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RESUMO 

 

Introdução. O citomegalovírus humano (CMV), pertencente à família 

herpesvirus, possui alta prevalência e exige vigilância imunológica constante 

para mantimento de seu estado de latência. Suas interações crônicas com o 

sistema imune são associadas a efeitos deletérios, incluindo exaustão celular T 

e imunossenescência. No contexto da pandemia de COVID-19, nós 

perguntamos se a atividade celular e humoral CMV-específica poderia estar 

associada às respostas imunes contra o SARS-CoV-2. Métodos. PBMCs de 

adultos com COVID-19 leve (n=15) e grave (n=14) foram estimulados in vitro 

com peptídeos CMV ou SARS-CoV-2 para avaliar a produção de IFNγ, TNFα e 

IL-17 em células T CD4+ e CD8+. Anticorpos IgG e IgM anti-CMV e IgG e IgA 

anti-SARS-CoV-2 foram analisados por meio de ensaios imunoenzimáticos 

(ELISA). Concentrações séricas de citocinas Th1, Th2 e Th17 foram analisadas 

com um kit comercial de Cytometric Bead Array (CBA). Análise estatística pelos 

testes de Fisher, Mann Whitney e Spearman, com p<0,05.  Resultados. Todos 

os pacientes exibiram soropositividade para IgG e ausência de IgM anti-CMV. 

Anticorpos anti-CMV não apresentaram associação com severidade de COVID-

19. Seis pacientes exibiram frequências elevadas de células T CD4+ e CD8+ 

CMV-específicas através da produção de IFNγ, IL-17 e TNFα, sendo designados 

como CMV high responders (hiT CMV). Em comparação com os demais 

pacientes, indivíduos hiT CMV exibiram frequências elevadas de células T 

CD4+IL-17+ e CD8+ IFNγ+, IL-17+ ou TNFα+ SARS-CoV-2-específicas 

(p<0,001), além de uma proporção predominante de IL-6 e IL-17 circulantes. 

Conclusão. A frequência elevada de células T CMV-específicas mostrou-se 

associada a um perfil imune com polarização Th17 contra o SARS-CoV-2, além 

de uma atividade CD8+ SARS-CoV-2-específica aumentada. Análises 

prospectivas poderiam indicar se o aumento da atividade T CMV-específica 

durante a fase aguda de COVID-19 poderia estar relacionada com complicações 

secundárias pós-covid resultantes de uma imunidade mal ajustada. 

 

Palavras-chave: Citomegalovírus. SARS-CoV-2. Imunovirologia. Imunologia 

celular. Citocinas. 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Introduction. Human cytomegalovirus (CMV) is a widespread persistent herpes 

virus requiring lifelong immune surveillance to maintain latency. Such long-term 

interactions with the immune system may be associated with deleterious effects 

including immune exhaustion and senescence. Regarding the COVID-19 

pandemic, we asked whether CMV-specific cellular and humoral activity could be 

associated with immune responses toward SARS-CoV-2 and/or disease severity. 

Methods. PBMCs from adults with mild (n=15) and severe (n=14) COVID-19 

were stimulated in vitro with CMV or SARS-CoV-2 peptides to evaluate the 

production of IFNγ, TNFα, and IL-17 in CD4+ and CD8+ T cells. Anti-CMV 

IgG/IgM and anti-SARS-CoV-2 IgA/IgG antibodies were analyzed by enzyme-

linked immunosorbent assay (ELISA). Serum Th1, Th2, and Th17 cytokines’ 

concentrations were analyzed with a commercial CBA (Cytometric Bead Array). 

