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RESUMO

O citomegalovirus humano (HCMV) ou herpes virus humano tipo 5 (HHV-5) é um virus
altamente prevalente na espécie humana, sendo endémico em todo o mundo, estando
envolvido em inimeras doencas leves ou severas. Apos a primeira infeccdo, o HCMV
permanece em estado de laténcia no hospedeiro, a partir do qual pode ser reativado
guando ocorre uma baixa na resposta imunoldgica ou em situacdes de estresse. Estudos
recentes indicam que o processo inflamatério pode estar associado a reativacdo do HCMV
no hospedeiro. A obesidade € um problema mundial relacionado a um quadro inflamatorio
cronico e subclinico, devido a producdo de citocinas e células com perfil inflamatorio,
predispondo pacientes obesos ao desenvolvimento de uma série de doencas cronicas.
Um individuo obeso, e no curso de uma reativacdo de HCMV pode apresentar
caracteristicas diferenciadas no processo inflamatoério, caracterizadas por um sinergismo
da reposta antiviral e inflamacdo. Assim, nesse estudo foi realizada uma analise da
soropositividade para HCMV em individuos com diferentes niveis de sobrepeso, e sua
relacdo com pardmetros bioquimicos, inflamatérios e os marcadores fenotipicos de
ativacao linfocitaria. O projeto foi aprovado pelo comité de ética da UFCSPA com o
namero 63282416.6.0000.5345. Os dados foram obtidos a partir de um banco de dados
com 113 individuos que foram classificados em eutréficos, sobrepeso e obesos de acordo
com o IMC. Todos os participantes eram do sexo masculino com média de idade de 34,72
anos. Foram avaliados dados relacionados ao perfil bioquimico como glicose,
triglicerideos, colesterol, HDL e LDL ao perfil fenotipico de células T de acordo com os
marcadores+, CD4, CD8, CD4+CD25+CD39+, CD4+CD25-CD39+, CD8+CD27+CD28+,
CD8+CD27-CD28-0Os resultados indicam que a presenca do HCMV contribui para um
aumento na frequéncia das células T de memodria altamente diferenciadas, com fenétipo
senescente, os individuos com sobrepeso e obesidade.



ABSTRACT

The human cytomegalovirus (HCMV) or human herpes virus type 5 (HHV-5) is a highly
prevalent virus in humans and is endemic worldwide, involved in numerous mild or severe
diseases. After the first infection, HCMV remains in a state of latency in the host, which
can be reactivated when there is a drop in the immune response or stressful situations.
Recent studies indicate that the inflammatory process may be associated with HCMV
reactivation in the host. Obesity is a worldwide problem related to a chronic and subclinical
inflammatory condition due to the production of molecules and cells with an inflammatory
profile, predisposing obese patients to develop a series of chronic diseases. An obese
individual during HCMV reactivation may present different characteristics in the
inflammatory process, characterized by synergism of antiviral response and inflammation.
Therefore, this study analyzed HCMV seropositivity in individuals with varying levels of
overweight and its relationship with biochemical and inflammatory parameters and
phenotypic markers of lymphocyte activation. UFCSPA Ethics Council approved the
project under the number 63282416.6.0000.5345. The data was obtained from a database
of 113 individuals classified as eutrophic, overweight, and obese according to BMI. All
participants were male, with a mean age of 34.72 years. Data related to the biochemical
profile such as glucose, triglycerides, cholesterol, HDL, and LDL and the phenotypic profile
of T cells according to markers+, CD4, CD8, CD4+CD25+CD39+, CD4+CD25-CD39+,
CD8+CD27+CD28+, CD8+CD27-CD28- were evaluated. The results indicate that the
presence of HCMV contributes to the increasing in the frequency of highly differentiated
memory T cells with senescent phenotype, in overweight and obese individuals.
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TLR9 - Receptor do tipo Toll 9
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TNF-a - Fator de necrose tumoral alfa

Trems - Células T residentes de memoria
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Prezado leitor,

Essa dissertacao seré apresentada no formato de artigo cientifico. A primeira parte
€ constituida por uma revisdo bibliografica dos aspectos epidemiolégicos e
fisiopatoldgicos da obesidade, com énfase no processo inflamatorio e . Na segunda parte
foi adicionado o manuscrito Anti-herpetic activity evaluation of Salvia uliginosa exudate
and Icetexone diterpene, conforme normas estruturais da revista cientifica Phytomedicine
(normas no link abaixo). A terceira parte € constituida pela discussdo com informacdes

adicionais, ndo apresentadas no artigo, e concluséo final.



1 INTRODUCAO

1.1 Obesidade: epidemiologia etiologia

Nos anos 80, a obesidade comecgou a tomar relevancia e destaque como um
importante problema de saude publica, no que diz respeito aos aspectos sdcio culturais,
demograficos e epidemiolégicos (1). Desde entdo, a América Latina vem passando por
transformacdes epidemiologias e nutricionais, demonstrando um aumento na populacao
de individuos com sobrepeso e obesidade. Acredita-se que esta mudanca no indice de
massa corporal (IMC) esteja relacionada a mudancas sOcio culturais, como
industrializacdo, sedentarismo e habitos alimentares (2).

A medida de massa corporal, juntamente com a distribuicdo de gordura, tem-se
demonstrado como um forte preditivo de satde. O IMC é calculado pela divisdo do peso
(em kg) pela altura (em metros) elevada ao quadrado, kg/m2, sendo o calculo mais usado
para avaliacdo da adiposidade corporal. Convenciona-se chamar como excesso de peso
o IMC maior ou igual a 25 kg/m2 e este excesso de peso pode ser dividido em sobrepeso,
qguando o IMC esta entre 25 a 29,9 kg/m2 e obesidade quando o IMC é maior ou igual a
30 kg/mz (3).

A obesidade é definida como uma condicdo em que a massa corporal encontra-se
desproporcional para a altura, com acumulo excessivo de tecido adiposo associado a um
estilo de vida sedentario e consumo energético excessivo. No entanto, a etiologia da
obesidade é complexa e multifatorial, resultando da interacdo de genes, ambiente, estilos
de vida e fatores emocionais (4).

No Brasil, a obesidade aumentou 72% nos ultimos anos. Dados de 2006
estimaram que em torno de 11,8% da populacdo era obesa, jA em 2019 esse percentual
foi para 20,3%. A frequéncia entre os géneros € semelhante (homens 57,1% e mulheres
53,9 para excesso de peso e 18,7% e 20,7% para obesidade respectivamente). De acordo
com o estudo publicado por Vigitel, as maiores frequéncias de excesso de peso sao
observadas entre homens, na cidade de Campo Grande (63,7%) e Porto Alegre (63%),
enquanto as menores frequéncias de excesso de peso, entre homens, ocorrem em
Salvador (47,2%) e Vitoria (50,6%). A frequéncia dessa condicdo aumenta com a idade
até os 44 anos e apresenta relacdo com menor nivel de escolaridade. Entre as mulheres,
a frequéncia do excesso de peso aumenta com a idade até os 64 anos e diminui

notavelmente com o aumento da escolaridade (5).



Por fim, quando se considera aspectos especificos da saude do individuo, a
obesidade esta relacionada com diversas alteracfes celulares, hormonais e fisiolégicas.
Entre as alteracdes a manutencdo de um estado inflamatério crénico de baixo grau se
destaca quando se relaciona com as comorbidades associadas como doencas
cardiovasculares, diabetes e cancer (6). Assim, existe uma correlagdo forte entre o

acumulo e gordura e o estado inflamatoério do individuo.

1.2 Inflamacao

A resposta inflamatéria € um processo fisiolégico de protecéo ao organismo frente
a uma infeccdo, injuria tecidual ou mau funcionamento de um 6érgdo ou tecido.
Caracteriza-se por um processo complexo de adaptacdo e recuperacao frente as
agressdes que podem variar de agentes biolégicos a traumas mecéanicos. O objetivo do
processo inflamatorio € o de eliminar o agente patogénico, ou sinalizar um dano asséptico,
reparar o dano tecidual ou uma adaptacdo ao estresse gerado para o reestabelecimento
da homeostase (7). A inflamacéo, de acordo com o seu tempo de resolucéo € classificada
em aguda ou crbnica, sendo que elas também se diferenciam-se quanto aos seus
aspectos de sinalizagdo e mediadores (8).

A inflamacéo é caracterizada pelo acumulo de leucdcitos, proteinas plasmaticas e
fluidos derivados do sangue na regido extravascular, apés um estimulo. O processo
inflamatério inicia apds o reconhecimento da infeccdo ou dano por células residentes
como macréfagos e mastocitos, os quais liberam citocinas que conduzem a dindmica da
inflamacédo. Os indutores do processo inflamatorio podem ser exdégenos ou enddégenos.
Os exdgenos sao microrganismos, produtos de origem microbiana — padrées moleculares
associados a patdgenos (PAMPSs), ou alérgenos (9). Por outro lado, os enddégenos podem
ser produtos resultantes do dano e estresse celular, assim como mal funcionamento de
orgaos ou tecidos. J4 os DAMPs (Padrdao Molecular Associado ao Dano) pode ter origem
a partir de sinais liberados pelo estresse, células mortas, proteinas intracelulares como a
high mobility group box-1 (HMGB-1), acido urico, ATP e K+ extracelular, sdo todos
exemplos de indutores endogenos (10).

