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RESUMO

A tese ¢ composta por dois artigos que objetivaram investigar a associagdo entre infecgoes
cronicas por diferentes agentes infecciosos e perfil imunoldgico, incluindo citocinas e
quimiocinas, em idosos brasileiros. A exposi¢do prévia a agentes infecciosos contribui para o
aumento da inflamagdo entre idosos e estd associada com alteracdes no processo de
imunossenescéncia. No primeiro artigo, o objetivo foi identificar o perfil imunologico
associado as infec¢des por Citomegalovirus (CMV) e Herpes virus simples tipo 1 (HSV-1). Foi
realizado um estudo transversal, com dados da linha de base da Coorte de Idosos de Bambui -
Minas Gerais. Para andlise, considerou-se a presenga de anticorpos G (IgG) para CMV e HSV-
1 no soro dos participantes, avaliado pelo ensaio de electroquimioluminescéncia para CMV e o
ensaio de imunoabsor¢ao enzimatica (ELISA) para HSV-1; os desfechos foram definidos pela
titulagdo acima da mediana (>399,5 U/mL para CMV e >160,0 UR/mL para HSV-1). Foi
definido o Classification and Regression Tress (CART) como método de primeira escolha para
a defini¢do de pontos de corte para cada um dos biomarcadores. Para os casos em que o método
CART nao conseguiu discriminar pontos de corte, optou-se por classificar os biomarcadores
em tercis, exceto para aqueles que apresentaram 50% ou mais de valores nao detectaveis pelo
método de dosagem e que foram mantidos como detectavel e ndo detectavel. O segundo artigo
foi realizado com a mesma populagdo de estudo e teve como objetivo investigar as infec¢des
bacterianas por Chlamydia pneumoniae (C. pneumoniae) ¢ Helicobacter pylori (H. pylori),
avaliada pelo método ELISA para as duas infecgdes (IgG >22,0 UR/mL para C. pneumoniae ¢
IgG >50,0 U/mL para H. pylori). Neste artigo, considerou-se o tercil da distribuicdo para a
defini¢ao de pontos de corte dos biomarcadores, exceto para aqueles que apresentaram 50% ou
mais de valores ndo detectaveis pelo método de dosagem e que foram mantidos como detectavel
e ndo detectdvel. Em ambos os artigos, foram considerados os seguintes biomarcadores:
CXCLS8, CXCL9, CXcCL10, CCL2, CCLS, IL-1B, IL-6, IL-10, IL-12, TNF e PCR;
quantificados pelo método de Cytometric Bead Array (CBA). As analises para determinagao de
pontos de corte pelo método CART foram realizadas usando a biblioteca rpart (Terry Therneau,
Beth Atkinson and Brian Ripley, 2015) (R CORE TEAM, 2016) no ambiente R (R Foundation
for Statistical Computing, Vienna, Austria). Todas as outras analises foram realizadas no
software Stata® versdao 13.0 (StataCorp LLP, College Station, TX). Em todos os testes
estatisticos foi considerado um nivel de significancia de 5%. Os resultados evidenciaram que a
soroprevaléncia de anticorpos anti CMV, anti HSV-1, anti C. preumoniae e anti H. pylori foi

de 99,4%, 97,0%, 55,9% e 70,3%, respectivamente. Nas infec¢des por herpervirus, a associacao



com IL-6 ndo foi consistente entre as duas infec¢des investigadas. Em contrapartida, a PCR foi
diretamente associada a titulagdo de anticorpos acima da mediana para as duas infec¢des e
também na coinfecacdo. Os resultados da infeccao por C. pneumoniae revelaram a presenca de
um perfil misto pré-inflamatério (CXCL10) e anti-inflamatorio (IL-10). Além disso, observou-
se um perfil inverso de citocinas pré-inflamatorias (IL-1f e IL-6) e anticorpos acima da mediana
para H. pylori. Nossos dados evidenciaram altas prevaléncias de infec¢des virais e bacterinas
em idosos residentes na comunidade, além da caracterizagdo de diferentes perfis imunologicos
frente as infecgdes cronicas. Dessa forma, os resultados contribuem com a epidemiologia das
doencas infecciosas entre idosos, especialmente em paises da América Latina, considerando a

escassez de estudos nesta regido.

Palavras-chave: Citomegalovirus; Herpes simples virus tipo 1; Chlamydia pneumoniae;

Helicobacter pylori; Inflamacao; Perfil imunoldgico; Envelhecimento.



ABSTRACT

The thesis is composed of two studies that aimed to investigate the association between chronic
infections by different infectious agents and the immunological profile, including cytokines and
chemokines, of older adults Brazilians. Previous exposure to infectious agents contributes to
increased inflammation among the older adults and is associated with alterations in the
immunosenescence process. In the first article, the aim was to identify the immunological
profile associated with Cytomegalovirus (CMV) and Herpes simplex virus type 1 (HSV-1)
infections. A cross-sectional study was carried out with baseline of the Bambui Cohort Study
of Aging, Minas Gerais, Brazil. For analysis, the presence of antibodies G (IgG) for CMV and
HSV-1 in the participants' serum was considered, assessed by the electrochemiluminescence
assay for CMV, and the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for HSV-1; outcomes
were defined by titers above the median (>399.5 U/mL for CMV, and >160.0 UR/mL for HSV-
1). The Classification and Regression Tress (CART) was chosen as the first choice method for
defining cutoff points for each of the biomarkers. For in cases where the CART method was
unable to discriminate cutoff points, it was decided to classify the biomarkers in tertiles, except
for those that presented 50% or more of values not detectable by the dosage method and that
were kept as detectable and undetectable. The second article was carried out with the same
study population, and aimed to investigate Chlamydia pneumoniae (C. pneumoniae) and
Helicobacter pylori (H. pylori), evaluated by the ELISA method for both infections (IgG >22.0
UR/mL for C. pneumoniae and IgG >50.0 U/mL for H. pylori). In this studie, the distribution
tertile was considered for defining cutoff points for biomarkers, except also for those that
presented 50% or more of values not detectable by the measurement method and that were kept
as detectable and not detectable. In both studies, the following biomarkers were considered:
CXCLS, CXCL9, CXCL10, CCL2, CCLS5, IL-1B, IL-6, IL-10, IL-12, TNF and CRP; quantified
by the Cytometric Bead Array (CBA) method. Analyzes to determine cut-off points by the
CART method were performed using the rpart library (Terry Therneau, Beth Atkinson and
Brian Ripley, 2015) (R CORE TEAM, 2016) in the R environment (R Foundation for Statistical
Computing, Vienna, Austria). All other analyzes were performed using Stata® software version
13.0 (StataCorp LLP, College Station, TX). In all statistical tests, a significance level of 5%
was considered. The results showed that the seroprevalence of anti CMV, anti HSV-1, anti C.
pneumoniae and anti H. pylori antibodies was 99.4%, 97.0%, 55.9% and 70.3%, respectively.
In herpervirus infections, the association with IL-6 was not consistent between the two

infections investigated. In contrast, CRP was directly associated with antibody titers above the



median for both infections and also with co-infection. The results of C. pneumoniae infection
revealed the presence of a mixed pro-inflammatory (CXCL10) and anti-inflammatory (IL-10)
profile. In addition, an inverse profile of pro-inflammatory cytokines (IL-1B and IL-6) and
above-median antibodies to H. pylori was observed. Our data showed high prevalence of viral
and bacterial infections in older adults living in the community, in addition to the
characterization of different immunological profiles in the face of chronic infections. Thus, the
results contribute to the epidemiology of infectious diseases among the older adults, especially

in Latin American countries, considering the scarcity of studies in this region.

