,95. Além disso, com base em nosso estudo 

anterior,40 um mínimo de 41 indivíduos era suficiente. Vale salientar que, dentre 

os 68 idosos incialmente convidados a participar voluntariamente do estudo, 25 

foram excluídos por terem sido submetidos à imunização contra a COVID-19 

com outras vacinas. Sendo assim, o número de 42 idosos imunizados com a 

vacina CoronaVac atingiu o tamanho amostral estimado. 

3.6 Procedimentos Éticos 

Todos os procedimentos do estudo foram esclarecidos detalhadamente 

aos voluntários e aqueles que concordaram em participar deram seu 

consentimento através da assinatura do Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido (TCLE), previamente revisado e aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa da Universidade Santo Amaro (UNISA), sob número 4.350.476. O 

estudo foi desenvolvido em conformidade com a Declaração de Helsinki.46 e 

Resolução Brasileira 466/12.47 

3.7 Coleta e Análise de Amostras Sanguíneas 

Amostras de sangue periférico foram coletadas em jejum e em tubos 

apropriados para obtenção do soro em dois momentos: antes e 30 dias depois 

da administração da segunda dose da vacina CoronaVac para a COVID-19. 

Alíquotas de soro (mínimo de 500μL) foram obtidas após coagulação do sangue 

no próprio tubo de coleta e centrifugação a 2000g por 10 minutos a 4ºC, sendo 

posteriormente congeladas a -80ºC para posterior determinação das 

concentrações das IgG específicos para a SARS-Cov-2 e da IgG específicas 

para o CMV, bem como das citocinas, descritas a seguir. 

Outras amostras de sangue periférico foram coletadas em tubo com 

anticoagulante EDTA para obtenção de células mononucleares do sangue 

periférico (peripheral blood mononuclear cells - PBMCs), as quais foram 

utilizadas tanto na análise de genotipagem quanto imunofenotipagem dos 

subtipos de monócitos e linfócitos T, descritos a seguir. Para isso, primeiramente 

o sangue total foi diluído 1:1 em PBS (1x, pH=7,4), sendo a mistura adicionada 

a tubos contendo Histopaque (gradiente de densidade de 1.077, Sigma) e então 

submetida a centrifugação a 4ºC por 30 minutos a 2000rpm. Após esta etapa, o 



22 
 

pool de células obtido, correspondente a fração dos leucócitos, foi isolado, 

lavado em PBS (1x, pH=7,4) e novamente submetido a centrifugação a 4ºC por 

10 minutos a 2000rpm. Em seguida, 5x105 células foram misturados com 1mL 

de meio de congelamento (90% de soro fetal bovino + 10% de dimetilsulfóxido - 

DMSO) e então armazenados em nitrogênio líquido até serem utilizadas no 

ensaio de genotipagem e imunofenotipagem. 

3.8 Determinação da IgG específicas para o vírus SARS-CoV-2 

A concentração sérica de IgG especificas para o SARS-CoV-2 foi 

determinada através da técnica de ELISA “in house”. Resumidamente, as placas 

de reação foram sensibilizadas com a concentração de 0,12mg/mL de nCoV-PS-

Ag7 (Fapon Biotech Inc., Dongguan, China), o qual continha os antígenos - 

nucleoproteína (N), membrana (M) e espícula (S). Após etapa de bloqueio dos 

sítios inespecíficos, o soro de cada voluntário foi diluído em tampão PBS-Tween 

0,1% contendo 1M NaCl, numa razão 1:5.000 para IgG, e adicionadas a placa, 

deixando-se incubar durante pelo menos 2 horas a 37ºC. Após essa etapa de 

incubação e lavagem de cada poço da placa, o conjugado com anti-IgG humana 

ligada a enzima peroxidase (1:10.000) foi adicionado à placa e a mesma mantida 

por pelo menos 1 hora a 37ºC. Após última etapa de lavagem, a reação foi 

avaliada pela adição de uma solução com substrato cromogênico (TMB - 3, 3', 

5, 5'-tetrametilbenzidina), seguida pela adição da solução de parada. A leitura da 

reação foi realizada a 450nm em um leitor de microplaca (Multiskan Sky, 

Thermo). 

3.9 Determinação da IgG especifica para o vírus CMV 

A concentração sérica de IgG específicos para o CMV foi determinada 

através do kit comercial de imunoensaio indireto (ELISA) para amostras 

biológicas (BioClin, Brasil), segundo as orientações fornecidas pelo fabricante. 

Padrões e controles positivos e negativos foram preparados conforme descrição 

fornecida pelo fabricante. 

3.10 Análise dos anticorpos neutralizantes (Virus Neutralization Test - VNT) 

para o vírus SARS-CoV-2   

Para realização do teste de neutralização viral (VNT), foi utilizado o SARS-

CoV-2 (GenBank: MT MT350282), devido a seu efeito citopático (CPE) in vitro, 
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conforme descrito anteriormente.48 sendo ainda suas propriedades descritas 

anteriormente em Araujo et al.49 Inicialmente 5x104 células Vero (ATCC CCL-81) 

por mililitro (mL) foram adicionadas a placas de cultura com 96 poços. Em 

paralelo, uma série de diluições do soro (1:20 a 1:2.560) foi preparada para o 

ensaio, sendo, em seguida, misturadas em volumes iguais com o vírus (100 

doses infecciosas para cultura de tecidos com ponto final de 100% por poço - 

VNT100). As misturas (de soro e vírus) foram pré-incubadas durante 1h a 37°C. 

Após este tempo, as misturas foram transferidas para a monocamada de células 

confluentes e então incubadas a 5% de CO2 por três dias a 37°C. Após as 72h, 

as placas foram analisadas por microscopia óptica, utilizando como referência 

um CPE bruto para garantir plena distinção da presença/ausência de CPE-VNT 

contra a cepa de referência Wuhan ou a variante Delta, as quais eram 

prevalentes no Brasil no momento da amostragem. Para determinação dos 

títulos de anticorpos neutralizantes foi considerada a maior diluição sérica capaz 

de neutralizar o CPE. Como controle positivo foi utilizado um soro de referência 

de um indivíduo positivo para COVID-19, avaliado por RT-qPCR, e uma redução 

de placa no teste de neutralização >640 foi utilizado em cada ensaio. Por fim, 

vale ressaltar que todos os procedimentos foram realizados em laboratório de 

Biossegurança nível três (BSL3). 

3.11 Determinação das concentrações séricas das citocinas IL-6, IL-10, IL-

17, IFN-α, IFN-β, IFN-γ e TNF-α 

As concentrações séricas das citocinas IL-6, IL-10, IL-17, IFN-α, IFN-β, 

IFN-γ e TNF-α foram determinadas por meio do ensaio multiplex baseado em 

esferas (beads) LEGENDplex™ (Biolegend, San Diego, CA, EUA). Todas as 

amostras séricas foram inicialmente diluídas 2 vezes e o volume de 25µL da 

amostra diluída foi utilizada para realização deste ensaio. A concentração de 

cada citocina foi calculada com base em sua respectiva curva padrão, seguindo 

as instruções dos fabricantes. Ainda, a linearidade do ensaio multiplex estava 

dentro da faixa de 2,4 a 10.000 pg/mL, os coeficientes de correlação de todas as 

curvas padrão variaram de 0,95 a 0,99, enquanto os coeficientes de variância 

intraensaio foram de 3 a 5%, e os coeficientes de variância entre ensaios foram 

de 8 a 10%. A análise foi realizada no citômetro de fluxo BD Accuri™ C6 Plus 
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(BD Biosciences San Jose. CA. EUA) e os dados obtidos foram analisados com 

o software LEGENDPlex™ V8.0 (Biolegend). 