Sequencialmente, ap0s a ativacdo por um indutor exdgeno ou enddgeno sdo
liberados os mediadores da resposta inflamatéria. Esses mediadores sinalizam e
orquestram o sistema de forma a promover alteragdes celulares funcionais e a migracao
de elementos para a resposta. Eles podem ser classificados em sete grupos, de acordo

com suas propriedades bioquimicas: aminas vasoativas, peptideos vasoativos,



fragmentos do sistema complemento, mediadores lipidicos, citocinas, quimiocinas e
enzimas proteoliticas. Como exemplo de aminas vasoativas pode-se citar a histamina e a
serotonina, como mediadores lipidicos sdo encontrados os ecosandides, o fator ativador
de plaquetas e os derivados do acido araquiddnico, no grupo de citocinas com ac¢ao na
inflamag&o encontram-se a IL-13, o TNF-a e IL-6, principalmente, e como quimiocinas
pode-se destacar a CXCL-8 e o RANTES, ja dentre as enzimas proteoliticas destacam-
se as metaloproteinases, catepsinas e elastinas (7).

Sequencialmente, apds a liberagdo dos primeiros mediadores inflamatorios
produzidos ocorre o recrutamento e ativacdo de células do sistema imunoldgico. Na
infamacado, os neutréfilos sdo as primeiras células a cruzarem o vaso por migracao
endotelial. Eles fazem fagocitose e produzem espécies reativas de oxigénio, que servem
como agentes de combate ao agressor, entretanto também séo deletérios para o individuo
(11). Se os neutroéfilos ndo conseguirem resolver o processo eles morrem por apoptose.
Neste momento, entram em acao 0os macrofagos, que sao células que fazem fagocitose,
produzem mais citocinas inflamatorias e tém a capacidade de apresentar antigenos para
os linfécitos T. Os macréfagos que sao inicialmente induzidos nesse processo sao
denominados de classicos ou M1, essas células produzem citocinas inflamatorias, e
passam a expressar moléculas co-estimulatérias CD80 e CD86. Eles tém um papel
resolutivo ao ataque ou injuria tecidual. Uma vez que o agente agressor € removido ou
resolvido, a sinalizacao local modifica o padrao das citocinas passando para um perfil anti-
inflamatério como IL-4 e IL-10. O macréfago aumenta a producédo de arginase-1 e receptor
de manose (CD206), assumindo um fenaétipo alternativo, denominado M2. Os macréfagos
M2 tém uma funcéo de reconstituir os danos locais causados pela acdo de neutrofilos,
macréfagos e o agente agressor, caracterizando o fim do processo inflamatério (12,13).
Na figura 1 é apresentada uma representacdo esquematica dos eventos envolvidos no

processo inflamatorio.
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Figura 1: Sequéncia de eventos do processo inflamatério. O reparo de um dano a
barreira epitelial € um processo complexo e organizado por células residentes, o
recrutamento de células imunes, que juntamente contribuem para a defesa do tecido,
ligado intimamente com a homeostase e restauracdo de uma injaria. O momento 1 da
figura representa uma situacdo de homeostase, com fluxo regular de células. No momento
2 é dada a injuria, representada pelo bisel de uma agulha, acimulo de elementos externos
como bactérias e outros microrganismos. Os neutrdfilos sdo os primeiros a responderem
ao dano na pele. Eliminam as bactérias presentes no sitio da injaria limitando a infeccéo,
secretam TNF-q, estimulando a proliferagao de fibroblastos e angiogénese. No momento
3 tem-se um feedback positivo, sinalizado por citocinas inflamatérias, resultando em
moléculas para reparo tecidual obtido através do resultado da ativacdo de linfécitos,
associados a macrofagos e neutrofilos, acelerando a resolugéo da inflamacéo no sitio da
injaria. No momento 4 estéo presentes 0s sinais pro-reparo, sinalizam para os macréfagos
assumirem uma polarizacdo para fendtipo M2, limpando neutréfilos apoptéticos e
particulas utilizadas como feedback, na intencdo de suprimir o recrutamento de outros
neutrofilos. Ocorre a secrecdo de TGF-f3, estimulando a diferenciacéo de fibroblastos em
miofibroblastos, responsaveis pela producdo de colageno, sendo assim capaz de dar
suporte estrutural para a cura e reconstrucdo do epitélio. Fonte: imagem do préprio autor
montada no Biorender.



1.3 Obesidade e inflamacéo

Até a década de 60, o tecido adiposo era considerado meramente um depadsito de
energia no organismo. A descoberta de que vias metabdlicas do tecido adiposo eram
muito ativas e que poderiam ser estimuladas/inibidas no estado alimentado e jejum, por
alteracdes hormonais e neurais, modificou este conceito. Em 1990, Friedman e
colaboradores descobriram a primeira citocina derivada dos adipdcitos, a leptina, que atua
em resposta as mudancas no estado nutricional do individuo, Atualmente, € bem descrito
o papel do tecido adiposo como secretor de hormdnios e citocinas além de metabdlitos
gue controlam o equilibrio energético sistémico (14,15). Como citado anteriormente, a
obesidade é acompanhada de um estado inflamat6rio sistémico de baixo grau leve ou
cronico (4), isso se deve a capacidade do tecido adiposo em secretar substancias que
contribuem para o estado inflamatério. De maneira natural, os adipdcitos expandem em
tamanho e numero para armazenar lipidios. No entanto, na ocorréncia de balanco
energético positivo sustentado a longo prazo, essas células atingem um limite de
expansdao. Esta situacao cria estresse sobre os adipdcitos, e em resposta a esta condigéo,
inicia-se a inflamacao. Os iniciadores desta inflamacéo ainda sao pouco compreendidos,
no entanto estudos revelam potenciais mecanismos que explicam este cenario (16,17). A
liberacéo de citocinas e interleucinas pré-inflamatérias, como o Fator de Necrose Tumoral
alfa (TNF-a), interleucina-6 (IL-6) e interleucina 1 beta (IL-13) j& foi descrita no tecido
adiposo (16,18). O tecido adiposo magro € caracterizado pela presenca de componentes
imunes como as células T auxiliares 2 (Th2) e macréfagos M2, de fendtipo anti-
inflamatorio. Ja& no tecido adiposo obeso, ocorre presenca predominante de células T
auxiliares 1 (Th1) e macrofagos M1. A presenca de macréfagos M1 é caracteristica do
tecido adiposo, e se comportam de maneira diferente que macréfagos M2, pois
apresentam a expressdo amplificada de genes que codificam proteinas envolvidas no
metabolismo dos lipidios, além disso essas células estao fortemente envolvidas com o
desenvolvimento de resisténcia a insulina (RI) e sindrome metabdlica (SM) (19,20).
Situacbes como a hipoxia e a necrose tecidual, originadas na obesidade, devido ao
aumento dos adipdcitos, contribuem para o processo de sinalizacéo e recrutamento dos
macrofagos e sua polarizagdo para M1, tornando um estimulo constante de ativacao,
fazendo com que citocinas inflamatorias sejam secretadas continuamente (21). Um
esquema de como estes fatores se relacionam para o desenvolvimento da resisténcia a

insulina esta apresentado na Figura 2.
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Na obesidade, ocorre a presenca de componentes inflamatorios, que séo
compartilhados com maioria das doencas cronicas, sendo a ligacéo do tecido adiposo e 0
sistema imune a chave para a inflamacéo crénica (22). A presenca TNF-a, IL-6, ou
proteina C reativa (PCR), em niveis alterados, sdo caracterizados como marcadores de
inflamacgao presentes na obesidade, bem como em sobrepeso (23). Estes marcadores
inflamatodrios também estdo correlacionados a RI, sindrome metabdlica e chances
aumentadas de eventos cardiovasculares (24). Os adipdcitos dividem a origem
embriondria  com células imunoldgicas(22). Recentemente, células imaturas
hematopoiéticas foram encontradas no tecido adiposo, sugerindo um local comum para
amadurecimento e especializagcdo desses precursores celulares(25). Essas
caracteristicas indicam uma estreita relacdo entre os adipdcitos e o0 sistema
hematopoiético, o que indica que essas células podem ter funcBes e sinalizacbes
complementares ou semelhantes(26). Os adipécitos tém protagonismo no processo de
RI, uma vez que a hipertrofia dessas células, ou aumento de sua quantidade, resulta em
mais acidos graxos locais, aumentando o dano tecidual, bem como condicGes
desfavoraveis, como a hipdxia. Esses, eventos podem resultar em processo inflamatério
cronico, que por sua vez estimula a acdo coadjuvante dos macrofagos M1,
proporcionando a producédo de mais citocinas pré-inflamatérias, dando feedback positivo
para producao de mais inflamacao e RI (27,28).