Keywords: Cytomegalovirus; Herpes simplex virus type 1; Chlamydia pneumoniae;

Helicobacter pylori; Inflammation; Immunological profile; Ageing.



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 - Descricao das variaveis de ajuste e categorizagdes



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Multiplos mecanismos pelos quais a infec¢do pode contribuir para o desenvolvimento
€ CUISO dA ALETOSCIETOSE. . ..eveinvieiiiiiiiieieet ettt ettt et 39

Figura 2 - Mecanismos patogénicos induzidos por infec¢des cronicas e papel da vacinagao anti-
aterosclerose (IL - Interleucinas, IFN - Interferon, TNF - fator de necrose tumoral, TLRs -
receptores semelhantes a toll, MMP - metaloproteinase de matriz, HSP - proteina de choque
térmico, Th - células T auxiliares, PAI - inibidor do ativador do plasminogénio, GM-CSF - fator
estimulador de colonias de monocitos de
GEANUIOCTIOS ).t et ettt e eite et te ettt e et e e ettt e e sttt e esateesaaeeeesseeessseeesseeensaeeansaeeansaeennsaeansneeennseeennnes 41

Figura 3 - Sele¢@o da populacio do estudo - Coorte de Idosos de Bambui ............ccccceevirnnnne. 43



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ATP - Trifosfato de Adenosina

AVE - Acidente Vascular Encefalico

C. pecorum - Chlamydia pecorum

C. pneumoniae - Chlamydia pneumoniae

C. psittaci - Chlamydia psittaci

C. trachomatis - Chlamydia trachomatis

CAC - Calcificagao Arterial Coronariana

CAPES - Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior Brasil
CART - Classification and Regression Trees

CBA - Cytometric Bead Array

CCL2 - Quimiocina 2

CCLS5 - Ligante de Quimiocina CC 5 ou Rantes
Células NK - Células Natural Killer

CDC - Centers for Disease Control and Prevention
CG - Cancer Gastrico

CMYV - Citomegalovirus

CMVD - Grupo com Doenga pelo CMV

CNPq - Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico
CXCL10 - Proteina 10 Induzida por Interferon Gama
CXCLS8 - Membro da Familia das Quimiocinas CXC
CXCL9 - Monocina Induzida por Interferon Gama
DCNT - Doengas Cronicas nao Transmissiveis

DCs - Células Dendriticas

DCYV - Doengas Cardiovasculares

DNA - Acido Desoxirribonucleico

DPOC - Doeng¢a Pulmonar Obstrutiva Cronica
ECLIA - Electrochemiluminescence Immunoassay
ELISA - Ezyme Linked Immunoabsorbent Assay
EUA - Estados Unidos da América

FAPEMIG - Fundagao de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais
GTP - Trifosfato de Guanosina

H. pylori - Helicobacter Pylori



HAYV - Virus da Hepatite A

HHYV - Herpervirus Humano

HHV-6 - Herpervirus Humano 6

HHV-7 - Herpervirus Humano 7

HHV-8 - Herpervirus Humano 8

HIV - Virus da Imunodeficiéncia Adquirida

HSV-1 - Herpes Virus Simples Tipo 1

HSV-2 - Herpes Virus Simples Tipo 2

IC - Intervalo de Confianga

ICAM-1 - Molécula de Adesdo Intercelular

IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
[FNs - Interferons

IFN-vy - Interferon Gama

IgG - Imunoglobulina G

IgM - Imunoglobulina M

IL-10 - Interleucina-10

IL-12 - Interleucina-12

IL-1p - Interleucina 1 Beta

IL-6 - Interleucina 6

INCA - Instituto Nacional do Cancer

IRR - Instituto René Rachou

LDL - Lipoproteinas de Baixa Densidade

LPS - Lipopolissacarideos

MALT - Linfoma de Tecido Linfoide Associado a Mucosa
MET - Taxa de Equivalentes Metabdlicos

MFTI - Intensidade Média de Fluorescéncia

MIF - Teste De Microimunofluorescéncia

NESPE - Nucleo de Estudos em Saude Publica e Envelhecimento
NF-kB - Fator Nuclear Kappa B

NIAAA - National Institute on Alcohol Abuse and Alcoholism
NOD - Nucleotide-Binding Oligomerization Domain
OMS - Organiza¢ao Mundial de Satide

OR - Odds Ratio

PAMPs - Padrdes Moleculares Associados a Patdgenos



PCR - Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction)
PCRus - Proteina C Reativa Ultra Sensivel

PGN - Peptideoglicano

PIR - Perfil Imunolégico de Risco

RNAm - Acido Ribonucleico Mensageiro

SAT - Teste do Antigeno das Fezes

SIDA - Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
SNC - Sistema Nervoso Central

TCLE - Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido
Th1 - Células Helpers T do Tipo 1