Statistical analysis was performed using Fisher’s exact test, the nonparametric 

Mann-Whitney and Spearman tests, with a <0.05 p-value. Results. All adults with 

mild and severe COVID-19 were seropositive for anti-CMV IgG, but negative for 

IgM antibodies. Anti-CMV IgG titers did not correlate with disease severity. Six 

patients presented elevated frequencies of CMV-specific CD4+ and CD8+ T cells 

producing IFNγ, IL-17, and TNFα, designated as CMV high responders (hiT 

CMV). In comparison to CMV low responders, hiT CMV individuals exhibited 

higher frequencies of SARS-CoV-2-specific CD4+IL-17+ and CD8+ IFNγ+, IL-

17+, or TNFα+ T cells (p<0.001), besides a Th17-predominant proportion of 

serum cytokines. Conclusion. These results indicate that high frequencies of 

CMV-specific T cells may be associated with a SARS-CoV-2-reactive profile 

skewed towards Th17-dominated immunity, with an elevated SARS-CoV-2-

specific CD8+ activity. Thus, CMV-amplified IL-17-dominated responses to 

SARS-CoV-2 could be further investigated as a mechanistic player for long-

lasting damage as a result of maladjusted immunity from COVID-19 acute phase. 

 

Keywords: Cytomegalovirus. SARS-CoV-2. Immunovirology. Cellular 

immunology. Cytokines. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 CITOMEGALOVÍRUS E O SISTEMA IMUNOLÓGICO 

 

O citomegalovírus humano (CMV), vírus da família Herpesviridae, 

representa uma das infecções mais comuns no ocidente, com prevalência que 

varia de 50% a 95% [1]. O CMV é um vírus de DNA linear de fita-dupla de ~230 

kb, envolvido pelo nucleocapsídeo, seguido de um tegumento com 

fosfoproteínas e um envelope lipídico [2], como ilustrado na Figura 1. A infecção 

pelo CMV pode ocorrer como primária, por reinfecção ou reativação, com 

transmissão através da transfusão sanguínea, transplante de órgãos, 

amamentação, contato direto com saliva ou urina, contato sexual, dentre outras 

maneiras [3]. 

 

 
Figura 1. Componentes estruturais do citomegalovírus. Figura extraída de El 
Chaer et al., Blood. 2016 Dec 8; 128(23): 2624–2636 [2]. 
 

A infecção primária por CMV normalmente ocorre durante a infância tardia 

e pode ser assintomática ou moderada — com sintomas de febre, dor de 

garganta e fadiga, além de ser autolimitada em imunocompetentes. Após 

resolução da infecção aguda, o CMV se estabelece em uma fase latente em 

células progenitoras hematopoiéticas da linhagem mieloide [4], caracterizada 
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pela manutenção do genoma viral e ausência de expressão de genes de fase 

lítica, com possibilidade de reativação sob certas condições [5, 6]. 

A latência do CMV é condicionada por mecanismos virais de inibição de 

apresentação de antígenos nos MHCs (major histocompatibility complex) de 

classe I e II, bloqueio de respostas por interferon e produção de IL-10 viral, 

levando a um silenciamento da célula hospedeira, além da produção de 

mediadores imunossupressores (Figura 2) [7]. 

 

 
Figura 2. Mecanismos de mantimento da latência viral na célula hospedeira pelo 
citomegalovírus. Imagem extraída de Griffiths et al., Nat Rev Microbiol 19, 759–
773 (2021) [7]. 
 

O sistema imunológico limita a infecção por CMV através da imunidade 

adaptativa [8, 9], mediada majoritariamente por linfócitos T (LT) e B (LB) [10]. 

Enquanto os componentes celulares da imunidade inata atuam na ativação de 

mecanismos e barreiras pré-existentes e com funções protetivas não 

direcionadas [11], a imunidade adaptativa age a partir da exposição prévia a 

antígenos não-próprios, e é caracterizada por respostas específicas e de 

memória imunológica, fator que garante imunização contra infecções futuras de 

mesma etiologia [10]. 

Linfócitos T (LTs), mediadores principais da imunidade específica, 

passam pelos processos de maturação e seleção, e se diferenciam em duas 

principais categorias de acordo com a expressão de marcadores de superfície 
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específicos, LTs CD4+ e CD8+ [12]. Linfócitos T CD4+ compreendem diferentes 

subpopulações T helper (Th) com uma série de funções distintas. O padrão Th1 

desencadeia a imunidade celular e é regido por interferons do tipo 1, interleucina-

12 (IL-12) e pelo fator de transcrição T-bet, cuja ativação excessiva ocasiona em 

dano tecidual. Efeitos deletérios associados à inflamação também ocorrem com 

sustentação de células CD4+ de perfil Th17, detentoras da maior fonte de IL-17 

e IL-22 e atuantes como agentes pró-inflamatórios contra bactérias 

extracelulares e outros patógenos. A diferenciação de células CD4+ Th17 é 

ativada pelo fator de transcrição RORγt e depende principalmente de TGFβ e IL-

6 como mediadores pró-inflamatórios [13]. 