Além de doencas cronicas nao-transmissiveis (DCNT), como DM2, Rl e doencas
cardiovasculares (DCV), o tecido adiposo inflamado contribui para uma maior
susceptibilidade a infec¢Bes virais e bacterianas, como por exemplo, o HCMV (29).
Adipécitos infectados in vitro com CMV aumentam a producgdo de IL-6, o que contribui
para o estado inflamatério de baixo grau (30). Nesse contexto, a migracéo de células para
o sitio da inflamacao, aumento da expresséao de alguns receptores celulares e entrada de
células em ciclo celular, também proposta pela inflamacéo, pode facilitar a entrada e a

reproducao viral.
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Figura 2: Resisténcia ainsulina mediada por adipécitos: Em uma situacao de
hipertrofia do adipdcito (1), h4 um aumento de secrecao de adipocinas, citocinas e acidos
graxos (2), o que afeta a atividade dos macrofagos (3), neste contexto, isso proporciona
o0 aumento de citocinas pré-inflamatorias (4) que estimulam a lipélise dos adipocitos (5).
Os adipécitos sédo desafiados a hipoxia (6) e estresse celular (7), aumentando a resposta
inflamatéria no local (8) com isso gerando uma disfuncdo do adipécito, bem como
alteracdes metabdlicas, especialmente RI (9). Fonte: imagem do proprio autor montada
no Biorender.

1.4 Citomegalovirus

O HCMV, também denominado herpesvirus humano tipo 5 (HHV-5) (31), utiliza o
ser humano como hospedeiro natural, ele se apresenta de forma crbnica/latente em
individuos imunocompetentes, e de forma aguda nos imunodeprimidos (32). Esse virus
possui afinidade especial pelas glandulas salivares e endocrinas, e pode infectar diversos
orgaos (pulmdes, figado, pancreas, rins e cérebro), resultando no desenvolvimento de
inclusdes nucleares caracteristicas (inclusfes citomegalicas). Estima-se que 83% da
populacdo mundial seja soropositiva para HCMV, sendo que a taxa mais alta de
prevaléncia ocorre na regido do mediterraneo oriental, 90%, e a mais baixa na regiao
europeia, de aproximadamente 66% (33). Uma revisdo mais completa, realizada por
Cannon, Schimidit e Hyde mostrou que mulheres, principalmente as ndo brancas, e

pessoas com baixo nivel econémico, apresentam maior probabilidade de soropositividade
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para HCMV(34). Recentemente um estudo avaliou a soroprevaléncia de HCMV no Brasil
a partir de diferentes grupos de individuos (gestantes, neonatos, pacientes pediatricos,
transplantados, e doadores de Orgaos), mostrando que a menor soroprevaléncia
encontrada é de 70,4% e a maior de 96,4% nos diferentes grupos avaliados. Entretanto,
muitas pessoas desconhecem o seu estado sorolégico para HCMV, estando incluidos
grupos que em a infeccéo por esse virus pode ser prejudicial (35,36).

Os HCMVs pertencem a familia Herpesviridae, subfamilia Betaherpesvirinae,
género citomegalovirus. Seu genoma é constituido por DNA, inserido em um capsisdeo
icosaédrico. A particula viral completa tem um diametro que varia de 120 a 250nm. O
material genético consiste em uma molécula de DNA de fita dupla linear, ndo segmentado,
medindo entre 196 e 241 kpb, com conteudo G/C em torno de 57% e namero estimado
de 252 sequéncias de leitura aberta (open reading frame - ORFs ) (37). Ele utiliza as
glicoproteinas de envelope gH/gL, que se ligam a integrinas nas células, e gB, que se liga
no receptor EGFPR (38). Esses virus podem infectar fibroblastos, mondcitos, macréfagos
e células endoteliais, tendo preferéncia por células de 6rgaos endocrinos. Apos a infecgéo,
o hospedeiro pode apresentar sintomas leves como dor de cabeca e febre, as vezes
faringite e linfadenopatia, caracterizando um quadro de mononucleose like. Na maioria
das infec¢des por HCMV em individuos imunocompetentes o quadro é assintomatico. A
patogénese do virus € mais severa em individuos imunocomprometidos, aumentando a
mortalidade e morbidade da doenca. As complicagbes podem ser severas como,
pneumonia, hepatite, retinite e encefalite (39). Dentro deste quadro de imunossupressao
os individuos que utilizam medicamentos imunossupressores, como 0 caso de
transplantados, pacientes com cancer ou individuos com SIDA, podem apresentar mais
recidivas virais (40). Esse virus também é capaz de infectar o neonatos, resultado da
infeccéo intrauterina ou no momento do parto (41).

A relevancia da patogenia do HCMV é dada pelo espectro de susceptibilidade dos
diferentes tipos celulares (42). Do ponto de vista da biologia, o tropismo pelo tipo celular
pode definir, quais células alvo em que os virus irdo ter éxito na reproducdo. A
disseminacao do HCMV é dada por meio da via hematogénica, quando esse virus infecta
leucocitos, principalmente os granulécitos. Uma das formas de prevencdo para
disseminacdo de infecgbes por meio de transfusbes sanguineas é a realizacdo da
desleucocitacdo (43). As células endoteliais vasculares funcionam como principais
hospedeiras desse virus, sendo que a partir delas ocorre a disseminacao para outros

orgaos. O HCMV pode infectar fibroblastos por meio da fusdo de suas glicoproteinas com
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membrana plasmatica em pH neutro, por meio dos trimeros gH/gL/gO com o receptor do
fator de crescimento alfa derivado de plaquetas (PDGFRa). A partir desse mecanismo,
existe a possibilidade de replicacdo viral em inUmeros 6rgaos do corpo, como as
glandulas suprarenais, medula 6ssea, coragao, rins, pancreas e outros(44). A infeccao de
células endoteliais e epiteliais pelo HCMV ocorre pela ligagdo do pentamero gH/gL na
proteina de superficie neutropilin-2 (Nrp2), ativando o processo de endocitose pH
dependente, em ambos processos a glicoproteina B funciona como auxiliar para a libracao
do capsideo e proteinas do tegumento no citoplasma (45,46). Em células mieloides, a
entrada do HCMV envolve processo de macropinocitose na qual ele também pode
estabelecer laténcia [42]. O sucesso no estabelecimento da laténcia nessas células é
dependente da efetividade de silenciar a expressao dos genes imediatos do virus.

As células dendriticas (DCs) apresentam uma biologia complexa, e podem
desempenhar atividades que proporcionam tanto a patogénese viral como acéo antiviral.
DCs imaturas residentes na mucosa e na superficie da epiderme, quando infectadas pelo
HCMV, podem permitir a evasdo do virus, servindo como reservatorios temporarios (48).
Por outro lado, apés a endocitose e processamento viral por DCs maduras, elas podem
pode processar proteinas virais e apresentar os epitopos para os MHC de classe | e II,

orquestrando o inicio de uma resposta imunolégica adaptativa resolutiva ou protetora (49).

1.5 Imunidade ao HCMV

A primeira linha de defesa contra uma infec¢éo é a pele, uma vez rompida essa
barreira, as células de langherans e macrofagos presentes na derme podem capturar o
agente invasor, dando inicio a resposta imune (50). Sequencialmente, iniGmeros
receptores ancorados na membrana das células ou localizados no interior do citoplasma
sdo acionados por estruturas especificas dos patdgenos, entre eles, os virus. Os
Receptores do tipo Toll (TLRs) tém sido caracterizados como importantes elementos na
resposta imune contra o HCMV, particularmente os receptores TLR2, TLR4 e TLR9
(51,52). O TLR 2 pode funcionar como um sensor direto da presenca do HCMV durante a
resposta imune inata. Mecanisticamente, as glicoproteinas gB e gH do virus ligam-se no
TLR2 ou no heterodimero TLR2/TLR1 ativam uma via de inducéo do fator de transcricao
kKB (NFkB) e como consequéncia da ativacao deste fator de transcricdo ocorre a producao
de citocinas inflamatoérias, especialmente IL-6 e CXCL-8 (53). Adicionalmente, alguns

estudos indicam que a ativagédo dos TLRs, especialmente TLR4 e TLR9, podem inibir a
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replicacdo do HCMV ainda na infec¢do priméria. Essa inibicdo esta relacionada com a
producéo de IFN-B e CXCL-8, em um contexto de associacédo com a flora microbiana local
(54). Como receptores citoplasmaticos nas infec¢des virais podem funcionar os receptores
similares ao dominio de oligomerizacdo ligante de nucleotideo (NLRs). Durante a
infec¢do por HCMV, o ligante tipo NOD 2 (NOD2) ativa as vias de NF-k3 e IFN do tipo |,
levando a producédo de CXCL-8 e IFN-B, respectivamente, funcionando também como
uma forma de inibicdo da replicacédo viral (55). Por outro lado, o HCMV produz uma série
de proteinas, que inibem a acdo do IFN- 3 como a pp65, pUL31 e IE86, caracterizando
mecanismos sofisticados de escape viral (56). Nessa etapa, além das citocinas antivirais,
recentemente, foram identificados os fatores de restricdo antivirais (FR), induzidos no
curso da infeccédo viral, e contra os quais o HCMV também ja desenvolveu formas de
escape. Os FR identificados na infecgcdo por HCMV séo o IFI16 que inibe a replicacao
dele na fase inicial, o complexo ND10 que silencia genes iniciais, a viperina que atua em
fases tardias do ciclo viral, APOBEC3 que inibe a replicagéo viral e Galactina-9, que inibe
a entrada do virus na célula (57-59).