Th2 - Células Helpers T do Tipo 2

TNF-alfa - Fator de Necrose Tumoral Alfa

TLRs - Receptores Toll-like

UFMG - Universidade Federal de Minas Gerais

UV - Raios Ultravioletas

VCAM-1 - Molécula de Adesdo Vascular

VZV - Varicela Zoster Virus

WHO - World Health Organization



SUMARIO

1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA .......ooooiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 18
200BIETIVOS ..ottt sttt ettt e 20
2.1 ODJetivo Geral ..........cooiiiiiiiiiiiiie e 20
2.2 Objetivos ESPecifiCos ...........coooiiiiiiiiiiiiiiiiicce s 20
3. REVISAO DE LITERATURA .......o.coooiiiiiiiinnieiieein et eseesenes 21
3.1 INfec0es CrOMICAS .........ccueiiiiiieiiiieciee ettt e e e et e e e taeesreeesabaeeenseeenenas 21
3.1.1 CItomMeEZALOVITUS ........ooeiiiiiiieeciie ettt e et e e e et e e etaeesaseeessseeesaseeennes 21
3.1.2 Herpes Virus Simples Tipo 1 ..........coooiiiiiiiie e 24
3.1.3 Chlamydia preumoniae.........................ccoccueeeiueeiiuiiniiiieniieesieeeeeee e eieeesree s 26
3.1.4 HelicoBacter PYIOT .................c...ooooueiiiiiiiiiiieiiieeee ettt et s 29
3.2 Infeccoes, Imunologia e Envelhecimento..................cooooiiiiiiiiiiiiiiiccceeeee e 33
3.2.1 Infecgdes Cronicas e Imunologia...............cocooioiiiiiiiiiiiiiini e 35
4. METODOLOGIA ...ttt 42
4.1 Fonte de Dados e Desenho do EStudo ...............coooooiiiiiiiiiniiiiicceceee e 42
B2 VATTAVEIS ...ttt ettt et e b e st et e e st e et e saeesabeesneeenseeneee 43
4.2.1 Infeccoes (Variaveis dependentes) ..............cccoeeovieeiiieiiiieniie e 43
4.2.2 Biomarcadores (Variaveis independentes)...................ccceeviiiiiiiiniiieniie s e 44
4.2.3 Variaveis de QJUSTE ...........c.ooooiiiiiiiiiiiie ettt ettt e st e e ae e e sae e e aaeesaaaeens e 45
4.3 Analise EStatistiCa..........cccooiiiiiiiiiiiiii e 47
5. APRESENTACAO DOS ARTIGOS ........ovvuriiiirierierieeiesiseiesiesiss s sesesseseesinnes 49
ST ATEGO T .ottt e ettt e st e et e e bt ee st e e s bt e e eabeeeeabeeenanee s 50
S22 ATTIZO 2 ..ottt s 58
6. CONCLUSAOQ......ooomimiriicie et 65
7. CONSIDERACOES FINAIS ..ottt ee st s e e s e e e se e s senas 67
REFERENCTIAS ......ooooiiiiiiiii oottt 69
APENDICE ..ottt 88



APRESENTACAO

Este volume contém a tese apresentada ao Programa de Pos-graduacdo em Saude
Coletiva do Instituto René Rachou - Fiocruz Minas, como requisito parcial para a obtencao do
titulo de Doutora em Saude Coletiva, area de concentragdo Epidemiologia. A tese insere-se na
linha de pesquisa Envelhecimento e Satude e foi desenvolvida no Nucleo de Estudos em Saude
Publica e Envelhecimento - NESPE. A lideranga do NESPE esta a cargo dos pesquisadores
Maria Fernanda Furtado de Lima e Costa e Sérgio Viana Peixoto. O grupo tem como missao
desenvolver pesquisas em Saude Publica, com énfase em Saude do Idoso. Os principais projetos
do grupo sao: Coorte de Idosos de Bambui, EPIGEN-Brasil - Epidemiologia gendmica de
doengas complexas em coortes brasileiras de base populacional e ELSI-Brasil - Estudo
longitudinal da saude dos idosos brasileiros.

O trabalho final foi elaborado em formato de coletanea de artigos cientificos originais
em conformidade com o que estabelece o Regimento do Programa de Pos-Graduacao em Saude
Coletiva. O volume contém dois artigos que utilizaram como fonte de informagdes os dados
Coorte de Idosos de Bambui - Minas Gerais. O primeiro artigo intitula-se “Cytomegalovirus
and herpes simplex type 1 infections and immunological profile of community-dwelling older
adults” e o segundo artigo “Chlamydia pneumoniae and Helicobacter pylori infections and
immunological profile of community-dwelling older adults”, ambos publicados na

Experimental Gerontology.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A longevidade foi uma das grandes conquistas do século 20 e hoje o envelhecimento
populacional faz parte da realidade da maioria das sociedades. No entanto, enquanto os paises
desenvolvidos levaram anos para envelhecer, os paises em desenvolvimento estdo
envelhecendo em ritmo acelerado e antes de conseguirem reduzir suas disparidades econdmicas
e sociais (WHO, 2012). A Franga, por exemplo, teve um aumento de 10 a 20% de sua populacdo
com 60 anos ou mais de idade e esse crescimento levou cerca de 150 anos para acontecer. Por
outro lado, o Brasil vivencia um aumento significativo da populagdo idosa em menos de 20
anos (WHO, 2015).

Nos paises em desenvolvimento, sdo considerados idosos individuos com 60 anos ou
mais de idade (BRASIL, 2007b; BRASIL, 2007c). No Brasil, esse grupo representava 9,7% da
populacdo em 2004 e 13,7% em 2014. Nos ultimos anos, a populac¢do brasileira manteve a
tendéncia de crescimento superando a marca dos 30,2 milhdes em 2017, com a projecao de que
os idosos representardo 18,6% da populagdo do pais em 2030 e 33,7% em 2060 (IBGE, 2015;
IBGE, 2018). O rapido envelhecimento da populacdo aumenta os desafios em areas como
saude, seguridade social, emprego, educacao, habitacao e desenvolvimento urbano.

Frente a esse contexto, observou-se a necessidade de conhecer melhor aspectos
relacionados a saude dos idosos, como estratégia fundamental para o planejamento das acdes
em Saude Publica (VASCONCELOS, 2004). O aumento da longevidade da populacdo trouxe
um incremento da incidéncia e prevaléncia de doengas cronicas ndo transmissiveis (DCNT),
bem como alteracdes no perfil de transmissao de doengas infecciosas (GOTTLIEB et al., 2011).
As infecgdes cronicas exercem importante influéncia no processo de envelhecimento, tanto pelo
dano direto causado pelo microrganismo nos tecidos infectados, quanto pelo impacto indireto
no organismo, sobretudo pela indugdo do processo inflamatério (GAVAZZI & KRAUSE,
2002; CHATZIDIMITRIOU et al., 2012).

A inflamagdo aumenta com a idade e estd associada a muitas doencas cronicas
prevalentes entre idosos. Patdgenos persistentes, como herpesvirus latente e agentes infecciosos
bacterianos, podem atuar como fonte de inflamacdo. Os herpesvirus, incluindo o
citomegalovirus (CMV) e o herpes virus simples tipo 1 (HSV-1), e infec¢des bacterianas por
Chlamydia pneumoniae (C. pneumoniae) e Helicobacter pylori (H. pylori) estabelecem
infecgdes latentes apds a infeccdo primdria e sdo reativados quando o sistema imunoldgico

celular esta comprometido. A replicacdo desses agentes infecciosos pode induzir a produgao de
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citocinas pro-inflamatorias e desencadear um processo de inflamagao sistémica. A inflamagao
prediz morbidade e mortalidade por todas as causas em idosos (DE MARTINIS et al., 2006).