Já os linfócitos T CD8+, classe distinta de LTs, são capazes de produzir e 

secretar diversas classes de citocinas e grânulos citotóxicos (como as perforinas 

e granzimas), que induzem à morte celular programada de agentes infecciosos 

e células danosas [12], mecanismo este fundamental para mantimento da 

homeostase do organismo. O combate a infecções virais está diretamente 

relacionado a linfócitos citotóxicos (CTLs), cuja diferenciação é estimulada por 

interferons do tipo 2, IL-6 e IL-1β [14]. 

Como descrito acima, a vasta gama de funções protetivas do sistema 

imunológico implica no combate e neutralização de diversos agentes nocivos ao 

organismo. Todavia, as funções imunes tendem a decrescer ao longo do tempo, 

acarretando uma maior suscetibilidade a infecções, eficácia reduzida de vacinas, 

dentre outros efeitos deletérios [15, 16]. 

O processo de disfunção imunológica é mediado por diversos aspectos 

relacionados ou não ao envelhecimento. Em decorrência da idade, a maturação 

e atividade de células T naive são comprometidas pela involução do timo e, como 

consequência, a geração de resposta contra novos antígenos circulantes é 

dificultada [17]. Outro fator pertinente no que diz respeito à perda da função do 

sistema imune com o decorrer da idade é o acúmulo de células T antígeno-

específicas, condicionadas a um processo contínuo de diferenciação com 

possíveis desfechos de exaustão e senescência replicativa [15, 17]. 

A exaustão de células T é definida por função efetora reduzida, estado 

transcricional alterado e expressão de receptores inibitórios, tal qual o 

programmed death 1 (PD-1), presente em LTs, LBs, dentre outras células imunes 

[18]. Quando ativado, o PD-1 desencadeia em processos apoptóticos, inibição 
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do ciclo celular e da produção de citocinas [19]. O fenótipo característico de 

células exaustas também pode ser caracterizado por níveis baixos de moléculas 

de superfície coestimulatórias envolvidas na função celular, como o CD28. A 

senescência, diferente da exaustão, pode ser ocasionada por danos diretos ao 

DNA, ou ainda pela perda de telômeros, que decrescem devido à alta taxa de 

replicação e induzem a paralisação do ciclo celular [20]. O perfil da senescência 

celular também é associado a um fenótipo pró-inflamatório com produção, 

sobretudo, de TNF-α, fator contribuinte da inflamação crônica [21]. 

A imunossenescência, outro termo pertinente à atividade de células T, é 

ocasionada tanto pela idade como por estímulos antigênicos e reflete 

características sistêmicas associadas à redução do repertório de células naïve e 

da diversidade de TCRs, em contraste com a elevação do número de células T 

terminalmente diferenciadas, inflamação e menor responsividade a novos 

antígenos [22]. Assim, partindo do pressuposto de que eventos de 

imunossenescência e exaustão imunológicas decorrem de processos 

estimulatórios constantes, a cronicidade e latência de infecções virais tornam-se 

fatores importantes na potencialização do envelhecimento celular, como já 

observado e estabelecido nas infecções por citomegalovírus [15, 16, 23, 24]. 