Mesmo diante da resposta inata inicial mediada por receptores e FR, o HCMV
estabelece a sua infec¢do nas células susceptiveis, que incluem as apresentadoras de
antigeno DC, macréfagos e mondcitos. Essas células tornam-se locais de replicacéo viral,
funcionando como um mecanismo de distribuicdo do HCMV (48,60). Além disso, 0o HCMV
também pode bloquear a expressao das moléculas de MHC | e MHC I, importantes para
a ativacao de linfocitos T, e produzir proteinas virais analogas de IL-10, com a fun¢éo de
enfraguecer esta etapa da imunidade (61,62). Similar ao que ocorre com as DCs, 0s
monaocitos e macrofagos se tornam infectados pelo HCMV e também tém seus
mecanismos de defesa suprimidos pelo virus (63). Ainda na imunidade inata ocorre a acéo
das células NK contra o HCMV, as quais eficientemente promovem a citotoxicidade de
células infectadas e a producdo de IFN-y, levando ao estado antiviral. No curso da
infecc@o por HCMYV as células NK séo induzidas a expressarem os receptores de ativacdo
CD94/NKG2C e/ou NKG2D, diretamente envolvidos na resolucdo e protecdo contra esse
virus (64,65).

A evolucdo da infeccdo por HCMV € complexa, apresentando trés diferentes
subtipos de infeccdo. Primeiramente, a infeccdo se estabelece em um individuo que néo
possui imunidade contra o virus. Apds esse movimento, o virus estabelece laténcia, com
capacidade de reativacdo, o que caracteriza o segundo tipo de infec¢cdo. Por ultimo o

terceiro tipo, € chamado de reinfeccdo, no momento de que ocorre um segundo contato
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como HCMV resultando em uma superinfec¢céo, apesar de ja apresentar anticorpos virais
especificos. Qualquer um destes subtipos de infeccdo pode levar a complicacdes
relacionadas ao HCMV (66).

A ativagdo da resposta imunoldgica inata é crucial para a formacdo de uma
resposta adaptativa mais apropriada e de melhor qualidade, a qual inclui a inducéo de
interferons, NFkB, fator regulatério de interferon 3 (IRF3), ativacédo dos apresentadores de
antigenos e recrutamento de células citotoxicas, (53). A resposta humoral também tem
um papel importante na protecdo contra a ativacao e disseminagdo do HCMV, a partir
das proteinas estruturais tegumentares do virus, glicoproteinas e proteinas nao
estruturais, como Immediate Early Protein (IE1), sdo processadas e produzidas como
imunoglobulinas (67). Entretanto, apds a resposta primaria da infeccdo por HCMV, o
controle da recidiva e resposta € orquestrado pelos linfocitos T, principalmente o T CD8+.
Estudos com a utilizagdo de tetrdmeros virais demonstraram que em individuos HCMV
positivos existe uma alta frequéncia de linfécitos T CD8+ de memaria especificos para
peptideos deste virus, que quando comparada com a média da frequéncia de células para
outros virus, como Dengue, EBV, e Hepatite, € significativamente maior (68,69). Andlises
mais robustas mostraram que em alguns individuos a resposta T CD8+HCMV- especifica
chega a representar 30% dos linfocitos T CD8+ totais (70). A frequéncia destes linfocitos
aumenta com a idade, sendo que individuos mais velhos apresentam um numero
significativamente maior que 0s mais jovens, o0 que se relaciona também com o grau de
diferenciacdo destas células (71).

Esse fenbmeno caracteristico da resposta imune de memadria na infeccdo por
HCMV, relacionada ao aumento dos linfécitos T CD8+ é denominado memory inflation
(72). Nesse mecanismo o antigeno viral em laténcia € apresentado por células infectadas
nos linfonodos ou no leito vascular (células estromais ou células endoteliais). Tais
antigenos podem conduzir a diferenciacdo de células T de memodria central (Tcm) em
células T de memodria efetora (Tem), que recirculam nos tecidos e mantém o controle viral.
A continuidade e persisténcia desse processo leva ao aumento excessivo de células e ao
fendbmeno de memory inflation.(73).

Do ponto de vista de marcadores fenotipicos as células T CD8+ HCMV especificas
gue entram em memory inflation dependem, além da ligagdo TCR: MHC | peptideo, da
expressdo dos marcadores de superficie celular CD27, OX-40 e 4-1BB, para acoplamento
em CD70, OX-40L e 4-1BBL, respectivamente. Nessa dinamica de ativacdo, a molécula
CD28 néao é necessaria (74,75). Linfocitos T CD8+ de memoria HCMV especificos
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apresentam, principalmente, o fenétipo CD8+CD27- CD28- sem dependéncia de sinais
co-estimulatorios para sua ativacao (76), entretanto, variacdes desta populacédo podem
ser observadas em diferentes individuos com HCMV, e se relacionam com a ativacao
dessas células e progressédo da doenca. Os linfocitos T CD8+ gerados na condi¢cao de
memory inflation, e com a ausénia do marcador CD28 sédo denominados de linfocitos peri-
senescentes em razdo de sua semelhanca fenotipica e funcional de linfocitos senis (77).
Altas frequéncias de células T CD8+ especificas para HCMV peri-senescentes constituem
uma fonte potencial de mediadores inflamatorios que contribuem para a inflamacéo.
Individuos soropositivos para HCMV, e “saudaveis”, tendem a ter inflamagéo crbnica de
baixo grau caracterizada por aumentos sutis nos niveis de linfécitos Thl, fatores de
crescimento, IL-6 e proteina C reativa (PCR) (78).

Ja foi esclarecido em modelos com LCMV (lymphocytic choriomeningitis virus) que
a reativacao total desse virus ndo € necessaria para o memory inflation, apenas a
apresentacao do antigeno por células ndo-hematopoiéticas latentemente infectadas (79).
Também a extensdo desse fenbmeno no organismo depende da intensidade (carga virus
de indculo) na infeccéo primaria, quanto mais virus, mais memory inflation (80). Embora
tanto linfocitos T CD4+ quanto T CD8+ possam apresentar o fenbmeno de memory
inflation na infeccdo com Murine cytomegalovirus (MCMV), a proporcdo de T CD8+ é
significativamente mais expressiva. Isso ocorre porque a laténcia viral ocorre
preferencialmente em células nao-hematopoiéticas, as quais ndo expressam MHC de
classe Il, apenas MHC de classe | (81).

Embora a maioria dos estudos que caracterizam a imunidade contra HCMV sejam
extrapolacfes com o modelo murino de LCMV, observa-se uma grande semelhanca entre
esses dois virus, no seu comportamento patogénico e experimentos que foram testados

em ambas as espécies (82,83).
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1.6 Expressédo das moléculas co-estimulatorias CD27 e CD28 em linfécitos T na resposta
imune ao HCMV

Os linfocitos T CD8+ apresentam um papel praticamente decisivo na resposta
imune contra virus, e a expressdo das moléculas co-estimulatérias CD27 e CD28 estdo
envolvidas nos processos de ativagdo, formacdo de memoéria ou manutencdo do estado
de repouso dessas células. Durante a apresentacédo de antigenos de uma APC para um
linfocito T, a co-estimulacdo por meio da ligacdo de CD28 a um membro da familia de
receptores B7 contribui para a ativacdo do linfocito, producéo de IL-2 e proliferacao (84).
Paralelamente, a molécula co-estimulatéria CD27, membro da familia  TNF, também
esta envolvia na regulacéo da ativacdo de proliferacédo dos linfécitos T CD8+, tendo como
ligante o CD70,e, diferente do CD28, ela induz uma baixa producao de IL-2 (85).

Curiosamente, observou-se em modelos animais que a expressado e sinalizacao
do CD28 em linfécitos T CD8+ na resposta contra virus influenza, virus da estomatite
vesicular e vaccinia virus é importante para a formacdo da resposta citotoxica antiviral,
entretanto, na infeccdo por LMCV a presenca dessa molécula ndo se mostrou relevante
para a atividade antiviral do linfécito T CD8+(86). Essa observacao foi investigada em
outros estudos com herpesvirus, sendo que a principal hipétese € que nesse modelo de
infeccdo outras moléculas co-estimulatérias assumam esse papel (87). Uma explicacao
para isso € que como LCMV infecta érgaos linfoides secundarios, e causa inflamacao
inespecifica, com ativagdo de linfécitos, com formacdo de um potente ambiente
inflamatério, podendo estar associado a um aumento de sinais e diminuicdo da
competicdo por recursos co-estimulatorios e citocinas. Em outras infeccfes, onde a co-
estimulacdo é escassa, as respostas de linfécitos T CD8+ podem ser mais dependentes
da presenca de CD28. Alias, ja foi demonstrado que outras moléculas co-estimuladoras,
como CD27 e 4-1BB, podem substituir a necessidade de CD28 em respostas de linfécitos
T CD8 (88-90).

Considerando os sinais de ativacdo necessarios também para a diferenciacdo
celular, a expressédo das moléculas co-estimulatorias CD27 e CD28 em linfécitos pode ser
utilizada para a determinacéo do estagio da diferenciacéo. Linfocitos T CD4+ ou T CD8+
recentemente ativados estdo em estagios iniciais de diferenciacdo, podendo ser
caracterizados pela expresséo conjunta de CD27 e CD28, nomeados CD27+CD28+, ja
linfécitos em estagio intermediario de diferenciacdo perdem a expressdo do marcador

CD27, sendo nomeados CD27-CD28+, e por fim aqueles em estagio terminais da
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diferenciacdo sdo nomeados CD27-CD28- (91,92).