Além disso, niveis elevados de citocinas pro-inflamatdrias estdo associados a muitas
doencas relacionadas a idade, incluindo diabetes tipo 2, cancer, doenga de Alzheimer, doengas
cardiovasculares (DCV), sindrome metabolica e artrite (SCHMALTZ et al., 2005; AIELLO et
al., 2006; SZKLO et al., 2009; WANG et al., 2010; CHATZIDIMITRIOU et al., 2012;
PADMAVATI et al., 2012; HAESEKER et al., 2013; LAEK et al., 2013). Embora alguns
biomarcadores tenham seus niveis basais aumentados em fun¢ao da idade, outros fatores além
do envelhecimento contribuem para a inflamacao sistémica entre idosos (SHURIN et al., 2007).

A soroprevaléncia de CMV em idosos estd compreendida entre 80-100% em paises em
desenvolvimento (JUNQUEIRA et al., 2008; PANNUTI, 2009). De modo semelhante, as
infec¢des por C. pneumoniae e HSV-1 apresentam elevadas taxas de prevaléncia na populagdo
idosa, 67,2% e 87,0% respectivamente, e sao consideradas infec¢des comuns e endémicas no
mundo (COSTA CLEMENS & FARHAT, 2010; SEHNEM et al., 2010). A bactéria H. pylori,
por sua vez, coloniza o estdbmago de mais da metade da populacdo idosa mundial e a infecgdo
por este agente infeccioso ¢ a causa mais comum de gastrite e ulcera péptica (KUSTERS et al.,
2006; BIONDA et al., 2020).

Considerando o crescente aumento da populagdo idosa, o estudo dos fatores associados
ao processo de envelhecimento ¢ fundamental. A maior parte da literatura sobre o
envelhecimento foi produzida em paises desenvolvidos com caracteristicas socioecondmicas
que diferem muito de paises em desenvolvimento. Uma vez que os determinantes do
envelhecimento ativo sdo influenciados por condi¢des territoriais, como baixos niveis
socioecondmico ¢ educacional, ressalta-se a importdncia de investir em estudos que
acompanham a saude e qualidade de vida da populagdo idosa em paises em desenvolvimento
nos quais os quadros infecciosos podem ser ainda mais graves (LIMA-COSTA, 2012). Pelo
nosso conhecimento, este constitui o primeiro estudo dessas associagdes em um pais latino-
americano, o que podera contribuir para um melhor entendimento sobre a associacao de

infecgdes cronicas e o perfil imunolégico entre idosos residentes nessa regido.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Estudar a associacao entre perfil imunologico e infec¢des cronicas em idosos.

2.2 Objetivos Especificos
e [Estimar a prevaléncia das infec¢des por citomegalovirus, herpes simples virus tipo 1,
Chlamydia pneumoniae e Helicobacter pylori na Coorte de Idosos de Bambui.
e Avaliar a associagdo entre perfil imunologico e a presenca de infec¢des cronicas por
citomegalovirus, herpes simples virus tipo 1, Chlamydia pneumoniae e Helicobacter

pylori na Coorte de Idosos de Bambui.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Infeccdes cronicas

Os quadros infecciosos podem manifestar-se de duas formas: aguda e cronica
(persistente). Nas infec¢des agudas o agente infeccioso € eliminado rapidamente do organismo
do hospedeiro e esse processo pode acontecer de modo sintomatico ou assintomatico, isto €,
sem sintomas aparentes. Nas infecgdes cronicas, os patdgenos apresentam mecanismos
imunoldgicos que garantem sua permanéncia por mais tempo e desencadeiam um estado de
laténcia que pode permanecer assintomatico por meses ou até anos (BARKER, 2004).

As infec¢des em idosos apresentam-se de maneira diferente em comparagao a adultos
mais jovens e comumente sdo mais frequentes e mais graves (GAVAZZI & KRAUSE, 2002).
Em fungdo disso, as taxas de hospitalizagdo e mortalidade por doengas infecciosas sdo mais
altas entre idosos, sobretudo em pessoas com 85 anos ou mais de idade (CURNS et al., 2005).
Eventos adversos de satide como pneumonia, gripe ¢ complicagdes derivadas de bacteremia
estdo entre as dez principais causas de morte neste grupo etario (YOSHIKAWA, 2000).

Os motivos para o aumento da suscetibilidade as infec¢des em idosos sdo complexos,
multifatoriais e ainda ndo foram completamente compreendidos. No entanto, sabe-se que as
comorbidades relacionadas a idade e a maior probabilidade de passar tempo em hospitais ou
lares de idosos, somadas as mudangas normais do envelhecimento, aumentam o risco de

infec¢do em idosos (GAVAZZI & KRAUSE, 2002; CURNS et al., 2005).

3.1.1 Citomegalovirus

A histopatologia do citomegalovirus (CMV) foi descrita pela primeira vez em 1904,
quando observou-se a presenga de células contendo inclusdes intranucleares nos rins de uma
crianga com sifilis congénita. Porém, o virus foi isolado apenas em 1975 por Craig e
colaboradores (CRAIG et al., 1957). Em 1960, foi proposta por Weller as denominagdes
citomegalovirose e citomegalovirus, em funcdo da observagdo de uma alteracdo celular
(citomegalia) induzida pela infeccdo viral em questdo (KLUGE et al., 1960). Em sua
composi¢ao, 0 CMV apresenta genoma constituido de um &cido desoxirribonucleico linear
(DNA) de cadeia dupla que se encontra no interior do capsideo icosaedro, envolvido por uma
matriz amorfa protéica (tegumento) e por uma bicamada lipidica de envelopes que cobrem as
glicoproteinas virais (TAYLOR, 2003; CROUGH & KHANNA; 2009; PANNUTI, 2009).

Em relacdo aos aspectos epidemiologicos, a infec¢do por CMV ¢ universal e acomete

pessoas de todas as faixas etérias, classes sociais e racas (TAYLOR, 2003; MARSHALL &
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STOUT, 2005; SHEEMAR et al., 2005; PANNUTI, 2009). As taxas de soroprevaléncia para o
CMV em populagdes em desenvolvimento sdo maiores, como observado no continente Sul
Americano e Africano, (80-100%); enquanto populagdes de paises desenvolvidos apresentam
prevaléncias entre 40-60% (ATAMAN et al., 2007; JUNQUEIRA et al., 2008). No Brasil, a
prevaléncia para o CMV ¢ considerada elevada, com taxas que variam de 65,0 a 85,0% na
populagdo geral (PANNUTI et al., 2009; MENDRONE, 2010).

A elevada frequéncia de anticorpos na populagdo economicamente menos favorecida
esta relacionada aos maus habitos de higiene, as mas condigdes sanitarias ¢ de moradia e a
piores niveis socioecondmico e educacional (CANNON et al., 2010). Certamente que o
conjunto desses fatores, associados a biologia viral e a deficiéncia imunolédgica, contribuem
para a manuten¢do do perfil epidemiolégico do virus na populagdo (PLOSA et al., 2012;
DIOVERTI & RAZONABLE, 2016).