3.12 Caracterização Imunofenotípica dos Subtipos de Monócitos e 

Linfócitos T  

Outra alíquota de células mononucleares do sangue periférico (PBMCs), 

previamente armazenadas, foram retiradas do nitrogênio líquido e 

imediatamente submetidas ao processo de descongelamento em banho-maria a 

37ºC. Em seguida, a solução contendo as células descongeladas foi transferida 

para um tubo Falcon® de 15mL contendo 9mL de solução PBS-SFB 10% (PBS - 

1x, pH=7,4 + 10% de soro fetal bovino – SFB), sendo, então, submetida a 

centrifugação a 4ºC por 10 minutos a 2000rpm. Logo após, o sobrenadante foi 

descartado, sendo o pellet ressuspenso com 150µL de PBS-BSA 1% (PBS - 1x, 

pH=7,4 + 1% de albumina sérica bovina, do inglês bovine serum albumin, - BSA) 

e submetida à incubação por 30 minutos a 4°C, com o mix de anticorpos 

monoclonais para avaliação de monócitos: CD14 conjugado com aloficocianina 

- APC ou isotiocianato de fluoresceína - FITC; CD16 conjugado com FITC ou 

ficoeritrina - PE. Já, para avaliação dos linfócitos T, utilizou-se o seguinte mix de 

anticorpos monoclonais: CD4 conjugado com FITC, CD8 conjugado com APC, 

CD57 conjugado com PE e CD28 conjugado com clorofila peridinina - PercP. 

Todos os anticorpos foram adquiridos junto a empresa BD Biosciences (Franklin 

Lakes, NJ, Estados Unidos). Após este período de incubação, foram adicionados 

200µL de PBS e as células submetidas à centrifugação a 4ºC por 10 minutos a 

2000rpm. Após descarte do sobrenadante, o pellet foi ressuspenso em 200µL de 

PBS e, por fim, as células foram submetidas à análise por citometria de fluxo 

(FACSCalibur - BD Biosciences, San Jose, Estados Unidos), sendo adquiridos, 

no mínimo, 10.000 eventos em cada amostra. A análise foi realizada utilizando 

software Cell Quest Pro. Um exemplo da análise tanto dos subtipos de monócitos 

(A) quanto dos linfócitos T (B) é mostrado na Figura 1. 
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Figura 1. Em A é apresentado a estratégia utilizada na análise por citometria de 
fluxo da imunofenotipagem dos subtipos de monócitos não clássicos 
(CD14+CD16++), R3 intermediários (CD14++CD16+) e R4 clássicos (CD14++CD16-

). Em B é apresentado a estratégia utilizada na análise por citometria de fluxo da 
imunofenotipagem das células T CD4+ “naive” (CD28+CD57-), duplo positivas 
(CD28+CD57+) e senescentes (CD28-CD57+). 

 

3.12 Genotipagem para o Polimorfismo no Gene Il28b 

A genotipagem do polimorfismo no gene il28b, que é conhecida como uma 

citocina IFN-lambda-like (rs12979860 C>T) foi determinada através do método 
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TaqMan de discriminação alélica para a genotipagem de polimorfismo de 

nucleotídeo único (Applied Biosystems, Invitrogem) seguido o descrito por 

Prokunina-Olsson e colaboradores.50 

Inicialmente as células mononucleares do sangue periférico (PBMCs), 

previamente armazenadas conforme descrito acima, foram retiradas do 

nitrogênio líquido e após seu descongelamento, a mistura de células e solução 

de congelamento foi adicionada a tubos Falcon® de 15mL contendo, no mínimo, 

9mL de PBS (1x, pH=7,4). Logo após, os tubos foram submetidos a 

centrifugação a 4ºC por 10 minutos a 2000rpm. Após a centrifugação, o 

sobrenadante foi descartado e o pellet, correspondente as células, foi submetido 

à extração de DNA com auxílio do PureLink® Genomic DNA Mini Kit, de acordo 

com as orientações do fabricante. O DNA extraído foi quantificado em 

espectrofotômetro Thermo Scientific™ NanoDrop™ One Microvolume UV-Vis, a 

fim de averiguar a eficácia da extração e estimar a qualidade do DNA obtido. Em 

seguida, cerca de 4ng de DNA, de cada amostra, foram utilizados para 

amplificação em RT-PCR através do sistema TaqMan com sondas, primers e 

condições de ciclagem seguindo protocolo previamente publicado (48). 

Basicamente, esse sistema utiliza sondas alelo específicas com marcadores 

fluorescentes distintos para cada uma. Isso possibilitou a amplificação e 

detecção específica de cada alelo e, baseando-se nos níveis de fluorescências 

obtidos nas amostras, foi possível determinar a frequência de cada polimorfismo. 

A reação foi realizada na Plataforma StepOnePlus™ Real-Time PCR System 

com computador acoplado. 

4 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Inicialmente, a normalidade dos dados e a homogeneidade das variâncias 

foram avaliadas usando os testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. 

De acordo com isso, os dados demográficos e antropométricos, por serem 

paramétricos, foram representados em média e desvio padrão, e as diferenças 

avaliadas através do teste ANOVA com fator único e pós-teste de Tukey. Já, os 

demais parâmetros, por apresentarem-se como variáveis não paramétricas, 

foram representados como mediana e intervalos interquartis e as diferenças 



27 
 

avaliadas através dos testes de Wilcoxon (análise intragrupo) e Kruskall-Walis 

com pós-teste de Müller-Dunn (análise intergrupo).  

Além disso, o número absoluto, bem como a razão entre homens e 

mulheres, foi avaliado através do teste Qui-quadrado. Ademais, tanto o teste de 

coeficiente de correlação de Spearman, bem como a análise de regressão linear 

multivariada ajustada para os níveis séricos de IgG específicos para SARS-CoV-

2 também foram aplicados.  

Para todas as análises foi considerado o risco α ≤ 0,05 (p≤ 0,05), utilizando 

o programa GraphPad Prism versão 8.0. 
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5 RESULTADOS 

5.1 Caracterização dos grupos de voluntários participantes do estudo  

Na figura 2 são apresentados os resultados da análise de discriminação 

alélica obtidos na genotipagem para o polimorfismo no gene il28b (rs12979860) 

dos voluntários participantes deste estudo. De acordo com o obtido, 20 

voluntários apresentaram a homozigose C/C (grupo Alelo-1, cor vermelha), 

enquanto 5 apresentaram homozigose T/T (grupo Alelo-2, cor azul) e 17 

apresentaram heterozigose C/T (grupo Alelo-1/2, cor verde). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Gráfico representativo da discriminação alélica obtida após o ensaio de genotipagem 
para polimorfismo no gene il28b (rs12979860) nos idosos que participaram do estudo. Na cor 
vermelha estão apresentados os voluntários homozigotos para o alelo 1, que corresponde à base 
nitrogenada citosina. Na cor azul estão apresentados os voluntários homozigotos para o alelo 2, 
correspondente à base nitrogenada timina. Na cor verde estão apresentados os voluntários 
heterozigotos. 
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A partir desta observação, na Tabela 1 são apresentados o número de 

voluntários (total e separados por sexo) que participaram do presente estudo, 

bem como dados referentes a idade e antropometria deles, tanto no total quanto 

agrupados de acordo com a discriminação alélica. Com base nestes dados, não 

foram encontradas diferenças significativas nesses parâmetros entre os grupos 

de voluntários. 

Tabela 1. Número total e separados por grupos, bem como dados demográficos e antropométricos, apresentados em 
média e desvio padrão (X_±_DP), dos voluntários participantes do presente estudo, tanto no total quanto agrupados 
por discriminação alélica, que foram imunizados com duas doses da vacina CoronaVac para COVID-19. 