Em seres humanos a presenca de percentagens elevadas de linfécitos T CD4+ ou
T CD8+ terminalmente diferenciados ( CD27-CD28-) séao relacionados a senescéncia
imunolégica (90,93). A condicdo de imunosenescéncia apresenta uma baixa relacao
CD4/CD8, uma maior predisposicio a infecgbes e menor resposta imunolégica(94). E bem
caracterizado que a soropositividade para HCMV em pessoas mais idosas € um fator que
se relaciona com uma menor quantidade de linfécitos T CD8+ virgens, e com maior
predisposicdo a ativacdo e diferenciagdo, e maior quantidade de linfécitos T CD8+
terminantemente diferenciados, senescentes (95,96). A reducdo da expressao dos
marcadores CD27 e CD28 em linfécitos T, associada a senescéncia na infeccdo por
HCMV foi comprovada pela associacdo destes com outros marcadores classicos de
linfécitos senescentes como 0 CD57 e KLRGL1. Esse fenbmeno é especifico do HCMV,

e ndo de outros herpesvirus humano de alta prevaléncia, como o HSV (97).

1.7 Alteragbes imunoldgicos em individuos com sobrepeso/obeso relacionadas a

infeccdo por HCMV

A infeccdo pelo HCMV no individuo na situacdo de sobrepeso/obesidade pode
influenciar negativamente a resposta imunoldgica do hospedeiro por duas razdes
principais: alteracbes metabdlicas associadas a glicose e a lipogénese ou
imunossenescéncia de células do sistema imune, caracterizada, principalmente, pela
expressdo de marcadores senescentes.

No curso de uma infeccdo primaria ou reativacdo de HCMV, no que tange a sintese
de novas particulas virais, o virus induz a sintese de lipideos dentro do citoplasma, que
serdo utilizados na producéo de envelopes. Ocorre um aumento da entrada de glicose
para dentro da célula, que ¢é inicialmente induzido pelo proprio virus, e posteriormente
amplificado pela expressao de receptores do tipo GLUT 4 (transportador de glicose
especifico do adipécito -4), para aumentar a captacao de glicose (98). O excesso de
influxo de glicose ndo entra no ciclo de Krebs, mas é desviado para a biossintese de
acidos graxos, e usado pela maquinaria viral para promover a producao das membranas
dos envelopes que constituirdo novas particulas virais, e consequente aumentar a
infeccdo (99). Indiretamente, a glicose elevada pode promover espécies reativas de
oxigénio (ROS), responsaveis por estimular a regido promotora do HCMV e fornecer mais

um reforco para a formagao de novas replicagdes virais (100). Esse processo ativa
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sistema imunoldgico e aumenta a inflamagéo associada a infecc¢éo viral.

Para a manutencao dos niveis de lipideos intracelulares uma proteina denominada
Proteina de ligacdo ao elemento regulador de esterol (SREBP), € clivada e o seu produto
serve como fator de transcrigdo para a sintese de lipideos, um mecanismo regulado pela
quantidade de insulina na célula (101). Foi demonstrado que o HCMV induz a clivagem
da proteina SREBP1, levando a um aumento significativo da quantidade de lipideos
intracelulares. Esse aumento de lipideos se relaciona com o aumento da expresséo de
genes imediatos do HCMV na célula hospedeira, acompanhado pelo aumento de em
média cinco vezes a expressdo de genes da &cido graxo sintetase e acetil-Coa
carboxilase, relacionados ao metabolismo de lipideos. Desta forma, na obesidade, pode-
se observar um acumulo de lipideos intracelular ainda maior na presenca de HCMV ativo.
Andlises em humanos indicam que existe uma forte associacdo entre o aumento da
hemoglobina glicada e niveis de colesterol com a soropositividade para HCMV,
especialmente em ndo obesos com o mesmo status soroldgico. Os autores do estudo
sugerem que embora a associacdo entre HCMV e funcdo metabdlica (aumento da
hemoglobina glicada e colesterol) seja fraca a relacdo pode estar mascarada pela
sobreposicdo dos efeitos bioquimicos da obesidade (102). Essas caracteristicas da
infeccdo por HCMV, representadas pela soropositividade para esse virus, contribuem para
a relacdo observada entre sorologia positiva para HCMV, maior propensao a apresentar
sindrome metabdlica e obesidade, que impacta na imunidade e aumento da resposta
inflamatéria (103). A representacéo dos fatores associados entre a infeccao pelo HCMV,
sobrepeso e obesidade e o0 processo de imunossenescéncia estdo apresentados na
Figura 3.

Outra forma pela qual infeccdo por HCMV, associada ao sobrepeso/obesidade,
pode causar alteracfes deletérias na resposta imunoldgica do individuo é por meio da
promocdo da senescéncia de linfocitos T de memoria. A senescéncia celular é um
processo integrado ao envelhecimento celular e tecidual, sendo inverso a homeostase
(104). A senescéncia celular pode ser classificada em aguda, quando a célula senil é
removida por células do sistema imune e logo substituida por outra nova, ou crénica,
guando ocorre evasdo do sistema imune e acumulo de células senis (105). Na
senescéncia celular crénica, as células secretam mediadores denominados de fenétipos
associados a senescéncia (senescence associated secretory phenotype — SASP),
representados por IL-1B, IL-6 e TNF, todas proteinas inflamatorias, produzidas

principalmente por células endoteliais senis. O quadro inflamatério associado ao
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envelhecimento ndo saudavel é denominado inflammaging, situacdo na qual o acumulo
de células senescentes a agravado com a idade, estando associado a processos de
inflamacé&o crénica e contribuicdo para funcdo imunologica nédo apropriada (106,107).
Conceitualmente, imunossenescéncia se refere ao declinio gradual de linfocitos T virgens,
aumento de linfocitos T terminalmente diferenciados, reducao da diversidade e repertorio
de linfécitos T, aumento da inflamacéo, queda da resisténcia a infeccbes e piora na
resposta vacinal (108).

Em infec¢des cronicas, como a causada por HCMV, existe uma grande expansao
de linfocitos T CD8+ terminalmente diferenciados, caracteristicos da imunossenescéncia.
Tais células se caracterizam por apresentar uma baixa capacidade proliferativa, auséncia
de enzima telomerase e encurtamento de teldmeros, que compromete a divisdo celular
(105). Basicamente, as recorréncias subclinicas do HCMV reforgam o aumento da
multiclonalidade e funcionalidade intensa de linfécitos TCD8+ efetores especificos para
esse virus. Essas células produzem IFN-¥ e TNF-a em tempos menores e quantidade
maiores do que se observa em infeccGes por outros virus. Nesse panorama de uma
intensa resposta, o virus é controlado e retorna para o seu estado de laténcia. Esse
processo continuo ao longo da vida induz o acumulo de linfécitos (memory inflation),
devido a intensa proliferacdo observa-se o encurtamento de teldmeros e senescéncia
celular associada a producao de SASP (inflammaging). O conjunto destas alteracdes leva
a disfuncdo imunolégica e imunossenescéncia no hospedeiro (109). A relacdo da
infeccdo pelo HCMV e a contribuicdo para o processo de envelhecimento do sistema
imune esta apresentada na Figura 4.

Por fim, a obesidade, quando caracterizada como um estado inflamatério
permanente, modulado pelo tecido adiposo inflamado, e associacdo ao acumulo de dano
celular resultantes da inflamacdo e oxidacdo, caracteriza-se como um estado de
imunossenescéncia precoce. Em individuos obesos, tanto na presenca ou auséncia de
diabetes tipo Il, doenca comum nesse grupo, observa-se um aumento sérico significativo
na expresséo dos genes que codificam IL-2, IL-4, TNF-q, IL-10, IL-6, CCR7, CD27 e PD-
1 e reducéo de CD28, o que caracteriza um quadro classico de imunossenescéncia (110).
Nesse panorama, a soropositividade para HCMV pode ser um fator importante no fenétipo