A infeccao pelo CMV pode ocorrer por vias naturais, pelo contato pessoal intimo, troca
de liquidos e secregdes corporais (saliva, sangue, fezes, sémen, lagrima, etc.) e também por via
iatrogénica (medicamento ou tratamento médico) (TAYLOR, 2003; PANNUTI, 2009). O
contato com o virus ocorre frequentemente no inicio da vida e a probabilidade de infeccao
aumenta proporcionalmente com a idade (CANNON et al., 2010). A infecgao primaria tem um
pico bimodal, o primeiro pico ocorre durante a gestacdo ou a primeira infancia e o segundo
durante a vida adulta (GRIFFITHS & BABOONIAN, 1984; STAGNO & WHITLEY, 1985).

A doenga associada a infeccdo por CMV ¢ menos prevalente e recebe o nome de
citomegalovirose ou doenca de inclusdo citomegalica. A citomegalovirose pode comprometer
orgdos especificos, como os olhos, pulmdes, sistema nervoso central, figado, pancreas e o trato
gastrointestinal (RENE et al., 1988; KAUFMAN et al., 1999; GALIATSATOS et al., 2005).
Além disso, pode causar quadros de hepatite, pneumonia e inflamag¢do da retina com
possibilidade de evoluir para cegueira (BURNY et al., 2004; GRIFFITHS & WALTER, 2005).
Portanto, a citomegalovirose ¢ considerada importante causa de morbimortalidade,
especialmente em individuos imunodeprimidos que encontram-se mais vulneraveis aos
sintomas graves da doenga durante o processo de reativagdo do virus no organismo (LANG et
al., 2002; ASSY etal., 2007). A reativacdo do CMV apresenta uma taxa que variade 0,5 a 1,0%
por ano entre individuos com 60 a 65 anos e, possivelmente, apresenta um pico aos 30 e 35
anos de idade (HECKER et al., 2004).

A infec¢do por CMV ¢ considerada uma das principais causas de infec¢do congénita e
perinatal, a0 mesmo tempo em que apresenta-se como um evento de saide grave no periodo

pos-natal em individuos imunodeprimidos e imunossuprimidos (STAGNO et al., 1982;
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STAGNO & WHITLEY, 1985; YAMAMOTO et al., 1999; JUST-NUBLING et al., 2003;
SILVA et al, 2011). A citomegalovirose congénita pode ser grave, sobretudo se adquirida no
primeiro trimestre da gesta¢do, quando € capaz de acarretar sequelas neurologicas, oculares e
auditivas no bebé. Todavia, apenas 5 a 20% das infeccdes congénitas pelo CMV sdo
sintomaticas ao nascimento; dentre os sintomas observa-se os quadros de hepatoesplenomegalia
(aumento do figado e baco) e microcefalia (condi¢gdo em que a cabeca ¢ significativamente
menor do que o esperado devido ao desenvolvimento anormal do cérebro) em recém-nascidos
(AZEVEDO et al., 2005).

Outras doengas também podem ser desenvolvidas a partir do contato com o CMV. Em
criangas, ¢ comum observar a doenga de inclusao congénita fulminante. Ja em adultos, o quadro
mais frequente ¢ o de mononucleose infecciosa que ¢ uma doenca febril aguda e transmissivel
(FONSECA et al, 1994; BRASIL, 2010). Em pessoas imunocomprometidas, a primo-infec¢ao
manifesta-se como um quadro mais grave de mononucleose infecciosa que pode evoluir para
infec¢do latente ou para citomegalovirose (ESCOBAR et al., 1970; ERICE et al., 2003;
GRIFFITHS & WALTER, 2005).

O isolamento viral na urina ¢ o método de diagnostico classico devido aos elevados
titulos de DNA nesse meio, principalmente na infec¢do congénita e sintomatica (DEMMLER
et al., 1988; MUSSI-PINHATA & YAMAMOTO, 1999). Em idosos, alguns estudos nao
evidenciaram a presenga de DNA de CMV no plasma ou em leucocitos periféricos, reforgando,
assim, a importancia dos testes na urina para essa populagdao (KHAN et al., 2002; VESCOVINI
et al., 2004; STOWE et al., 2007). A Polymerase Chain Reaction (PCR), técnica baseada na
amplificacdo seletiva de sequéncias especificas de acido nucléico, funciona como método
alternativo e apresenta vantagens sobre isolamento viral, como a rapidez na obten¢do dos
resultados (DEMMLER et al., 1988).

No entanto, como a infec¢ao pelo CMV pode apresentar sintomas comuns a outras
infeccdes, o diagnostico mais indicado ¢ a combinagcdo de dados clinicos e de testes
imunoldgicos. Caso o quadro de infec¢do esteja acompanhado de alguma sindrome clinica,
como o quadro de citomegalovirose, o isolamento viral em culturas de fibroblastos humanos
também ¢ um método adotado como padrao ouro. Além disso, os métodos soroldgicos para
deteccao de imunoglobulina M (IgM) e G (IgG), como imunofluorescéncia indireta (IFI),
Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay (ELISA) e radioimunoensaio, sao amplamente
utilizados para rastrear doencas relacionadas a infec¢do por CMV (BENNETT et al., 2015).

Alguns autores sugerem que os repetidos ciclos de reativacdo e replicagdo do CMV tém

o potencial de amplificar ou perpetuar o estado pro-inflamatorio dos individuos, podendo
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explicar o sinergismo entre infeccdo e inflamagdo (ABECASSIS & HUMEL, 2002;
SCHMALTZ et al., 2005). Ressalta-se ainda, que o dano celular provocado pela ativagdo da
via inflamatoria devido a constante reativagao do CMV ao longo da vida, tem sido considerado
um componente importante do processo de imunossenescéncia que impacta no aumento da
suscetibilidade a outras infec¢gdes (CRISCUOLI et al., 2006; LAWLOR & MOSS, 2010). O
CMYV vem sendo associado ao desenvolvimento de DCV, fragilidade, cancer, alteracdes no
funcionamento cognitivo, incluindo deméncia, comprometimento funcional e mortalidade entre
idosos (PAPADAKIS et al., 2001; SCHMALTZ et al., 2005; AYRE et al., 2009; CROUGH et
al., 2009; CRUMPACKER, 2010; ROBERTS et al., 2010). Acredita-se que o CMV contribua
para a progressao de processos patologicos, principalmente por meio de mecanismos
inflamatorios, nos quais a infec¢do induz a produgdo de citocinas e proteinas de fase aguda

(CRISCUOLI et al., 2006).

3.1.2 Herpes Virus Simples Tipo 1

O herpesvirus simples pertence a familia herpesviridae e que ao todo abrange oito
herpesvirus humanos (HHV) envelopados. Os virus desta familia foram agrupados em trés
subfamilias: alphaherpesvirinae (herpesvirus simples e varicela zoster virus -VZV),
betaherpesvirinae (citomegalovirus humano, herpesvirus humano 6 ¢ 7 - HHV-6; HHV-7) e
gammaherpesvirinae (virus Epstein-Bar e HHV-8) (WHITLEY & ROIZMAN, 2001).