 

Variáveis 

Voluntários Valor de p 

Total 

(n=42) 

Alelo-1 (C/C) 

(n=20) 

Alelo-2 (T/T) 

(n=05) 

Alelos-1/2 (C/T) 

(n=17) 
 

Idade (anos) 73,7±4,5 73,9±4,9 72,2±4,4 74,0±4,0 0,722 

Homens (n) 12 4 2 6 

0,439 Mulheres (n) 30 16 3 11 

Proporção H:M 1:2,58 1:4,25 1:1,5 1:1,83 

Altura (m) 1,58±0,10 1,56±0,10 1,61±0,10 1,59±0,12 0,488 

Peso (kg) 64,4±12,7 63,6±12,0 62,9±14,3 65,8±13,6 0,839 

IMC* (kg/m2) 25,7±4,4 26,1±5,0 23,8±3,7 25,7±3,8 0,579 

*IMC – índice de massa corporal 

 

5.2 Análise de IgG específica para os antígenos de SARS-CoV-2 e CMV 

nos voluntários agrupados com base na discriminação alélica 

A Figura 3 apresenta os resultados obtidos na avaliação dos níveis séricos 

de IgG específica tanto para antígenos de SARS-Cov-2 (Figuras 3A e 3B) quanto 

de CMV (Figuras 3C) conforme a discriminação alélica em: Alelo-1 (C/C), Alelo-

2 (T/T) e Alelos-1/2 (C/T).  

A este respeito, foram encontrados maiores níveis séricos de IgG 

específicos para SARS-CoV-2 no momento pós-vacinação do que no momento 

pré-vacinação especificamente no grupo Alelo-1 (Figura 3A, p=0,0269). 

Nenhuma outra diferença estatisticamente significativa foi encontrada.  
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Vale ressaltar que a Figura 3B mostra a dinâmica da resposta de 

anticorpos para antígenos do SARS-CoV-2 nos voluntários agrupados de acordo 

com a discriminação alélica. Em cada figura, o percentual relatado corresponde 

aos voluntários que apresentaram níveis aumentados de IgG pós-vacinação, ou 

seja, os valores da imunogenicidade.  

 

Figura 3. Níveis séricos totais de IgG específicos para antígenos SARS-CoV-2 [D.O. 450nm (A)] 
e CMV [UI/mL (C)], bem como a dinâmica dos níveis séricos de IgG para SARS-CoV-2 (B), antes 
e 30 dias após a imunização com duas dosas da vacina CoronaVac para COVID-19, nos 
voluntários idosos agrupados de acordo com o polimorfismo do gene IFN-lambda 3/4 [Alelo-1 
(C/C), Alelo-2 (T/T) e Alelos-1/2 (heterozigoto, C/T). *  p<0,05 

 

5.3 Análise de anticorpos neutralizantes para os antígenos de SARS-CoV-

2 e CMV nos voluntários agrupados com base na discriminação alélica 

A Figura 4 mostra os resultados obtidos na avaliação dos níveis séricos 

de IgG específicos tanto para antígenos de SARS-Cov-2 (Figura 4A) quanto de 

CMV (Figura 4B), nos grupos de voluntários agrupados de acordo com a 

discriminação alélica em: Alelo-1 (C/C), Alelo-2 (T/T) e Alelos-1/2 (C/T) 

separados em não respondedores (NRE) e respondedores (RE) de acordo com 

os dados obtidos no teste VNT. Conforme pode ser observado, não foram 

encontradas diferenças estatisticamente significativas. Diante disso, vale 
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esclarecer que a apresentação dos próximos resultados não contará com a 

separação dos voluntários nestes subgrupos.  

 

Figura 4. Níveis séricos totais de IgG específicos para antígenos SARS-CoV-2 [D.O. 450nm (A)] 
e CMV [UI/mL (B)], antes e 30 dias após a imunização com duas dosas da vacina CoronaVac 
para COVID-19, nos voluntários idosos agrupados segundo o polimorfismo do gene IFN-lambda 
3/4 [Alelo-1 (C/C), Alelo-2 (T/T) e Alelos-1/2 (heterozigoto, C/T), quando separados de acordo 
com a presença (respondedores - RE) ou ausência (não respondedores - NRE) de anticorpos 
neutralizantes. 

 

5.4 Análise da imunofenotipagem de células T CD4+ e CD8+ 

A Figura 5 mostra as porcentagens de células T CD4+ e T CD8+ tanto 

“naive” (CD28+CD57-, Figura 5A e 5B), quanto duplamente positivas 

(CD28+CD57+, Figura 5C e 5D) e senescentes (CD28-CD57+, Figura 5E e 5F), 

respectivamente, antes e após a administração da segunda dose da vacina 

CoronaVac nos voluntários agrupados de acordo com a discriminação alélica em: 

Alelo-1 (C/C), Alelo-2 (T/T) e Alelos 1/2 (C/ T). Nenhuma diferença significativa 

foi encontrada nestas avaliações. 
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Figura 5. Porcentagens de linfócitos T “naive” (CD28+CD57-), duplamente positivas 
(CD28+CD57+) e senescentes (CD28-CD57+) para o fenótipo CD4+ (A, C e E, respectivamente) 
e CD8+ (B, D e F, respectivamente), antes e 30 dias após a imunização com duas doses da 
vacina CoronaVac para COVID-19, nos voluntários idosos agrupados de acordo com o 
polimorfismo no gene IFN-lambda 3/4 [Alelo-1 (C/C), Alelo-2 (T/T) e Alelos-1/2 (heterozigoto, 
C/T)]. 

 

5.5 Análise da imunofenotipagem dos subtipos de monócitos 

A Figura 6 mostra as porcentagens dos subtipos de monócitos [não 

clássico (CD14+CD16++, Figura 6A), intermediário (CD14++CD16+, Figura 6B) 

e clássico (CD14++CD16-, Figura 6C), antes e após a administração da segunda 

dose da vacina CoronaVac nos voluntários agrupados de acordo com a 

discriminação alélica em: Alelo-1 (C/C), Alelo-2 (T/T) e Alelos-1/2 (C/T). Foram 

observadas menores porcentagens de monócitos não clássicos (Figura 6A) no 

momento pós-vacinação, tanto no grupo homozigoto para o Alelo-1 (p=0,0141) 
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quanto no grupo Alelos-1/2 (p=0,007), do que os valores no momento pré-

vacinação. Interessantemente, foi encontrado um aumento nas porcentagens de 

monócitos intermediários no momento pós-vacinação exclusivamente nos 

voluntários com homozigose para o Alelo-1 em comparação aos valores pré-

vacinação (p=0,017, Figura 6B). Nenhuma outra diferença significativa foi 

encontrada.  

 

Figura 6. Porcentagens de subtipos de monócitos não clássicos (CD14+CD16++, A), 
intermediários (CD14++CD16+, B) e clássicos (CD14++CD16-, C), antes e 30 dias após a 
imunização com duas dosas da vacina CoronaVac para COVID-19, nos voluntários idosos 
agrupados de acordo com o polimorfismo no gene IFN-lambda 3/4 [Alelo-1 (C/C), Alelo-2 (T/T) e 
Alelos-1/2 (heterozigoto, C/T)]. * p<0,05 e ** p<0,01. 

 

5.6 Análise da concentração sérica e modulação de citocinas pró e anti-

inflamatórias 

Na Figura 7 são apresentados os resultados obtidos na avaliação das 

concentrações séricas de citocinas pró-inflamatórias IL-6 (Figura 7A), IL-17 (Figura 7B), 

IFN-α (Figura 7C), IFN-β (Figura 7D), IFN-γ (Figura 7E) e TNF-α (Figura 7F) e a anti-

inflamatória IL-10 (Figuras 7G) antes e 30 dias após a administração da segunda 

dose da vacina CoronaVac nos voluntários agrupados de acordo com a 
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discriminação alélica em: Alelo-1 (C/C), Alelo-2 (T/T) e Alelos-1/2 [heterozigotos 

(C/T)]. 