 

1.2 RESPOSTA IMUNE AO CITOMEGALOVÍRUS 

 
Quando infecta o hospedeiro, o CMV é reconhecido e provoca ativação 

de mecanismos iniciais de resposta imune inata, que incluem atividade de 

células Natural Killers (NKs), produção de citocinas pró-inflamatórias e 

mediadores envolvidos no recrutamento de células do sistema adaptativo. A 

partir do silenciamento transcricional dos genes virais, o CMV infecta e se 

estabelece em células de origem mieloide e assume um estado quiescente, fator 

imprescindível para o mantimento da latência viral. Cenários pró-inflamatórios e 

de imunossupressão tornam o hospedeiro suscetível à reativação do CMV, 

desencadeada pelo aumento da replicação viral e expressão de genes que 

silenciam a atividade imune antiviral. Ante esse processo de reativação, a 

imunidade celular adaptativa atua como principal defesa do organismo para o 

restabelecimento da latência viral [25]. 
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Citocinas do tipo 1 (de cunho pró-inflamatório) compõem o perfil de 

resposta imune adaptativa frente ao CMV, com evidências apontando seu papel 

protetivo contra o vírus [26, 27]. Contudo, a desregulação de citocinas pró-

inflamatórias CMV-específicas, como IL-6, IFNγ e TNFα, são capazes de gerar 

dano tecidual e acarretam quadros clínicos mais graves, com relatos de retinite 

[28] e “tempestade de citocinas” em modelos murinos de hepatite por CMV [29], 

perda de audição CMV-induzida em crianças [30, 31], esofagite [32] e inflamação 

gastrointestinal [33]. 

Além dessa persistência de resposta imune mesmo durante sua latência, 

a atividade celular T CMV-específica também é considerada uma assinatura 

singular do vírus. Em contraste com outros vírus persistentes, o citomegalovírus 

é capaz de gerar um vasto pool de células T CD8+ altamente diferenciadas que 

são formadas durante a infecção primária e são mantidas como populações 

relativamente estáveis ao longo do período de latência [34, 35]. Estas células T 

CD8+ citotóxicas podem ser caracterizadas pela expressão de CD57 e pela 

perda dos receptores coestimulatórios CD27 e CD28 [23]. 

Pensando nas características únicas de resposta imune contra o 

citomegalovírus, efeitos relatados de exaustão e senescência celular de LTs 

CMV-específicos se mostram diretamente associados a respostas imunes 

disfuncionais e atenuadas em outras infecções virais. A proliferação exaustiva e 

inflamento de células CD8+ CMV-específicas em pacientes com HIV são uma 

fonte potencial de inflamação crônica e senescência linfocítica que podem afetar 

a função e atividade do sistema imunológico [24, 36]. 

Enquanto as consequências deletérias da forma latente do CMV são 

observadas com maior frequência em idosos [37-39], alguns estudos sugerem 

vantagens imunológicas relacionadas à infecção por citomegalovírus em adultos, 

como o aumento da polifuncionalidade de células CD8+, expandidas ao fenótipo 

CD8+CD57+ em indivíduos CMV positivos [40-43]. A hipótese seria a de que, 

frente a infecções virais em adultos imunocompetentes, a resposta imunológica 

pode ser potencializada pela presença de células CMV-específicas. Segundo 

Furman et al. [44], a positividade para CMV está associada a respostas 

aumentadas de anticorpos frente à vacinação do vírus da influenza, com 

sensibilidade de LTs CD8+ aumentada e níveis de IFNγ circulantes elevados 

comparados a indivíduos CMV negativos. 
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Especialmente para as infecções virais, a atividade da resposta imune T 

específica é imprescindível para o controle e resolução de infecções virais, e a 

exaustão funcional de linfócitos citotóxicos está diretamente relacionada com 

progressão de doenças [45]. Neste contexto, a pandemia da COVID-19, causada 

pelo SARS-CoV-2, já passa de 761 milhões de casos confirmados no mundo e 

6 milhões de mortes até 21 de março de 2023 [46]. Declarada como um estado 

emergencial de saúde pública, trouxe consigo a necessidade de compreensão e 

mensuração de fatores de risco que contribuem para pior prognóstico da doença, 

havendo gaps ainda não pesquisados sobre a influência de infecções virais 

latentes como contribuintes de um fenótipo específico de resposta imune ao 

COVID-19, incluindo o CMV [47-49]. 

 

1.3 O SARS-CoV-2 

 

O SARS-CoV-2 é um vírus envelopado de RNA de fita única pertencente 

ao gênero Betacoronavirus e à família Coronaviridae. Possui ~29kb e é envolvido 

pelo nucleocapsídeo, envelope viral e por uma proteína de membrana. Na 

superfície, o SARS-CoV-2 expressa a proteína Spike, cuja ligação com a ECA-2 

(enzima conversora da angiotensina II) na célula hospedeira inicia o processo de 

infecção ativa [50], conforme a Figura 3.  