O herpesvirus simples chama a aten¢ao devido as suas propriedades bioldgicas,
particularmente a habilidade de causar diferentes tipos de infec¢des e de permanecer latente no
seu hospedeiro (WHITLEY & ROIZMAN, 2001). Existem dois sorotipos de herpesvirus
simples, o herpes simples tipo 1 (HSV-1) e herpes simples tipo 2 (HSV-2) (NAHMIAS &
DOWDLE, 1968). Do ponto de vista estrutural, os sorotipos HSV-1 e HSV-2 diferem quanto
aos sitios de restricao e também em relacao ao tamanho de suas proteinas virais. Outra diferenca
significativa ¢ devido ao local das manifesta¢des clinicas associadas a cada infeccdo. Infec¢des
orais, na conjuntiva e encefalites geralmente sdo causadas pelo HSV-1; enquanto infecg¢des
genitais e neonatais sdo associadas mais frequentemente pelo HSV-2 (WHITLEY &
ROIZMAN, 2001; WHITLEY & KIMBERLIN, 2005). Por isso, costuma-se dizer que o HSV-
1 é responsavel por causar infecgdes acima da cintura, ao passo que o HSV-2 ¢ responsavel por
infec¢des abaixo da cintura nos seres humanos.

Segundo a Organiza¢do Mundial de Satde (OMS), 3,7 bilhdes de pessoas com menos
de 50 anos, 67% da populagdo, tiveram infec¢do por HSV-1 em 2012 (WHO, 2017). Os seres

humanos s3o os hospedeiros naturais do HSV-1 e a infeccdo por esse agente infeccioso €
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altamente contagiosa, comum ¢ endémica no mundo (STANBERRY et al, 1999). A infec¢do
primaria ocorre basicamente na infancia, geralmente entre 2 e 10 anos de idade. O principal
mecanismo de transmissao do HSV-1 ocorre via oral-oral, quando o virus entra em contato com
a saliva, superficies dentro ou ao redor da boca e, principalmente, em feridas ativas
(STANBERRY et al, 1999; PANNUTI, 2009). Esse mecanismo de transmissao ¢ conhecido
por infeccdo herpes oral e ocorre na maioria das vezes de forma assintomadtica
(KOLOKOTRONIS & DOUMAS, 2006). Ainda assim, podem haver sintomas como bolhas
dolorosas ou feridas abertas (Ulceras), comumente chamadas de herpes labial. Individuos
sintomaticos frequentemente experimentam uma sensacao de formigamento, coceira ou ardor
ao redor da boca antes do aparecimento de feridas. Além disso, ap0s a infec¢ao inicial, as bolhas
ou ulceras podem reaparecer periodicamente (STANBERRY et al, 1999). Gengivoestomatites
herpéticas representam a manifestacdo clinica mais comum da infec¢do primaria por HSV-1,
com uma taxa de prevaléncia de 25 a 30% das criancas infectadas (AMIR et al., 1999). O HSV-
1 ¢ mais contagioso durante um surto de herpes oral sintomdtico, mas também pode ser
transmitido na auséncia de sintomas (WHO, 2017).

Além disso, a infec¢do por HSV-1 também pode ser transmitida através da area genital
por meio do contato oral-genital, caracterizando o quadro de herpes genital (MERTZ et al.,
2003). O herpes genital causado pelo HSV-1 pode ser assintomatico ou apresentar sintomas
leves (WHO, 2017). Quando os sintomas ocorrem, o herpes genital ¢ caracterizado por uma ou
mais bolhas/ulceras genitais ou anais. Ap6s um episodio inicial de herpes genital, os sintomas
podem reaparecer em periodos diferentes (STANBERRY et al, 1999; MERTZ et al., 2003).
Observa-se que a maioria das infecgdes genitais por HSV-1 ocorre nas Américas, Europa e no
Pacifico Ocidental (COHEN, 2012).

Em individuos imunodeprimidos, como HIV positivos ou transplantados, o HSV-1 pode
ter sintomas mais graves e apresentar-se mais frequentemente (WEINBERG et al., 1989;
PANNUTI, 1995; PANNUTI, 2003). A maior parte das pessoas imunodeprimidas apresenta
lesdes logo apds o inicio da excrecdo viral no organismo. As lesdes podem ser localizadas e
autolimitadas ou causar quadros sist€émicos com disseminacao hematogénica que acomete pele,
figado, pulmdes, glandulas adrenais e o sistema nervoso central (SNC) (PANNUTI, 1995).

Em raras circunstancias, a infeccado por HSV-1 pode ser transmitida de uma mae com
infeccdo genital para o seu bebé durante o parto. Apesar da frequéncia deste evento ser
considerada baixa, 10 em cada 100.000 nascimentos em todo o mundo, a infec¢do por
transmissdo vertical pode levar a incapacidade neuroldgica duradoura e evoluir para dbito do

bebé (CARVALHO et al., 2014). O risco de herpes neonatal ¢ maior quando a mae adquire a
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primeira infec¢do por HSV-1 no final da gravidez. Todavia, as mulheres que tém herpes genital
antes de engravidar tém um risco baixo de transmitir o HSV-1 aos seus filhos (CARVALHO et
al., 2014).

Até o final da década de 50, a maioria dos isolamentos virais era realizada através da
inoculacdo em animais ou em membrana corioalantdica (membrana extraembriondria do
embrido da galinha) (COMSA et al., 2017). A introdu¢do da técnica de cultura celular tornou
mais eficaz o isolamento viral e, desse modo, foi possivel realizar o diagnostico clinico nas
lesdes fisicas provocadas pelo virus (PANNUTI, 2003). O exame de PCR, além de fornecer um
diagnéstico rapido, também tem se mostrado mais sensivel que o classico isolamento viral para
deteccao do virus em ulceras causadas pelo HSV-1 e ainda permite a diferenciagdo direta entre
HSV-1 e HSV-2 (YIP et al., 2019; NISHAT et al., 2021).

Ap6s a instalacdo do HSV-1 no organismo, podem ocorrer repetidos ciclos de reativacao
e replicagdo viral, processo responsavel por perpetuar o estado pré-inflamatério no individuo
infectado (SCHMALTZ et al., 2005). A reativagdao ocorre em fun¢do de estimulos que podem
ser locais ou sistémicos, como sobrecarga fisica e mental, febre, exposicdo aos raios
ultravioletas (UV), dano tecidual e imunossupressdo. As alteragdes induzidas pela replicagao
do HSV-1 sdo similares na infec¢ao primaria e recorrente, mas a severidade da lesdo pode variar

consideravelmente (WHITLEY & ROIZMAN, 2001).