dos linfécitos desses individuos.
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Figura 3: A complexa interagdo entre ainfecg&o pelo HCMV, sobrepeso, obesidade
e imunossenescéncia. O HCMV desencadeia alteracdes metabdlicas, aumentando a
captacdo de glicose e a sintese de lipideos através da Proteina de ligacdo ao elemento
regulador de esterol (SREBP). Essa resposta metabdlica impulsiona a replicacao viral. Ao
mesmo tempo, a infeccdo é associada ao aumento da hemoglobina glicada, niveis
elevados de colesterol e acumulo de lipideos, fatores que contribuem para acentuar a
inflamacdo podendo desencadear a sindrome metabdlica. O HCMV desencadeia um
desequilibrio metabdlico que aumenta a entrada de glicose nas células, proporcionando a
producédo elevada de &acidos graxos, utilizados para a replicacdo viral, bem como a
producdo membranas virais. A infecgéo persistente do HCMV proporciona uma constante
proliferacdo celular, impulsionada pelo virus. Os niveis de lipideos intracelulares e da
expressao de genes relacionados aumentam. E o processo continuo de biossintese de
acidos graxos mantem a infeccdo viral, perpetuando o ciclo. Fonte: imagem do proprio
autor montada no Biorender.
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Figura 4: A infeccdao por HCMV contribuindo para um quadro de
imunossenescéncia. Esta imagem destaca o aumento de linfocitos T CD8+ em
resposta a infeccdo. Esse cenario promove multiclonalidade e uma intensa ativagao
de células T CD8+, levando a uma resposta viral vigorosa. Entretanto, essa resposta
tem efeitos colaterais. Observa-se uma piora na resposta vacinal e uma redugcao na
resisténcia a infeccbes, resultando em menor eficacia vacinal. Essa complexa
dindmica ilustra como o aumento dos linfécitos T CD8+ na presenca do HCMV pode
ter implicagdes significativas na resposta imunolégica. A obesidade contribui para o
processo continuo de ativacdo de células T CD8+. Esse aumento esté relacionado a
diminuicdo dos telémeros, desencadeando senescéncia celular, fendbmeno conhecido
como inflammaging. Essa dinamica assume um papel principal quando o virus
controlado, retoma a laténcia. O acumulo de células T senescentes é acompanhado
pelo dano tecidual, gerado pelas espécies reativas de oxigénio. Simultaneamente a
infeccdo promove a senescéncia de linfocitos T de memoria, acelerando o
envelhecimento celular e promovendo a liberacdo de citocinas inflamatérias. Em
individuos com HCMV, esse cenario € mais pronunciado, levando a uma resposta
imunoldégica comprometida, caracterizada por menor capacidade de defesa e maior
suscetibilidade a infec¢bes. Fonte: imagem do proprio autor montada no Biorender.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a associacdo entre a soropositividade para HCMV sobre o perfil
fenotipico de linfécitos T e parametros bioquimicos em individuos com sobrepeso e

obesidade.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os niveis circulantes de colesterol total, HDL, LDL, triglicerideos e glicose
o em individuos com sobrepeso e obesidade e sua associagdo com a soropositividade
para HCMV.

Avaliar a relacdo de subpopulacdo de linfocitos T CD4 e TCD8 em diferentes

estados de diferenciacédo pressente no sangue periférico de individuos com sobrepeso e

obesidade com a soropositividade para HCMV.
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MAIN TEXT

The effects of HCMV seropositivity and BMI degree on T cell immunophenotype in
adults

Abstract
Aim: Human Cytomegalovirus (HCMV) is a latent virus widely widespread in the human
population. Obesity and HCMV infection are associated with immunological changes in T
lymphocytes. This study aimed to evaluate if the association between overweight/obesity
and HCMV infection would influence populations of peripheral blood T lymphocytes.
Methods: Plasma and peripheral mononuclear cells were  isolated from 111 individuals.
The biochemical markers and anti-HCMV IgG were quantified in the plasma. The
individuals were classified as eutrophic, overweight, or obese based on their body mass
index. The lymphocyte populations helper T cells, cytotoxic T cells, memory T regulatory
cells, memory effector T cells, early differentiated effector memory cytotoxic T cells, and
terminally differentiated effector memory cytotoxic cells were quantified by flow cytometry.
Results: Approximately half of the individuals studied (46.5%) were seropositive for HCMV,
of which 14.1% were eutrophic, 8.1% overweight, and 24.32% were obese. There is a
substantial reduction in the CD4:CD8 ratio in patients with overweight or obesity and
increases in the circulating terminally differentiated effector memory cytotoxic T cells
associated with HCMV positive serology. Conclusions: HCMV infection associated with
weight gain contributes to the profile of immunological senescence mediated by an

increase in the number of circulating terminally differentiated T lymphocytes.

Keywords: Obesity, Overweigh, HCMV, T lymphocytes.
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Introduction

Obesity is a global health problem that predisposes the individual to the onset or
worsening of other chronic diseases, increasing the risk of morbimortality directly associated
with their weight gain degree (Tremmel et al., 2018, Afolabi et al., 2019). In 2019, the
prevalence of obesity in Brazil was around 30%, being 46.8% male and 53.2% female, most
of them in urban areas and with low education levels (Ferreira et al., 2021). A mild or chronic
low-grade systemic inflammatory state is related to obesity due to the adipose tissue's ability
to secrete substances that contribute to the inflammatory state and changes in the
phenotype and function of both innate and adaptive immune cells (Choe et al., 2016; Reilly
and Saltiel, 2017). In addition, the obesity induces a pro-inflammatory status mediated by
the production of TNF-a, IL-6 and reactive C protein, which are serum component also
present in several chronic diseases, such as Alzheimer and cardiovascular conditions (De
Heredia et al., 2012). It's well established that senescent cells accumulate during obesity
and that T lymphocytes associated to the fat tissue present reduction in telomeres length
(Mundstock et al., 2015). Telomeres length is inversely associated to the BMI (Kim et al.,
2009). This phenomenon contributes to obesity being characterized as a model of
premature immunosenescence characterized by increases in the late-differentiated T cells,
low numbers of regulatory T cells, and changes in CD4:CD8 ratio (Shirakawa and Sano,
2021).

HCMV is a betaherpesvirus with worldwide distribution, and it is estimated that
approximately 70% of the entire population is seropositive for this virus (Bate et al., 2010;
Lan and Luo, 2017). After the first infection, the virus goes to the latency phase in the host's
organism, becoming  symptomatic only in situations of immunosuppression (Nogalski et
al., 2014). However, when sporadic expression of viral genes occurs it can induce
frequent stimulation of the immune response to HCMV (J Heath and D Grant, 2020;
Weltevrede et al., 2016; Wills et al., 2015). The control of the HCMV's expression is
orchestrated mainly by CD8 T-lymphocytes. Studies using viral tetramers have shown that
in HCMV-positive individuals, there is a high frequency of memory CD8 T lymphocytes
specific for this virus' peptides (Borysiewicz et al., 1988; Wills et al., 1996). The frequency
of these lymphocytes increases with age and, therefore, older individuals have a
significantly higher number than younger ones, which is also related to the degree of cell
maturation and senescence (Komatsu et al., 2003; Lang et al., 2009). This phenomenon is
also related to the memory immune response during HCMYV infection, being characterized
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by the increases in CD8 T lymphocytes and is called memory inflation (Kim et al., 2015).
High frequencies of peri-senescent HCMV-specific CD8+ T cells constitute a potential
source of inflammatory mediators that contribute to inflammation (Van De Berg et al., 2010;
Weitz et al., 2011).

Considering the activation signals necessary for the cell differentiation process, the
expression of the co-stimulatory molecules CD27 and CD28 in lymphocytes is used to
determine the stage of differentiation. Recently activated CD4 T or CD8 T lymphocytes are
characterized by the joint expression of CD27 and CD28, named CD27+CD28+, whereas
lymphocytes in an intermediate stage of differentiation lose expression of the CD27 marker,
being named CD27-CD28+, and those in terminal stages of differentiation are named CD27-
CD28" (Appay et al., 2002; Dolfi and Katsikis, 2007). In humans, the presence of high
percentages of terminally differentiated CD4 T or CD8 T lymphocytes is related to
immunological senescence (Petersen et al., 2019). It is well known that seropositivity for
HCMV in older people is a factor related to a lower amount of naive CD8 T lymphocytes with
a greater predisposition to activation and differentiation. Also, a higher amount of terminally

differentiated senescent CD8 T lymphocytes (Derhovanessian et al., 2009; Pawelec, 2014).

HCMV infection in overweight/obese subjects can negatively influence the host's
immune response for a few reasons, such as metabolic changes associated with glucose
and lipogenesis and the presence of immunosenescence of the immune system cells,
demonstrated by the expression of the senescence markers. When obesity is associated
with HCMV infection, it contributes to the increase in the number of the circulating terminally
differentiated CD8 T lymphocytes (CD8+ CD27-CD28-). This may result in senescence,
inflammation, decreased resistance to infections and worsening vaccine response
(Franceschi et al., 1999). The impact of the association between HCMV infection and
obesity in the T cell compartment is not currently well understood. To contribute to the
understanding of this process, in this study we evaluated and related serum biochemical
parameters, percentages of CD4 T and CD8 T lymphocytes subpopulations in peripheral
blood, and anthropometric parameters with the HCMV serum status of overweight and
subject with obesity. The main objective of this study was to evaluate whether
cytomegalovirus infection in overweight and obese subjects impact the frequency of

circulating memory T lymphocyte subpopulations.
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Materials and Methods