Níveis séricos mais elevados de IFN-β (Figura 7D) foram observados nos 

voluntários do grupo Alelo-2 (T/T), não apenas no momento pré-vacinação, mas 

também no momento pós-vacinação, do que os valores observados nos 

voluntários dos grupos Alelo-1 (C/C), p=0,0248 e p=0,0206, respectivamente) e 

Alelos-1/2 (C/T, p=0,0305 e p=0,0338, respectivamente).  
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Figura 7. Comparação dos níveis séricos das citocinas pró-inflamatórias IL-6 (A) IL-17 (B), IFN-
α (C) IFN-β (D), IFN -у (E), TNF-α (F) e a anti-inflamatória IL-10 (G), antes e 30 dias após a 
imunização com duas dosas da vacina CoronaVac para COVID-19, nos voluntários idosos 
agrupados de acordo com o polimorfismo em IFN-lambda 3/4 [Alelo 1 (C/C), Alelo 2 (T/T) e Alelos 
1 e 2 (heterozigoto, C/T)]. Os valores são apresentados como mediana e intervalo interquartil. O 
nível de significância foi fixado em 5% (*p<0,05). 

 

5.7 Análise da modulação entre as citocinas pró e anti-inflamatórias 

Na Figura 8 são apresentados os resultados obtidos na avaliação da razão 

entre as citocinas pró-inflamatórias e a citocina anti-inflamatória IL-10 [IL-6/IL-10 

(Figura 8A), IL-17/IL-10 (Figura 8B), IFN-α/IL-10 (Figura 8C), IFN-β/IL-10 (Figura 

8D), IFN-γ/IL-10 (Figura 8E) e TNF-α/IL-10 (Figura 8F), antes e 30 dias após a 

administração da segunda dose da vacina CoronaVac nos voluntários agrupados 

de acordo com a discriminação alélica em Alelo 1 (C/C), Alelo 2 (T/T) e Alelos 1 

e 2 [heterozigotos (C/T)]. 

Da mesma forma que os resultados observados no item anterior, valores 

mais elevados da relação IFN-β/IL-10 (Figura 4D) foram encontrados nos 

voluntários do grupo Alelo-2 (T/T), tanto nos momentos pré quanto pós-

vacinação, do que nos voluntários dos grupos Alelo-1 (C/C, p=0,0050 e 

p=0,0009, respectivamente) e Alelos-1/2 (C/T, p=0,0020 e p<0,0017, 

respectivamente). Além disso, também foi encontrada uma redução significativa 

nos valores da razão IL-6/IL-10 (Figura 4A, p=0,0214) no momento pós-

vacinação nos voluntários do grupo Alelo-2 (T/T) em comparação aos valores 

observados nos momentos pré-vacinação.  
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Figura 8. Análise da razão entre os níveis de citocinas pró e anti-inflamatórias [IL-6/IL-10 (A), IL-
17/IL-10 (B), IFN-α/IL-10 (C), IFN-β/IL-10 (D) e IFN-γ/IL-10 (E) e TNF-α/IL -10 (F), antes e 30 dias 
após a imunização com duas dosas da vacina CoronaVac para COVID-19, nos voluntários idosos 
agrupados de acordo com o polimorfismo em IFN-lambda 3/4 [Alelo-1 (C/C), Alelo-2 (T/T) e 
Alelos-1/2 (heterozigoto, C/T)]. * p<0,05. 

 

5.8 Análise do coeficiente de correlação entre os parâmetros avaliados 

A Tabela 2 apresenta os resultados significativos obtidos na análise do 

coeficiente de correlação de Spearman tendo os níveis de IgG específicos, tanto 

para os antígenos do SARS-CoV-2 quanto do CMV, como principais parâmetros 

avaliados. Exclusivamente o grupo Alelo-1 (C/C) mostrou que os níveis séricos 

de IgG específicos para antígenos SARS-CoV-2 (IgG-COVID-19) apresentaram 

associação negativa com os valores de IMC, principalmente no momento pré-

vacinação, enquanto os valores séricos os níveis de IgG para antígenos de CMV 

(IgG-CMV) foram positivamente associados não apenas a um estado pró-

inflamatório sistêmico, independentemente do momento avaliado, mas também 

à presença de células T senescentes (tanto células T CD4+ quanto células T 

CD8+), no momento pós-vacinação. Em relação ao grupo Alelo-2 (T/T), no 
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momento pré-vacinação, foram encontradas correlações negativas entre os 

níveis séricos de IgG para antígenos SARS-CoV-2 (IgG-COVID-19) e IL-17 ou 

IL-17/IL-10, e TNF- ou TNF-/IL-10, em contraste com correlações positivas 

entre os mesmos anticorpos e os níveis circulantes de IFN- e IFN-, bem como 

as razões IFN-/IL-10 e IFN-/IL-10, enquanto, no momento pós-vacinação, os 

níveis séricos de IgG para antígenos SARS-CoV-2 (IgG-COVID-19) mostraram 

uma correlação positiva com os níveis de IL-10 e uma correlação negativa com 

a percentagem de células T CD8+ senescentes. Por último, o grupo Alelo-1/2 

(heterozigoto, C/T) apresentou, no momento pré-vacinação, apenas uma 

correlação negativa entre os níveis séricos de IgG para antígenos SARS-CoV-2 

(IgG-COVID-19) e as porcentagem de monócitos intermediários, bem como 

correlações positivas entre os níveis sistêmicos desses anticorpos (IgG-COVID-

19) e os níveis circulantes de IL-10 e IFN-, no momento pós-vacinação. 

Tabela 2. Análise do coeficiente de correlação de Spearman entre todos os parâmetros avaliados 
no presente estudo antes (pré-vacinação) e 30 dias após a administração da segunda dose da 
vacina CoronaVac (pós-vacinação) nos grupos de voluntários separados de acordo com a 
discriminação alélica em Alelo-1 (C/C), Alelo-2 (T/T) e Alelos-1/2 (heterozigoto, C/T), 

Grupo Alelo-1 (C/C) 

Parâmetros 
Pré-vacinação 

Parâmetros 
Pós-vacinação 

Valor de r Valor de p Valor de r Valor de p 

IgG-COVID-19 X BMI - 0.450 0.040 IgG-CMV X IFN- 0.554 0.009 

IgG-CMV X IL-17 0.558 0.008 IgG-CMV X IL-6/IL-10 0.475 0.029 

IgG-CMV X IFN- 0.534 0.012 IgG-CMV X IFN-/IL-10 0.697 <0.001 

IgG-CMV X IL-17/IL-10 0.510 0.018 IgG-CMV X linfócitos TCD4+ senescentes 0.655 <0.001 

IgG-CMV X IFN-/IL-10 0.606 0.003 IgG-CMV X linfócitos TCD8+ senescentes 0.675 <0.001 

      

Grupo Alelo-2 (T/T) 

Parâmetros 
Pré-vacinação 

Parâmetros 
Pós-vacinação 

Valor de r Valor de p Valor de r Valor de p 

IgG-COVID-19 X TNF- - 0.995 <0.001 IgG-COVID-19 X IL-10 0.878 0.048 

IgG-COVID-19 X IFN- 0.996 <0.001 IgG-COVID-19 X linfócitos TCD8+ senescentes - 0.886 0.045 