 

 
Figura 3. Componentes estruturais do SARS-CoV-2. Imagem extraída de 
Safiabadi et al., Clin Microbiol Rev. 2021 May 12;34(3):e00228-20 [50]. 
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O SARS-CoV-2 é caracterizado por sua alta taxa de transmissão, e a 

severidade e complicações da doença possuem variabilidade nos seres 

humanos. Eventos que vão de febre, dor de cabeça e tosse seca à pneumonia 

severa, síndrome aguda respiratória, fibrose pulmonar, eventos 

cardiovasculares, injúria aguda renal, hospitalização e mortalidade têm sido 

reportados e resultam de diferentes interações hospedeiro-patógeno [51]. 

Os desfechos da infecção são definidos por uma série de fatores 

associados ou não ao hospedeiro. Indivíduos mais idosos são mais propensos a 

desenvolver a forma severa de COVID-19, enquanto a população jovem 

normalmente experiencia a forma leve da doença. Além disso, uma série de 

comorbidades, como obesidade, hipertensão, doenças cardiovasculares etc., já 

foram caracterizadas como fatores de risco para piores prognósticos da infecção 

por SARS-CoV-2 [52]. 

No processo de resolução da doença, diversos estudos têm detalhado os 

nuances do perfil de resposta imunológica contra o SARS-CoV-2. A invasão viral 

desencadeia uma resposta imune local, com recrutamento de macrófagos e 

monócitos que liberam citocinas e atraem células T e B para resolução da 

infecção. Contudo, em alguns casos ocorrem respostas imunes disfuncionais 

que levam a graus mais graves da doença [53]. 

Nesses casos, uma resposta imune exacerbada é gerada a partir do 

aumento de neutrófilos, IL-6 e proteína C reativa (PCR), além da ativação do 

padrão Th1 e Th17 de resposta, resultando em eventos excessivamente 

inflamatórios [54]. Certos padrões contribuem para esse aumento da resposta 

disfuncional ao SARS-CoV-2, com interações diretas ou não com a infecção viral, 

que incluem imunossenescência, instabilidade genômica, disfunção 

mitocondrial, alterações epigenéticas e erosão telomérica [51]. 

Na admissão, pacientes com SARS-CoV-2 podem apresentar 

linfocitopenia, trombocitopenia e leucopenia, sinônimos da baixa contagem de 

linfócitos, plaquetas e leucócitos, respectivamente [55]. De acordo com Zheng et 

al. [45], a contagem de células T CD8+ também é significativamente reduzida 

em pacientes de COVID-19 em graus moderados e graves comparados a grupos 

controle saudáveis. 

O perfil de resposta à infecção e chances de convalescência são 

estritamente associados à idade, considerada um importante preditor de risco a 
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indivíduos infectados por SARS-CoV-2. Como já citado, desfechos negativos da 

doença são relacionados a respostas imunológicas aumentadas e/ou 

disfuncionais, que podem estar exacerbadas devido a disfunções imunes 

próprias, como o desenvolvimento de inflamação crônica em idosos [56], além 

da senescência imunológica, característica acentuada conforme o decorrer dos 

anos e potencializada pelo descontrole da resposta imune contra infecções 

persistentes como o CMV [49]. 

 Simonnet et al. [57], Gatto et al. [58] e Weber et al. [59] investigaram a 

incidência de infecções persistentes em pacientes de COVID-19 grave e 

encontraram um índice elevado de reativação por citomegalovírus nesses 

indivíduos, além de uma correlação positiva entre o soro status CMV+ e a 

severidade da doença [59]. A incidência disseminada de coinfecções pelo SARS-

CoV-2 e CMV [60, 61] têm evidenciado a importância de investigar os 

mecanismos pelos quais a infecção primária ou reativação do CMV ocorre, e sob 

que circunstâncias essa resposta celular específica pode interferir na resolução 

da infecção por SARS-CoV-2 em decorrência de seus efeitos já relatados. 