Study design and population characteristics
This is a cross-sectional study and data presentation following the STROBE guidelines. The
participants were from Porto Alegre, RS, Brazil. Collection and analysis was conducted
between January 2017 and January 2018. One hundred eleven (111) men were enrolled in
this study, aged between 20 and 40 years and no chronic iliness apart from being overweight
. All participants were non-smokers, reported weight stability (< 2 kg for > 3 months), had a
normocaloric diet, and did not take medications or food supplements that could affect the
immune system and metabolism for at least six months. The normocaloric diet was defined
as an intake of 90% to 100% of the energy expended by each participant (data not shown).
Exclusion criteria included ingestion greater than or equal to 10 alcoholic drinks per week,
heart diseases, immune diseases, chronic or acute infections, and type 1 and 2 diabetes
mellitus. The participants completed a medical questionnaire. Firstly, participants were
assigned to one of three groups based on BMI: eutrophic (34 individuals), overweight (26
individuals), and obese (51 individuals) groups. Then, groups were characterized according
to their HCMV serology determined by enzyme immunoassay (ELISA).
Ethics
The UFCSPA Research Ethics Committee approved this study with protocol number
63282416.6.0000.5345. All experiments followed the guidelines of the Declaration of
Helsinki. All participants were informed about the study and signed the informed consent
form. The privacy rights of human subjects were always carefully observed during this
study
Blood collection and classification criteria

Blood samples (8 mL) were collected in tubes with k3 EDTA or tubes without
anticoagulants (BD, USA). Tubes without anticoagulants were centrifuged at 1500 RPM.
After that, the serum was collected, separated in freezing tubes, and stored at -20°C. Body
mass (kg) and height (meters) were determined by a semi-analytical scale with a
stadiometer attached (Welmy, Brazil). Body fat was determined by the Jackson & Pollock

formula and converted to fat percentage.
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Quantification of biochemical parameters in the blood and enzyme immunoassay for

HCMV serology

The concentration of glucose, total cholesterol, high-density lipoprotein (HDL), low-
density lipoprotein (LDL), and triglycerides were detected through the serum using
commercial kits in an automated biochemical analyzer Bioclin BS120 (Bioclin, BR) following
the manufacturer's recommendations. The presence of anti-HCMV IgG in the serum was
evaluated using the ELISA kit (Uniscience, BR), and the procedure was executed following
the manufacturer's instructions. The individuals were classified as HCMV positive if they
present IgG titles beyond the cut-off or HCMV negative if not.

Isolation of peripheral blood mononuclear cells, staining and flow cytometry

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were then isolated by centrifugation
over a 4mL Ficoll-Histopaque gradient (900 x g, 30 min). Trypan blue exclusion assay
analysis was used to determine the cell viability. PBMCs were then resuspended in
complete cell culture medium [RPMI-1640, supplemented with 2g/L of sodium bicarbonate,
2% glutamine, and 10% fetal bovine serum (FBS), to prevent contamination 100U/mL of
penicillin and 0,1 mg/mL of streptomycin]. Isolated PBMCs (4x105 cell/tube) were washed,
and the cell's surface Fc receptors were blocked with Fc blocking buffer for 20 minutes.
Then, the cells were stained with anti-CD4, anti-CD8, anti-CD39. anti-CD25, anti-CD27, and
anti-CD28, for 30 minutes in the dark and on ice. The stained cells were rewashed, and cell
populations were acquired using the flow cytometry FACSCalibur (BD bioscience). The data

were analyzed using Cell Quest Software.

Statistical analyses

The data was analyzed using the SPSS 22.0 statistical program. The normality test was
verified using the Kolmogorov-Smirnov test, and the characteristics of the individuals and
the variables studied were submitted to descriptive statistics. The t variables mass,
percentage of fat, triglycerides, cholesterol, HDL, LDL, CD4, CD8, and the CD4/CD8 ratio
showed normal distribution. ANOVA test compared the biochemical markers' values
between the different groups. The correlation among the groups was made using the
Pearson's  Correlation test. The  parameters BMI  variables, glucose,
CD3+CD4+CD25+CD39+, CD3+CD4+CD25-CD39+, CD3+CD8+CD27+CD28+, and
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CD3+CD8+CD27-CD28- showed a non-parametric distribution. To perform the
comparisons, the Kruskal-Wallys test was used, and to verify the values, the Mann-Whitney
U test was used. The correlation was made using the Spearman Correlation test. The

significance level adopted for all tests was 5%.

Results

Of the 111 individuals participating in the study, all were male, and the mean age
was 34.72 £3.55, of which 34 were characterized as eutrophic, 26 as overweight and 51
as obese. As shown in Table 1, it was found that 14.41%, 8.10%, and 24.32% of eutrophic,
overweight, and obese subjects, respectively, presented positive serology to HCMV. This
represents 46.83% of the individuals with positive 1gG serology to HCMV. No significant
correlation was observed when comparing the HCMV seropositivity to age, BIM, mass,
and fat percentage. It is assumed that all analyses were performed using the variable
HCMV seropositivity.

During the HCMV replication cycle, this virus interferes in the cell's glucose and lipid
metabolism, which can alter its serological biochemical parameters. Thus, we quantified
the biochemical markers glucose, triglycerides, and cholesterol (total, HDL, and LDL) in
eutrophic, overweight, and obese groups and correlated them with seropositivity for
HCMV. No statistically significant differences were observed between the groups,
considering the HCMV seropositivity as a variable (table 2). These data suggest that
HCMYV infection does not directly influence the biochemical markers concentrations in the
serum  even when the individual is overweight or obese.

Several previous studies have shown that HCMV infection influences the CD4 T and
CD8 T lymphocytes numbers and functions when associated with specific conditions such
as immunosuppression and elderly age (Apoil et al., 2017; Gerna et al., 2006; Jackson
et al., 2017; Vieira Braga et al., 2015). We assessed whether, in overweight or obese
subjects  conditions, the HCMV seropositivity also alters the peripheral blood lymphocyte
percentage. We did not observe any significant alterations in the percentage of peripheral
blood CD3+ CD4+ cells (T helpers) and CD3+CD8+ cells (T cytotoxic) among eutrophic,
overweight, and obese subjects, independently of the HCMV serological status (Figure 1A
and B). As the CD4:CD8 ratio is an essential marker for immunosenescence and a slight
increase in CD3+CD8+ cells were observed in HCMV-positive groups, when comparing
the CD4:CD8 ratio. In overweight and obese groups, there is a significant reduction in the
CD4:CDS8 ratio (Figure 1C). These data indicate that HCMV seropositivity in individuals
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with weight gain influences the percentage of circulating CD8 T lymphocytes and the
CD4:CDS8 ratio.

Some previous studies have shown that there are changes in the frequency of
effector and regulatory CD4 T lymphocytes in HCMV infection (Elsaghir et al., 2023; Sester
et al., 2002; Tovar-Salazar et al., 2010). Thus, we evaluated the frequency of memory
regulatory T cells (CD3+CD4+CD25+CD39+) and memory effector cells
(CD3+CD4+CD25-CD39+) in peripheral blood cells from eutrophic, overweight, and obese
subjects with HCMV seropositive or seronegative (figures 2 A and B). No significant
difference was observed between the eutrophic, overweight, and obese groups, regardless
of HCMV serological status. There is a tendency towards a reduction in memory and
regulatory T cells and an increase in memory effector T cells in the obese subjects group.

The co-stimulant mediates the primary CD8 T cell response against viruses via CD27
and CD28. Analyzes in murine infection models by LCMV and humans with HCMV showed
that these markers are reduced or absent on CD8 T cells. Considering that characteristic
of the HCMV immunological profile, we quantified the total cell populations
CD8+CD27+CD28+ (early-differentiated memory) and CD8+CD27-CD28- (late
differentiated memory) in peripheral blood of eutrophic, overweight, and obese subjects.
As shown in figure 2C, there is no significant difference in CD8+CD27+CD28+ frequency
between HCMV seronegative and seropositive groups. On the other hand, when we
guantified the frequency of CD8+CD27-CD28- cells, there was a significant increase in
these cells in overweight and obese subjects who are HCMV seropositive (figure 2D). The
increase in circulating late memory CD8 T cells in overweight and obese subjects is
potentiated by a HCMV infection. Table 3 presents the distribution and percentage of
peripheral blood T cell populations of all the groups analyzed, based on the HCMV

seropositivity.

Discussion

Cytomegalovirus is a highly distributed virus worldwide . It infects men and women
of every age bracket. We found that 46.3% of the individuals in the studied groups,
stratified according to the body index, had serum IgG antibodies against HCMV. However,
we did not find significant differences in the proportions of CMV seropositivity between the
different BMI groups. The average found is comparable with other epidemiological
evaluation studies. A recent systematic review conducted by Fowler k., et al (2022)
described the most recent epidemiologic burden of CMV globally. They demonstrated

41



that seropositivity for HCMV corresponds to 39.3% of the population in France, 48% in the
US, and 58 to 94% in Latin American countries, including Brazil (Fowler et al., 2022). As
the present study was conducted in the southern region of Brazil, which has a better
economic status than most regions of the country, the similarity in seropositivity with more
developed countries is acceptable.

We did not observe any direct correlation between obesity and HCMV seropositivity
(table 1). This observation has also been seen in other studies of obese subjects. Indeed,
the weak association between biochemical parameters and seropositivity for HCMV is
interesting. During the HCMV replication cycle, regarding the synthesis of new viral
particles, the virus induces the synthesis of lipids within the cytoplasm, which will be used
to produce envelopes. There is an increase in the entry of glucose into the cell, which is
initially induced by the virus itself and later amplified by the expression of receptors of the
type GLUT 4 (adipocyte-specific glucose transporter -4) to increase glucose uptake
(Spencer et al., 2011). Excess glucose influx does not enter the Krebs cycle but is diverted
to fatty acid biosynthesis and used by the viral machinery to promote the production of
envelope membranes (Yu et al., 2011). Based on that mechanism, cholesterol, lipids, and
glucose are expected to increase. It is likely related to the frequency of recurrent viral
activation and other metabolic parameter interference that we did not analyze.