IgG-COVID-19 X IFN- 0.918 0.027    

IgG-COVID-19 X IL-17 - 0.968 0.006    

IgG-COVID-19 X TNF-/IL-10 - 0.999 <0.001    

IgG-COVID-19 X IFN-/IL-10 0.998 <0.001    

IgG-COVID-19 X IFN-/IL-10 0.922 0.025    

IgG-COVID-19 X IL-17/IL-10 - 0.990 0.001    

      

Grupo Alelos-1/2 (C/T) 

Parâmetros 
Pré-vacinação 

Parâmetros 
Pós-vacinação 

Valor de r Valor de p Valor de r Valor de p 

IgG-COVID-19 X Intermediário - 0.528 0.029 IgG-COVID-19 X IL-10 0.513 0.035 

   IgG-COVID-19 X IFN- 0.567 0.017 
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5.9 Análise de regressão linear multivariada 

Além da avaliação do coeficiente de correção acima apresentada, 

também realizamos uma análise de regressão linear multivariada ajustada para 

níveis séricos específicos de IgG para antígenos SARS-CoV-2 (Tabela 3). Nesta 

análise, observou-se que o grupo Alelo-1 (C/C) apresentou efeito significativo do 

IMC, tanto pré quanto pós-vacinação, bem como dos níveis sistêmicos de IL-17 

e IFN-, além das razões de IL-17/IL-10 e IFN-/IL-10, com a resposta de 

anticorpos para vacinação contra COVID-19. Em relação ao grupo Alelo-2 (T/T), 

no momento pré-vacinação, foi encontrado efeito significativo dos valores de 

IgG-CMV, enquanto, no momento pós-vacinação, efeitos significativos com os 

valores de IgG-CMV e a porcentagem de monócitos não clássicos foram 

observadas em relação a resposta de anticorpos para vacinação contra COVID-

19. Finalmente, o grupo Alelo-1/2 (heterozigoto, C/T) apresentou apenas um 

efeito significativo com a idade, no momento pós-vacinação. 

Tabela 3. Resultados referentes à análise de regressão multivariada com ajuste para níveis 
séricos IgG específicos para antígenos SARS-CoV-2, antes (pré-vacinação) e 30 dias após a 
administração da segunda dose da vacina CoronaVac (pós-vacinação) nos grupos de voluntários 
separados de acordo com a discriminação alélica em Alelo-1 (C/C), Alelo-2 (T/T) e Alelos-1/2 
(heterozigoto, C/T), 

Ajuste para IgG específica para antígenos do SARS-CoV-2 

Parâmetros 

Alelo-1 (C/C) 

Pré-vacinação Pós-vacinação 

Valor de  IC* - 95% Valor de p R2 Valor de  IC - 95% Valor de p R2 

IMC −0,03636 −0,0142 a 0,0416 0,0433 0,5496 −0,03849 -0,0673 a -0,00971 0,0124 0,1686 
IL-17 ns ns ns Ns −0,1911 -0,359 a -0,0229 0,0301 0,6288 
IL-17/IL-10 ns ns ns Ns −0,6557 -1,272 a -0,0395 0,0392 0,5796 
IFN-g ns ns ns Ns 0,004449 0,0017 a 0,0072 0,0049 0,8339 
IFN-g/IL-10 ns ns ns Ns 0,01261 0,0037 a 0,0215 0,0102 0,6984 

         

Parâmetros 

Alelo-2 (T/T) 

Pré-vacinação Pós-vacinação 

Valor de  IC - 95% Valor de p R2 Valor de  IC - 95% Valor de p R2 

IgG-CMV -0,03536 -0,0329 a -0,0378 0,0001 0,9998 −0,2331 -0,2727 a -0,1934 0,0003 0,9997 
Não clássicos ns ns ns Ns 6.734 3,774 a 9,695 0,0054 0,9996 

         

Parâmetros 

Alelo-1/2 (C/T) 

Pré-vacinação Pós-vacinação 

Valor de  IC - 95% Valor de p R2 Valor de  IC - 95% Valor de p R2 

Idade ns ns ns ns -0,02826 -0,0585 a -0,00199 0,0379 0,2423 
         

*IC = intervalo de confiança 
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6 DISCUSSÃO 

No presente estudo, foi demonstrado pela primeira vez que idosos 

soropositivos para CMV, quando agrupados de acordo com o polimorfismo do 

gene IFN-lambda 3/4 (rs12979860 C>T), apresentam distinta resposta 

imune/inflamatória após imunização com duas doses da vacina CoronaVac para 

COVID-19. 

Primeiramente, é importante mencionar que, independentemente do 

grupo em que os voluntários se enquadraram, a baixa imunogenicidade 

observada aqui [grupo Alelo-1 (35%), grupo Alelo-2 (40%) e grupo Alelos-1/2 

(35%)] não apenas corrobora a literatura, mas também reforça o efeito prejudicial 

da imunossenescência no contexto da vacinação na população idosa.51–53 

Além disso, como previamente mencionado, os IFNs, particularmente o 

IFN-lambda, apresenta um proeminente efeito sobre vírus, incluindo infecção por 

CMV e SARS-CoV-2. Neste sentido, embora tenha sido demonstrado que a 

menor depuração viral observada em crianças com infecções agudas do trato 

respiratório superior e em indivíduos adultos/idosos infectados pelo SARS-CoV-

2 poderia estar associada a variantes homozigóticas do gene ifnl3/4,54,55 o 

impacto do polimorfismo deste gene no contexto da vacinação para COVID-19, 

particularmente na população idosa, ainda é pouco compreendido. Portanto, 

investigamos aqui os SNPs do gene il28b (rs12979860 C>T), um IFN tipo III,56,57 

e foi possível evidenciar que 20 voluntários (47,6%) apresentaram apenas 

citosina no par de alelos (C/C, grupo Alelo-1), enquanto 5 (11,9%) apresentaram 

apenas timina (T/T, grupo Alelo-2), e 17 (40,5%) apresentaram tanto citosina 

quanto timina (C/T, grupo Alelos-1/2), na região upstream de 3kpb do gene 

il28b.58 Vale salientar que esses achados confirmam nosso estudo anterior, no 

qual o número de idosos que tinham genótipos com a presença de citosina (C/C 

e C/T) era maior do que apenas timina (T/T).40 

Além dessas observações, a avaliação da resposta de IgG específica para 

antígenos SARS-CoV-2 nos grupos de indivíduos idosos participantes mostrou 

aumento significativo nos níveis séricos deste anticorpo, no momento pó-

vacinação, apenas no grupo Alelo-1. Não obstante, o mesmo grupo apresentou 

maior porcentagem de monócitos intermediários e menor porcentagem de 

monócitos não clássicos após a vacinação do que os valores obtidos 
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anteriormente. Além disso, foi evidenciado neste grupo uma correlação negativa 

significativa entre os níveis séricos de IgG específicos para antígenos SARS-

CoV-2 e os valores de IMC pré-vacinação, bem como o estado pró-inflamatório 

sistêmico foi positivamente associado aos níveis séricos de IgG específica para 

antígenos CMV, antes e depois da vacinação para COVID-19. 