3.1.3 Chlamydia pneumoniae

Os microrganismos pertencentes ao género Chlamydia ndao podem sintetizar Trifosfato
de Adenosina (ATP) ou Trifosfato de Guanosina (GTP), sendo assim, sdo obrigatoriamente
parasitas intracelulares; classificados como bactérias Gram-negativas devido a composicdo da
parede celular e o crescimento por divisdo binaria (MURRAY et al., 2006). As bactérias do
género Chlamydia tém ciclo de vida bifasico tinico com uma forma extracelular menor, o corpo
elementar e uma forma maior intracelular replicante, o corpo reticulado (ELWELL et al., 2016).
Quatro espécies do género Chlamydia sdo conhecidas: Chlamydia trachomatis (C.
trachomatis), Chlamydia psittaci (C. psittaci), Chlamydia pneumoniae (C. pneumoniae) €
Chlamydia pecorum (C. pecorum) (MURRAY et al., 2006).

A C. pneumoniae foi a terceira espécie a ser identificada, sendo isolada pela primeira
vez em 1965 da conjuntiva de uma crianga taiwanesa que participava da fase de teste de uma
pesquisa para o desenvolvimento de vacina contra o tracoma (KUO et al., 1986). A bactéria
isolada foi inoculada no saco vitelino de um ovo de galinha embrionado, o inico método

disponivel para crescimento de Chlamydia na época. Posteriormente, quando os meios de
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cultura celular foram enriquecidos e se tornaram mais acessiveis, outros experimentos foram
realizados e comprovaram que se tratava de uma nova espécie de Chlamydia, mesmo depois
que os resultados sorologicos sugeriram que a C. pneumoniae nao estava relacionada a doenga
ocular em questdao (DWYER et al., 1972). Posteriormente, verificou-se que algumas doengas
anteriormente atribuidas a C. psittaci foram na verdade devido a C. pneumoniae (SCHAFFNER
et al., 1967).

O primeiro isolado respiratorio com C. pneumoniae foi obtido de estudantes
universitarios com infecgdes respiratorias agudas residentes em Seattle - Washington
(GRAYSTON et al., 1986). Em seguida, verificou-se que outra cepa da C. pneumoniae estava
associada a pneumonia e, a partir de entdo, este microrganismo foi classificado como agente
infeccioso para humanos, tornando-se responsavel por uma enorme carga de doengas
(SCHACHTER & CALDWELL, 1980; SAIKKU et al., 1985; FEIN, 1999). Esse fato foi
confirmado em uma epidemia de Ornithosis no norte da Europa na década de 1980 e também
durante um surto de doenca respiratéria em uma escola de meninos ingleses em 1983
(PERSSON & TREHARNE, 1989; PETHER et al., 1989). Embora a infec¢do por C.
pneumoniae seja predominantemente assintomatica, alguns casos podem resultar no
desenvolvimento de doengas respiratorias aguda superior e/ou inferior, incluindo bronquite,
faringite, sinusite e pneumonia (FEIN, 1999).

A infeccdo primaria por C. pneumoniae ocorre mais frequentemente em criangas,
principalmente com idades entre 5 e 15 anos, com uma prevaléncia que varia de 15 a 59%
(GRAYSTON et al., 1990). Um estudo realizado no Japao com 4.756 pessoas com idades entre
6 meses e 88 anos, revelou que os niveis de anticorpos anti C. pneumoniae aumentaram
rapidamente em criancas com idades entre 5-9 anos (40%). A prevaléncia foi de 57% entre
pessoas na faixa etaria dos 20-29 anos e atingiu um pico de 70% em mulheres e 80% em homens
com 60 anos ou mais de idade (KANAMOTO et al., 1991; GRAYSTON, 2000). Portanto, parte
significativa dos adultos tem evidéncia soroldgica de infeccdo passada para C. pneumoniae e
estima-se que as reinfecgdes sdo frequentes, sobretudo entre idosos (GRAYSTON et al., 1990;
KUO et al., 1995).

As infecgdes por C. pneumoniae ocorrem todos os anos, mas had mudangas ciclicas na
incidéncia. Na Dinamarca, durante aproximadamente dois a trés anos ocorreu uma alta
incidéncia de casos de infecgdes por C. pneumoniae, porém esse periodo foi seguido por trés a
quatro anos de baixa incidéncia (GRAYSTON et al., 1989). Testes retrospectivos de soros

coletados de pacientes com pneumonia em Seattle entre 1963 e 1975, indicaram que a alta
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incidéncia de infeccdo por C. pneumoniae segue um ciclo de quatro anos nessa populagdo
(ALDOUS et al., 1992; GRAYSTON, 1992).

Os seres humanos sao o Unico reservatorio conhecido de C. pneumoniae e acredita-se
que a transmissao ocorra de pessoa para pessoa através de secrecoes respiratorias (FALSEY &
WALSH, 1993; HAMMERSCHLAG & KUMAR, 2008). Esse tipo de transmissdo pode
ocorrer dentro de casa através do contato familiar, mas ¢ mais comum adquiri-la fora de casa,
em ambientes com aglomeragdo de pessoas. A transmissao em ambiente hospitalar também ja
foi evidenciada, embora o mecanismo exato de transmissdo ndo tenha sido determinado
(HAMMERSCHLAG & KUMAR, 2008). J4 a transmissdo secundéria parece ser menos
relevante, conforme demonstrado por um estudo que acompanhou estudantes da Universidade
de Washington com infeccdo por C. pneumoniae ¢ também por um estudo longitudinal
realizado com familias de Seattle, nos quais poucos casos de infec¢do secundaria foram
identificados (ALDOUS et al., 1992; GRAYSTON et al., 1993).

A infeccdo por C. pneumoniae tem ganhado a atencao de pesquisadores e vem sendo
colocada no centro de discussdes sobre satide, dado que esse agente infeccioso € responsavel
pela maioria das infec¢des por Chlamydia em humanos (CDC, 2016). Estudos revelam que a
C. pneumoniae € responsavel por 10% dos casos de pneumonia adquirida na comunidade e 5%
dos casos totais de bronquite e de sinusite (KAUPPINEN & SAIKKU, 1995; CUNHA, 2006).

Parte significativa do conhecimento epidemiologico sobre a infec¢do por C. pneumoniae
foi consequéncia da realizacdo de estudos soroldgicos que utilizaram o teste de
microimunofluorescéncia (MIF) (BLACK, 1997). Novos testes diagndsticos acrescentaram
melhorias na qualidade dos resultados através da insercdo de técnicas de isolamento e a
aplicacdo da técnica de PCR que proporcionaram uma avaliagdo microbioldgica mais profunda
(DOWELL et al., 2001). Os métodos de identificagio de RNA mensageiro (RNAm) de C.
pneumoniae por PCR em tempo real também podem ser usados para determinar se a bactéria
estd em um estado ativado metabolicamente (SHOR et al., 1992). Outros métodos diagndsticos
utilizados sdo cultura bacteriana, imunohistoquimica e microscopia eletronica (KUO et al.,
1993). Nos ultimos anos, o método sorolégico considerado padrdo ouro para detec¢ao de
anticorpos especificos anti C. pneumoniae ¢é o teste de imunofluorescéncia (DOWELL et al.,
2001).