It is well established that the persistence of HCMV infection and frequent
reactivations induces alterations in T cell populations is related to immunosenescence
(Alonso Arias et al., 2013; Nikolich-Zugich and van Lier, 2017). However, the impact of the
association between HCMYV infection and obesity in the T cell compartment is not yet well
understood. The increase in the peripheral CD8 T cells associated with the HCMV
infection was observed by several groups and is related to memory inflation (Karrer et al.,
2003; Snyder et al., 2011; Yeh et al., 2021). It was recently discovered that even the latent
virus can induce memory inflation Our results show a tendency towards an increase in
peripheral CD8 T lymphocytes in overweight and obese subjects, which significantly
reduced the CD4:CD8 ratio. Studies comparing the CD4:CD8 ratio between HCMV
negative and positive individuals indicate CD4:CD8 ratio reductions in the 0.5-fold range
(Joisten et al., 2023). We observed a reduction in the CD4:CD8 ratio in the 1.5 old range.
Our hypothesis is that this more significant reduction results from the association between
increased body fat and HCMV infection. It is acceptable that there is an inversion in the
CD4/CDS8 ratio when the individuals are elderly or when there is a persistent viral infection;

our findings corroborate these results
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For the analysis of subpopulations of effector and memory regulator CD4 T
lymphocytes, we used the combination of markers previously described by our group
(Dorneles et al., 2020). As we previously observed an increase in populations of effector
CD4 Iymphocytes in obese subjects, potentiated during physical exercise, we
hypothesized that there could be an impact when the individual has a HCMV
infection. However, we found an increase in these cells in the obese subject group but no
correlation, either of effector T CD4 or memory regulator, with HCMV infection. To
characterize the populations of newly differentiated and highly differentiated CD8 T
lymphocytes, we used the combination of cell markers proposed by Bigley, A.B. et al.
(2016) (Bigley et al., 2016). Latent HCMV infection alters the immune profile, as observed
by the expansion of populations of high-differentiated T-cells, even in young adults
(Ouyang et al., 2003) (van de Berg et al., 2010). Turner and coworkers (2014) previously
reported the impact of HCMV latent infection on premature signs of immunosenescence in
young adults, mainly by increases in late differentiated/effector CD8+ T cells and plasma
IL-6 levels (Turner et al., 2014). Furthermore, positive correlations between HCMV 1IgG
titers and late-differentiated T cells in both rheumatoid patients and healthy controls
indicate that latent infection may contribute to premature T-cell senescence independently
of chronic diseases (Petersen et al., 2019). The hallmarks of T cell senescence-associated
alterations to immune signatures are indeed observed in the general population in people
infected with HCMV and not those infected with a different persistent herpesvirus
(Derhovanessian et al., 2011). In this sense, the increased risk for severe pathogen
infection observed in obese subjects may be linked to an immune surveillance dysfunction
due to latent HCMV infection inducing T cell senescence. Obese individuals with or without
type 2 diabetes presented increased gene expression of inflammatory markers,
programmed cell death protein 1 (PD-1), and CD27 associated with a higher prevalence
of HCMV latent infection (Brunelli et al., 2022). This study has some limitations, such as
the impossibility of predicting the number of HCMV reactivations. In addition, a specific
response to HCMV was not analyzed. It was also not possible to monitor patients
because most of them drop out of the study.

Conclusion:

Our results indicate that the association between overweight/obesity and HCMV infection
increases the frequency of CD8 T lymphocytes with senescent phenotype in peripheral
blood, which may be related to worse clinical outcomes.
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Figure 1: Phenotypic analysis of TCD4+ (T helper cells), TCD8+ (T cytotoxic cells) and CD4/CD8
ratio in HCMV seropositive and seronegative individuals according to BMI (eutrophic, overweight
and obese). A) Percentage of CD3+ CD4+ cells. B) Percentage of CD3+CD8 cells. C) CD4:CD8
ratio. Percentage of cells from the total lymphocytes. To perform the comparisons, the Kruskal-
Wallys test was used, and to verify the values, the Mann-Whitney U test was used. Asterisks
indicate statistical significance (*P<0.05). ns:non-significant (P= 0.05)
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Figure 2: Phenotypic analysis of effector helper memory regulatory cells, effector memory T helper
cells, early differentiated memory T cytotoxic cells and highly differentiated memory T cytotoxic
cells in HCMV seropositive and seronegative individuals according to BMI (eutrophic, overweight
and obese). A) Percentage of CD3+CD4+CD25+ CD39+ cells; B) Percentage of CD3+ CD4+
CD25- CD39+ cells; C) Percentage of CD3+CD8+CD27+CD28+ cells; D) Percentage of CD3+

CD8+CD27-CD28- cells.

Percentage of cells from the total lymphocytes. To perform the

comparisons, the Kruskal-Wallys test was used, and to verify the values, the Mann-Whitney U test
was used. Asterisks indicate statistical significance (*P<0.05). ns: non-significant (P= 0.05)

TABLES

Table 1: Anthropometric data and serological status for HCMV of individuals grouped

according to BMI

Overweight

N =26

Eutrophic
Characteristics
N =34

HCMV HCMV

negative positive
Serological
status 18 16

16.22% 14.41%
Age (years) 33.28+3.56 | 34.12+2.96
BMI (kg/m?) 22.38+£1.95 | 23.22+1.11
Mass (Kg) 68.75+5.66 | 71.57 +5.08
Fat percentage 20.68+£2.69 | 18.77+£2.94

HCMV negative

17

15.31%

33.53+2.40

27.87 £1.30

86.91 + 6.56

30.90 +6.94

HCMV positive

9

8.10%

34.11+2.47

27.68 +1.95

84.06 +8.99

27.64+6.13

Obese
N =51
HCMV HCMV
negative positive
24 27
21.62% 24.32%
36.46+4.31 35.26+3.41
33.65+4.66 34.20+3.22
93.22 +
101.20 £ 11.51 11.72
38.87
34.44 +3.30 3.45
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Table 2: Biochemical profile of individuals according to BMI and seropositivity for

cytomegalovirus

Biochemical
profile

Serological
Status

Glucose

Triglycerides

Cholesterol

HDL

LDL

Reference
values

negative /
positive

99ml/dL

Below
175mg/dL

Below 190
mg/dL

Above 40
mg/dL

Below 130
mg/dL

Eutrophic
N =34
HCMV negative HC.MV
positive
18 16
16.22% 14.41%
93.5+13.43 83.56 + 10.57
135.62 +
140.61 £ 57.79 48.26
166.87
155.55 + 38.79 3975
41.38 £7.63 50.81 £10.13
110.94 £+ 24.74 | 95.12 +18.08

Overweight
N =26
HCMV HCMV
negative positive
17 9
15.31% 8.10%
92.94 £ 92.80 £
19.53 21.56
156.35+ | 11442 +
41.96 44.40
170.29+ | 17493+
40.19 38.18
47.47+ 52.23 +
8.70 10.11
105.29+ | 109.93
27.79 25.39

Obese
N=51
HCMV HCMV
negative | positive
24 27
21.62% | 24.32%
105.84 + | 97.27
38.64 22.92
159.26 + | 166.78
58.16 +88.45
189.96 + | 198.06
48.91 +57.55
4265+ | 50.38 =
10.71 16.59
118.76 £ | 115.71
38.78 +33.12
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Table 3: Frequency T lymphocyte subpopulations in peripheral blood from eutrophic,

overweight, and obese individuals in relation to HCMV seropositivity

Eutrophic Overweight Subject with obesity
N =34 N =26 N =51
Characteristics / HCMV HCMV HCMV HCMV HCMV HCMV
Phenotypic Profile Negative | Positive | Negative | Positive | Negative | Positive
18 16 17 9 24 27
51.42% 48.57% 72% 28% 40.67% 59.32%
+
CD4 40.85 + 42.84 + 41.09 + 41.16 + 41.89 + 43.88 +
Helper 7.27 458 8.51 4.60 7.18 451
+
Ch8 20.45 + 21.93 + 21.87 + 23.72 17.81 + 21.54 +
. 2.04 + 2.01 + 1.72 1.13 + 2.58 + 212 +
Ratio CD4/CD8 0.48 0.47 0.54 0.97 0.91 0.40
CD4+CD25+CD39+
2.61 + 2.14 + 2.57 + 2.38 + 1.89 + 16+0.67
Memory Regulatory T Ce"s 1.51 0.51 2.02 1.22 1.31 T
CD4+CD25-CD39+ (%) 6.31 + 6.84 + 8.38 + 841+ | 1322+ | 10.44%
+ + +
CDS CD2.7 ch28 55.86 + 52.07+ 54.45+ 47.98 + 49.47 + 43.98 +
Early differentiated memory | g o3 13.89 15.33 9.58 12.70 12.94
cytotoxic cells
CD8+CD27-CD28-
Highly differentiated 16.49 + 19.82 + 22.23 32.68 + 19.33 30.64 +
senescent)
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