Interessantemente, a análise de regressão multivariada ajustada com base nos 

níveis séricos de IgG específicos para antígenos SARS-CoV-2 não apenas 

confirmou o impacto negativo do IMC, mas também revelou um efeito distinto 

dos níveis circulantes de IL-17 e IFN-, bem como suas respectivas razões (IL-

17/IL-10 e IFN-/IL-10). Em relação à resposta de anticorpos tanto à infecção 

quanto à vacinação para COVID-19 em idosos soropositivos para CMV e 

agrupados de acordo com o polimorfismo do gene IFN-lambda 3/4, nosso grupo 

previamente mostrou que idosos homozigotos para o alelo 1 (C/C) apresentaram 

níveis mais altos de IgG específica para antígenos de SARS-CoV-2 8 meses 

após a infecção por SARS-CoV-2 do que aqueles encontrados durante essa 

infecção. Essa observação nos permitiu levantar a hipótese de que esse achado 

estaria associado à correlação negativa observada entre os níveis de IgG 

específica para SARS-CoV-2 e a soropositividade para CMV que foi verificada 

exclusivamente neste grupo de idosos.40 

Tomando por base esses prévios achados, podemos aqui sugerir que os 

níveis elevados de IgG específicos para antígenos do SARS-CoV-2 encontrados 

exclusivamente no grupo Alelo-1 poderiam estar relacionados a um "retardo" na 

indução da resposta imune à vacinação. Para sustentar essa hipótese, 

destacamos que a soropositividade para CMV poderia estar associado a 

influência (in)direta na indução e manutenção de um estado pró-inflamatório 

sistêmico, visto que neste grupo foi evidenciada significativa associação positiva 

entre este estado pró-inflamatório e a soropositividade para CMV. 

Neste contexto, é reconhecido que a infecção crônica pelo CMV está 

intimamente relacionada à sucessivos ciclos de reativação deste vírus ao longo 

da vida, o que leva a um aumento na produção de citocinas pró-inflamatórias, o 

que impacta no estado inflamatório sistêmico59 e também pode prejudicar a 

resposta à vacinação.60 Notavelmente, foi relatado que a exposição subclínica 

ao CMV e sua reativação podem resultar não apenas na indução de em linfócitos 
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TCD4+CD57+ de memória de longo prazo,61 mas também levar a maior 

proporção de linfócitos TCD4+CD28null, o que se correlaciona com reduzida 

resposta à vacinação.60 Esses dados podem supostamente suportar nossos 

achados, pois verificamos correlação positiva entre os níveis séricos de IgG 

específicos para CMV e a proporção de células T senescentes, definidas como 

CD28-CD57+ (tanto para linfócitos TCD4+ quanto TCD8+), exclusivamente no 

grupo Alelo-1 pós-vacinação. Diante disso, especulamos que essas associações 

podem influenciar e, assim, levar a um atraso na resposta imune à COVID-19, 

que inclui a infecção por SARS-CoV-2 e sua vacinação. 

Além destas, outros importantes resultados observados foram as 

associações positivas entre os níveis séricos de IgG específicos para CMV e 

algumas citocinas pró-inflamatórias, como IL-17 e IFN-γ no período pré-

vacinação e TNF-α no período pós-vacinação. Nesse sentido, foi relatado que a 

DNAemia de CMV mostrou-se positivamente correlacionada com níveis séricos 

elevados de IL-17 e que as células de perfil Th17 ativadas neste contexto 

também coexpressaram IFN-γ e/ou TNF-α.62 Além disso, a correlação positiva 

entre os níveis séricos de IgG específicos para CMV e as razões de IL-17/IL-10, 

IFN-γ/IL-10 e IL-6/IL-10 corroboram a literatura que afirma que a presença 

crônica de CMV pode induzir um estado pró-inflamatório,63–65 o que, como 

mencionado acima, pode interferir na resposta imune à vacinação na população 

idosa.66 

Da mesma forma, a combinação da maior porcentagem de monócitos 

intermediários, que podem liberar níveis mais altos de citocinas pró-inflamatórias 

em resposta a produtos microbianos.67 com a porcentagem reduzida de 

monócitos não clássicos, que têm propriedades anti-inflamatórias, pode dar mais 

suporte a sugestão de que o grupo Alelo-1 apresentava um estado sistêmico 

proeminentemente pró-inflamatório, o qual poderia supostamente afetar a 

resposta imune à vacinação para COVID-19. Vale salientar que, de acordo com 

a literatura, não apenas o número e a ativação de todos os subtipos de monócitos 

não são afetados pelo status sorológico relacionado ao CMV,68,69 o que está 

consistente com nossos dados, mas também um aumento no número de todos 

os subtipos de monócitos pode ocorrer com a idade, independentemente do 

sexo.68 É importante notar que, embora os monócitos não sejam facilmente 
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infectados pelo CMV na corrente sanguínea, o vírus pode infectar seus 

precursores na medula óssea e essas células, ao abrigar o vírus, podem servir 

para entregar o vírus a vários locais.70 Além disso, o próprio CMV pode estimular 

monócitos mesmo em sua forma latente, o que pode levar a um aumento nos 

níveis de citocinas pró-inflamatórias circulantes.71–73 

De acordo com a literatura, em particular, os monócitos intermediários 

desempenham um papel central na apresentação de antígenos devido à sua 

maior expressão de MHC classe II e algumas moléculas coestimuladoras, 

especialmente o CD86.74 Nesse contexto, foi relatada uma capacidade notável 

dessas células de apresentar antígenos às células TCD8+.75 Com base nessas 

informações, podemos sugerir que as porcentagens aumentadas de monócitos 

intermediários encontradas no grupo Alelo-1 pós-vacinação provavelmente 

poderiam estar relacionadas à apresentação de antígenos de CMV, o que 

poderia contribuir para gerar um estado pró-inflamatório sistêmico que 

favoreceria esse vírus e, consequentemente, levaria a um atraso na resposta 

imune à infecção e/ou vacinação por SARS-CoV-2, conforme relatado 

anteriormente.40 

Embora o grupo Alelo-1/2 tenha mostrado menor proporção de monócitos 

não clássicos pós-vacinação, de forma semelhante ao grupo Alelo-1. estes 

indivíduos heterozigotos mostraram uma significativa correlação negativa entre 

os níveis séricos de IgG específicos para antígenos do SARS-CoV-2 e as 

porcentagens de monócitos intermediários antes da vacinação, Este último 

achado pode demonstrar que uma adequada resposta imune à COVID-19 ocorre 

num estado inflamatório regulado e pode dar mais suporte a nossa sugestão de 

que a porcentagem aumentada desse subtipo de monócitos pró-inflamatórios, 

observada no grupo Alelo-1, poderia favorecer um estado pró-inflamatório 

sistêmico que interferiria na resposta imune à infecção por SARS-CoV-2 e à 

vacinação em idosos soropositivos para CMV. 

Corroborando essa sugestão de que a inflamação equilibrada pode 

favorecer a resposta imune à COVID-19, uma correlação positiva foi 

demonstrada entre os níveis circulantes de IgG específicos para antígenos do 

SARS-CoV-2 e IL-10 tanto no grupo Alelo-2 quanto no grupo Alelos-1/2. Em 

particular, é consenso que a IL-10 tem marcantes propriedades anti-
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inflamatórias.76 e nosso grupo documentou anteriormente que idosos que 

apresentaram uma melhor resposta de anticorpos à vacinação para gripe não 

apenas apresentaram uma correlação positiva com os níveis circulantes de IL-

10, mas também uma correlação negativa entre os níveis circulantes desta 

citocina e IgG específica para CMV.77 Em relação à última observação, embora 

o grupo Alelos-1/2 não tenha apresentado correlação entre os níveis séricos de 

IgG específica para antígenos do SARS-CoV-2 e CMV, o grupo Alelo-2 

apresentou. Assim, esses achados nos permitem sugerir que a presença de um 

único alelo C no gene IFN-lambda 3/4 pode influenciar parcialmente a resposta 

imune ao SARS-CoV-2 e ao CMV, já que o grupo Alelo-2, o qual é homozigoto 

para os alelos T/T, mostrou que a melhor resposta de anticorpos à infecção e 

vacinação para o SARS-CoV-2 esteve negativamente associada à 

soropositividade para CMV (dados observados na análise de regressão). 