Os mecanismos de patogênese do SARS-CoV-2 são hoje intensamente 

estudados visando desenvolver terapias que evitem desfechos clínicos graves 

ou mesmo fatais. Para tal, é necessário identificar assinaturas imunológicas 

indicativas de pior prognóstico, como chances reduzidas de convalescência. A 

investigação de fatores de risco da doença, como as comorbidades já 

correlacionadas a desfechos clínicos indesejáveis (doenças cardiovasculares, 

hipertensão e idade avançada) [49], é uma das abordagens utilizadas para isso. 

A hipótese deste trabalho é de que existe uma interação entre as 

respostas anti-CMV e anti-SARS-CoV-2, e de que isso pode ser evidenciado por 

correlações entre ambas as atividades vírus-específicas. 
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3 PERGUNTA DE PESQUISA 

 

● Existe relação entre a resposta imune ao CMV e a resposta imune ao 

SARS-CoV-2 em indivíduos infectados por ambos os vírus? 

 

3.1 JUSTIFICATIVA 

 

Os estudos que associam piores prognósticos de COVID-19 a 

coinfecções virais ressaltam a necessidade de investigar se há um impacto de 

infecções persistentes na resposta imune celular e humoral contra o SARS-CoV-

2. Os resultados dessas investigações podem ser úteis no desenvolvimento de 

estratégias para tratamento e resolução da COVID-19 com menor prejuízo à 

saúde dos indivíduos acometidos.  
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4. OBJETIVOS  

 

● Investigar associações entre as respostas imunes CMV-específica e 

SARS-CoV-2-específica. 

 

4.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

● Determinar o título de anticorpos anti-CMV em indivíduos com graus leve 

e grave de COVID-19; 

● Investigar frequência e fenótipo de células T CD4+ e CD8+ CMV- ou 

SARS-CoV-2-específicas; 

● Analisar as citocinas séricas representativas de perfis Th1, Th2 ou Th17 

dos pacientes; 

● Investigar possíveis correlações entre os parâmetros analisados. 
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6. CONCLUSÃO 

 

Os resultados obtidos indicam que frequências elevadas de células T 

CMV-específicas associam-se a uma resposta anti-SARS-CoV-2 polarizada para 

uma imunidade Th17 e marcada pelo aumento da atividade CD8+ específica 

para o SARS-CoV-2 (refletida pela produção de IFNγ, IL-17, e TNFα). Além 

disso, a análise do perfil de citocinas séricas exibiu predomínio de IL-17 e IL-6 

no grupo de pacientes com frequências elevadas de células T anti-CMV, em 

contraste com um perfil composto por citocinas Th1, Th2 e Th17 nos demais 

indivíduos. 

 Seriam necessários mais estudos de cunho mecanístico que 

determinassem se uma resposta está efetivamente influenciando a outra, 

especialmente se a infecção por CMV pode ser um gatilho para polarizar a 

resposta anti-SARS-CoV-2. Embora não tenhamos encontrado uma associação 

dessa resposta Th17 com a severidade da doença, análises prospectivas 

poderiam indicar se o aumento da atividade T CMV-específica durante a fase 

aguda de COVID-19 poderia estar relacionada com complicações secundárias 

pós-covid resultantes de uma imunidade mal ajustada. 

Em modelos animais, uma forma de estudar se existe uma interação entre 

as atividades imunes vírus-específicas seria através da infecção por mCMV em 

camundongos balb/c ou C57BL/6 knock-in para ECA-2 [62-64], com posterior 

infecção por SARS-CoV-2. O acompanhamento e a análise da dinâmica das 

respostas T CMV- e SARS-CoV-2-específicas durante e após a infecção por 

COVID-19 em animais CMV positivos ou negativos poderia nos fornecer um 

agente causativo na desregulação da imunidade antiviral, além do possível 

surgimento de sequelas pós-covid decorrentes da produção de IL-17. 
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ANEXO A ― Parecer consubstanciado do CEP (HMV) 
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ANEXO B ― Parecer consubstanciado do CEP (UFCSPA) 
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ANEXO C ― Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)  
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