Segundo a literatura, uma menor incidência de infecções ativas por CMV 

e tendência à menor replicação desse vírus tem sido relatadas em indivíduos 

com o genótipo TT do que em indivíduos com o genótipo CC, sugerindo um efeito 

protetor do alelo T (rs12979860) contra a infecção e reativação por CMV.78 Nesse 

sentido, foi levantada a hipótese de que esse efeito protetor do alelo T poderia 

ser pelo menos devido a respostas robustas de células T específicas para CMV.79 

De fato, nossos dados anteriores confirmam essa suposição, pois a melhor 

resposta à vacinação contra o vírus Influenza em idosos soropositivos para CMV 

foi associada tanto ao estado anti-inflamatório sistêmico quanto ao aumento da 

porcentagem de linfócitos T CD8+ “naïve”.77 Embora não tenhamos observado 

nenhuma associação entre a resposta de anticorpos à COVID-19 e linfócitos T 

“naive”, o grupo Alelo-2 mostrou uma significativa correlação negativa entre os 

níveis séricos de IgG específicos para antígenos do SARS-CoV-2 e as 

porcentagens dos linfócitos T CD8+ senescentes, o que pode apoiar a sugestão 

de que o genótipo TT poderia exercer um efeito protetor por meio de respostas 

robustas de células T específicas para CMV, já que a presença e a manutenção 

de linfócitos T senescentes, particularmente T CD8+, é uma característica da 

infecção crônica por CMV80,81 e também prejudica a resposta imunológica à 

vacinação em idosos.82 
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Consistente com esta sugestão de que o genótipo TT pode produzir um 

estado mais protetor contra infecções virais, preferencialmente CMV, o grupo 

Alelos-2 apresentou maiores níveis circulantes de IFN- e uma razão IFN-/IL-

10 aumentada do que demais grupos durante os períodos do estudo. É 

geralmente reconhecido que os IFNs tipo I, como o IFN-, desempenham um 

papel central na resposta imune a infecções virais, incluindo SARS-CoV-2 e 

CMV.83 A este respeito, a resposta imune inata desregulada descrita na COVID-

19 grave foi associada a uma resposta limitada e tardia do IFN tipo I,84 e também 

foi demonstrado que o IFN- pode reduzir a replicação do CMV em células 

semelhantes a macrófagos.85 Interessantemente, uma combinação de IFN-λ e 

IFN- mostrou atividade anti-HCV sinérgica in vitro,86 e foi sugerido que o IFN-λ 

pode ajustar os níveis de IFN-, o qual, em níveis ótimos, controlam a replicação 

viral.87 Essas informações podem sugerir que os níveis mais altos de IFN- 

observados no grupo Alelo-2 podem não apenas ser úteis para controlar a 

infecção por CMV e otimizar a resposta imune contra a infecção por SARS-CoV-

2 e vacinação, mas também mostrar uma possível ligação entre o polimorfismo 

do IFN-lambda e esse IFN tipo I no contexto do estudo. 

Além destes achados, a associação negativa entre os níveis séricos de 

IgG específicos para SARS-CoV-2 e IMC ou idade, os quais são 

reconhecidamente gatilhos pró-inflamatórios, encontrados exclusivamente nos 

grupos Alelo-1 e Alelos-1/2, respectivamente, podem dar mais suporte a nossa 

hipótese de que a presença ou manutenção de um estado pró-inflamatório 

sistêmico pode promover um desequilíbrio no sistema imunológico e, co isso, um 

prejuízo na resposta tanto à infecção pelo SARS-CoV-2,88,89 como também à 

vacinação contra vários patógenos, inclusiva na COVID-19.89,90 

 

 

 

 



45 
 

7 LIMITAÇÕES DO ESTUDO 

Embora o presente estudo tenha obtido relevantes achados, o mesmo 

apresenta algumas limitações, como: 

1) o número discrepante de voluntários entre os grupos de acordo com a 

genotipagem, 20 voluntários apresentaram homozigose para os alelos C/C 

(grupo Alelo-1), 5 voluntários apresentaram homozigose para os alelos T/T 

(grupo Alelo-2) e 17 voluntários apresentaram heterozigose (C/T, grupo Alelos-

1/2). Vale ressaltar que essa discrepância não invalida nossos resultados e, 

aparentemente não impactou na significância estatística deste estudo, pois, 

considerando a frequência dos alelos encontrada, a variabilidade genética 

evidenciada aqui foi semelhante ao observado em nosso prévio estudo, o qual 

mostrou que o número de idosos que apresentavam genótipos com a presença 

de citosina (C/C e C/T) foi maior do que aqueles com apenas timina (T/T) (40); 

2) a impossibilidade de realizar posteriores análises quanto ao impacto do 

polimorfismo do IFN-lambda na imunogenicidade em modelos de vacinas 

homólogas a CoronaVac, ou mesmo de vacinas que utilizaram diferentes 

plataformas tecnológicas para indução da resposta imunológica contra o vírus 

SARS-CoV-2, bem como frente a administração da terceira dose da CoronaVac 

devido à adoção do esquema vacinal heterólogo no país. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



46 
 

8 CONCLUSÃO  

Embora o grupo Alelo-1 (C/C) tenha apresentado maiores níveis séricos 

de IgG específicos para SARS-CoV-2 pós-vacinação, a imunogenicidade e a 

avaliação de anticorpos neutralizantes apresentaram resultados semelhantes 

entre os grupos. Além disso, o grupo Alelo-1 mostrou significativa associação 

com a presença de um estado pró-inflamatório sistêmico e a soropositividade 

para CMV. Tomados em conjunto, esses achados corroboram não apenas nossa 

observação anterior de que indivíduos com Alelo-1 para o gene IFN-lambda 

podem apresentar uma resposta imune tardia ao vírus e/ou vacinação, mas 

também a literatura indicando que o estado sistêmico pró-inflamatório pode ser 

devido ao menor controle da infecção por CMV que ocorre em indivíduos que 

apresentam essa discriminação alélica. 

Por fim, os resultados nos permitem sugerir que a avaliação do genótipo 

IFN-lambda e do estado de infecção por CMV podem ser uteis para identificar 

indivíduos com maior risco de apresentar resposta imune insuficiente à 

vacinação para vírus respiratórios, particularmente o SARS-CoV-2. 
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Apresentação do Projeto: 

Atualmente o mundo está diante de uma pandemia originada pelo novo coronavírus SARS-CoV-2, causador 

da doença denominada como “doença 

de coronavírus-2019” ou COVID-19. Pacientes com COVID-19 podem ser assintomáticos, ou apresentar 

sintomas leves e moderados, os quais não 

necessitam de hospitalização, ou ainda graves, apresentados com ou sem pneumonia. Tem sido 

documentado que a população idosa se apresenta 

não apenas como a população mais afetada, mas também que esta contabiliza o maior número de mortes 

na COVID-19. Estudos sugerem que o 

aumento da taxa de infecção, gravidade e letalidade por SARS-CoV-2 em idosos está associada tanto a 

ocorrência da imunossenescência quanto 

do fenômeno “inflammaging”. Enquanto a imunossenescência se traduz como o declínio acentuado das 

respostas imunes sistêmicas e das 

mucosas, em especial das vias aéreas, associadas ao envelhecimento, o “inflammaging” representa um 

estado inflamatório de baixo grau crônico e 
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sistêmico associado ao envelhecimento. Neste sentido, tem sido proposto que a reativação da infecção pelo 

citomegalovírus (CMV), um herpes 

vírus, pode favorecer o desenvolvimento da imunossenescência, pelo fato deste poder ser um importante 

fator desencadeante do “inflammaging”. 

Diante dessas informações, este estudo objetiva investigar o impacto da co-infecção pelo SARS-CoV-2 e 

CMV sobre as respostas 

imunes/inflamatórias tanto sistêmica quanto das das vias aéreas superiores em indivíduos idosos. Para isso, 

serão convidados a participar deste 

estudo 120 idosos de ambos os sexos, com idades entre 60 e 85 anos com confirmação da infecção pelo 

SARS-CoV-2 e CMV. Amostras de “swab” 

nasofaríngea, saliva e sangue serão obtidas em dois momentos (fase aguda da doença e na cura) de 

diferentes grupos de voluntários: 30 amostras 

de pacientes com sintomatologia leve; 30 amostras de pacientes com sintomatologia moderada; 30 

amostras de pacientes com sintomatologia grave 

da doença e 30 amostras de indivíduos idosos sem a manifestação de sintomas respiratórios e com 

diagnóstico negativo para COVID-19 e CMV. As 

amostras serão utilizadas para confirmação da presença da infecção por SARS-CoV-2 e pelo CMV, além da 

avaliação da carga viral, das 

concentrações de imunoglobulinas A, M e G especificas para o SARS-CoV-2, de IgG específicas para o 

CMV, das citocinas, dos peptídeos 

antimicrobianos e dos leucócitos totais, bem como do perfil de ativação de linfócito T e B relacionados a 

COVID-19 e reativos para CMV, do perfil 

lipídico e glicêmico e para genotipagem para o polimorfismo no gene IFN-lambda4. 

Objetivo da Pesquisa: 

Avaliar o impacto da co-infecção pelo SARS-CoV-2 e citomegalovírus (CMV) sobre as respostas 

imunes/inflamatórias sistêmica e das vias aéreas 

superiores em indivíduos idosos. 

Avaliação dos Riscos e Benefícios: 

Riscos: 

Os riscos decorrentes de sua participação na pesquisa são mínimos, podendo haver pequeno desconforto 

no momento da coleta das amostras de 

material biológico, como, por exemplo, formação de pequeno hematoma (mancha roxa) no momento de 

coleta de sangue. Além disso, a 
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manifestação de constrangimento ao se expor durante a realização da coleta de material biológico ou 

mesmo alterações na autoestima provocadas 

pela evocação de memórias sobre sua condição clínica podem configurar-se como menor risco. Será 

garantido sigilo a respeito dos nomes e dos 

resultados individuais de cada participante, sendo os dados obtidos neste estudo agrupados para confecção 

dos relatórios, trabalhos de conclusão 

de curso, dissertações e artigos científicos. Todos os voluntários terão acompanhamento clínico pelos 

médicos geriatras colaboradores do estudo, 

com total acesso aos respectivos resultados. 

Benefícios: 

A participação dos voluntários no estudo permitirá não apenas aumentar a compreensão de como se dão as 

alterações nas respostas imunes e 

inflamatórias do idoso infectado pelo CMV e acometido pela COVID-19, mas também poderá favorecer a 

implantação de novas estratégias de 

promoção de saúde para esta população. 

Comentários e Considerações sobre a Pesquisa: 

Para o desenvolvimento do projeto pretendemos convidar, por adesão voluntária, 120 pacientes idosos de 

ambos os sexos, com idades entre 60 e 

85 anos que tenham confirmação da infecção tanto pelo SARS-CoV-2 quanto por CMV. Todos os 

participantes serão recrutados e selecionados 

junto a Disciplina de Geriatria e Gerontologia da Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP), com auxílio 

do médico geriatra e colaborador do 

estudo. Vale salientar que todas as informações relacionadas ao projeto serão discutidas com todos os 

pacientes e/ou seus representantes legais e 

aqueles que manifestarem interesse em participar do estudo serão orientados a assinar o Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), já 

aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade de Santo Amaro (UNISA). O estudo seguirá as 

orientações da Declaração de 

Helsinque. Amostras de “swab” nasofaríngea, saliva e sangue serão obtidas dos participantes do presente 

estudo em dois momentos: fase aguda da 

doença e na cura, de diferentes grupos de pacientes com COVID-19, ou seja: 30 amostras de pacientes 

com sintomatologia leve, 30 amostras de 

pacientes com sintomatologia moderada e,outras 30 amostras de pacientes com sintomatologia 
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grave da doença. Como controle propõe-se utilizar 30 amostras de indivíduos idosos sem a 

manifestação de sintomas respiratórios e com diagnóstico negativo para COVID-19 e CMV. As amostras 

obtidas serão utilizadas para confirmação 

da presença da infecção por SARS-CoV-2 e pelo CMV, além da avaliação da carga viral através do método 

de Charité e sequenciamento viral. Já, a 

avaliação das concentrações das imunoglobulinas A, M e G especificas para o SARS-CoV-2, bem como de 

IgG específicas para o CMV se dará 

através de testes de ELISAs tanto por kits comerciais quanto por "in house". Para determinação dos níveis 

de citocinas será utilizado kits multiplex 

que serão analisados por citometria de fluxo. Os níveis dos peptídeos antimicrobianos serão determinados 

através de kits comerciais de ELISAs. A 

avaliação do hemograma será realizado através de sistema semi-automatizado com destaque para a 

contagem de leucócitos totais e 

subpopulações, sendo que a determinação da imunofenotipagem específica do perfil de ativação de linfócito 

T e B relacionados a COVID-19 e 

reativos para CMV será realizada por citometria de fluxo. Propõe-se avaliar também o perfil lipídico e 

glicêmico dos participantes por kits 

colorimétricos comerciais. Por fim será averigurado, por genotipagem, o polimorfismo no gene IFN-lambda4. 
 

 
Considerações sobre os Termos de apresentação obrigatória: 

- Folha de rosto: adequada; 

- Riscos e benefícios: adequados; 

- Metodologia: adequada; 

- TCLE: adequado; 

- Carta de anuência: assinada; 

- Instrumentos de coleta: adequados. 

- Apreciação da CONEP: favorável ao CEP/UNISA. 

Conclusões ou Pendências e Lista de Inadequações: 

- Aprovado. 

Considerações Finais a critério do CEP: 
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Endereço:  Rua Profº Enéas de Siqueira Neto, 340 

Bairro: Jardim das Imbuias CEP: 02.450-000 

UF: SP 

Telefone: 

Município: 

(11)2141-8687 

SAO PAULO 

E-mail: pesquisaunisa@unisa.br 

Continuação do Parecer: 4.350.476 

 
Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados: 

 

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situação 

Informações Básicas PB_INFORMAÇÕES_BÁSICAS_DO_P 01/10/2020  Aceito 
do Projeto ROJETO_1580030.pdf 08:10:47  

Outros Respostas_ao_assessor_CEP_UNSA_2 22/08/2020 Andre Luis Lacerda Aceito 
 .pdf 14:49:44 Bachi  

TCLE / Termos de TCLE_UNISA.pdf 22/08/2020 Andre Luis Lacerda Aceito 
Assentimento /  14:38:20 Bachi  

Justificativa de     

Ausência     

Outros Instrumento_AGA.pdf 30/07/2020 Andre Luis Lacerda Aceito 
  16:29:28 Bachi  

Projeto Detalhado / Projeto_COVID_CMV_UNISA.pdf 30/07/2020 Andre Luis Lacerda Aceito 
Brochura  16:23:59 Bachi  

Investigador     

Folha de Rosto FolhaRosto_Andre.pdf 19/06/2020 Andre Luis Lacerda Aceito 
  21:07:57 Bachi  

Outros Cartas_Plataforma_Brasil.pdf 19/06/2020 Andre Luis Lacerda Aceito 
  17:11:25 Bachi  

 

 
Situação do Parecer: 

Aprovado 

Necessita Apreciação da CONEP: 

Não 

SAO PAULO, 20 de Outubro de 2020 

 

Assinado por: 

Ana Paula Ribeiro 

(Coordenador(a)) 
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