Em relagdo aos testes solorogicos, € sabido que os niveis de [gM atingem o pico entre a
2% e a 3" semana apos inicio da infec¢do, mas tornam-se indetectaveis no periodo de dois a trés
meses. Em contrapartida, os anticorpos do tipo IgG atingem o pico entre a 6* e a 8* semana apds

infec¢do inicial e sdo rapidamente induzidos em infec¢des subsequentes (uma a duas semanas).
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A infeccdo cronica ¢ mais dificil de ser determinada pelo fato dos anticorpos IgG apresentarem
tempo de meia-vida que pode permanecer por semanas ou meses €, portanto, estarem presentes
por algum tempo apos a infec¢ao aguda (DOWELL et al., 2001).

A C. pneumoniae se relaciona diretamente com o processo de imunossenescéncia, pois
infecta macrofagos, células endoteliais, células musculares lisas e induz a produgdo de
citocinas, metaloproteinases de matriz. Ja sua associagdo com doengas inflamatdrias cronicas
ainda permanece sendo um tema controverso. No entanto, muitos estudos vém demonstrando a
relagcdo entre C. pneumoniae ¢ DCV, sobretudo o processo de aterosclerose (SAIKKU et al.,
1992; THOM et al., 1992; KUO et al., 1995). Ja foi evidencido que esta bactéria esta envolvida
em todos os estagios do processo de formagao do ateroma (placas de lipideos e tecido fibroso
que se formam nas paredes dos vasos sanguineos), desde a lesdo inflamatoria inicial, até a
ruptura da placa aterosclerdtica no vaso (CAMPBELL & KUO, 2004; BOBRYSHEYV et al.,
2006). Acredita-se que C. pneumoniae pode infectar potencialmente todas as células envolvidas
na aterogénese, principalmente células endoteliais, células musculares lisas e macrofagos
(YANG et al., 1995; CAMPBELL & KUO, 2004). Além disso, estudos -cientificos
evidenciaram que a C. pneumoniae pode contribuir potencialmente para o processo de
calcificac@o arterial coronariana (CAC) - caracterizado pelo acumulo de sais de célcio nos
tecidos moles que provoca rigidez (GAYDOS et al., 1996; RAJAMANNAN et al., 2003;
BOBRYSHEV et al., 2006). O mecanismo exato da associagdo entre C. pneumoniae € 0
desenvolvimento da CAC nao foi completamente elucidado, mas acredita-se que a intensa
inflamagao desencadeada pelo processo infeccioso pode resultar na liberacdo de detritos de
membranas das bactérias e células hospedeiras que em conjunto criam um substrato para a
deposito de célcio (BAYRAM et al., 2011).

Além disso, a infec¢do por C. pneumoniae foi mencionada como fator de risco para a
patogénese de outras doencas inflamatorias, incluindo artrite, asma, cancer de pulmao, doenca
pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), disturbios neurologicos, doenga de Alzheimer, esclerose

multipla e esquizofrenia (PORRITT & CROTHER, 2016).

3.1.4 Helicobacter pylori

H. pylori ¢ um microrganismo que pertence originalmente ao género Campylobacter
(MCNULTY, 1999). E uma bactéria Gram-negativa de formal espiral gastrica, microaeréfila e
associada exclusivamente a células da mucosa gastrica (WARREN & MARSHALL, 1983). Em

1982, Warren e Marshall demonstraram que se tratava de uma bactéria associada ao
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desenvolvimento de gastrite e ulceras pépticas, um marco importante para a gastroenterologia
em todo o mundo (WARREN & MARSHALL, 1984).

Embora a H. pylori esteja desaparecendo devido a questdes fisioldgicas e a erradicagao
da bactéria, a infec¢@o por esse microrganismo continua sendo uma das mais comuns, com uma
prevaléncia de 50% na populagdo mundial (PARKIN, 2006). Dentre as populagdes do norte da
Europa e da América do Norte, cerca de um ter¢o dos adultos ainda estdo infectados, enquanto
nas regides sul e leste da Europa, América do Sul e na Asia, a prevaléncia de H. pylori é superior
a 60% (EUSEBI et al., 2014; BURUCOA & AXON, 2017). Um estudo realizado com criangas
brasileiras revelou que as taxas de prevaléncia podem variar em funcdo da condigdo
socioecondmica, mesmo em um pais em desenvolvimento como o Brasil. Este estudo observou
que taxas de prevaléncia de 55,0% e 16,4% entre criancas de baixo e alto nivel socioecondmico,
respectivamente, e sugeriram, assim, que uma melhor condicao de vida ¢ acompanhada por uma
diminuigdo significativa da prevaléncia de anticorpos para H. pylori em criangas (PARENTE
et al., 20006).

A infec¢do pela H. pylori ¢ adquirida geralmente na infancia e pode permanecer por
décadas ou toda a vida do hospedeiro. Durante a infancia ocorre um pico de transmissdo,
particularmente nos cinco primeiros anos de vida. Aproximadamente aos 15 anos de idade, o
aumento da prevaléncia passa a ser lento e constante, € em individuos com mais de 60 anos a
curva de prevaléncia entra em leve declinio (KODAIRA et al., 2002). O ser humano € o tinico
reservatorio e fonte primaria de transmissao da bactéria H. pylori (CORREA & PIAZUELO,
2008). Esta bactéria se desenvolve na camada da mucosa protetora do revestimento gastrico,
local no qual encontra-se menos exposta aos sucos acidos produzidos pelo estomago. Além
disso, a H. pylori produz amoniaco, substancia que ajuda a protegé-la do acido gastrico e
permite, assim, romper € penetrar mais facilmente a camada mucosa do estdmago (KODAIRA,
2002).

Apesar da infec¢do por H. pylori ser comum, o mecanismo de transmissao ainda nao foi
completamente elucidado. No entanto, ¢ consenso na literatura que essa bactéria s6 consiga
alcancgar a mucosa gastrica pela boca, pois trata-se de um microrganismo nao invasivo (CAVE,
1997; COELHO et al., 2018). A transmissdo intrafamiliar ¢ comum, especialmente da mae para
filho, conforme demonstrou um estudo realizado com criangas menores de 15 anos no Ira. Neste
estudo, pais e maes de criangas com teste respiratdrio de uréia positivo forneceram amostras de
sangue para analises e observou-se que das 30 familias investigadas, 10 criangas tinham
gendtipos H. pylori ligados as maes e apenas duas criangas apresentaram genotipos dos pais

(MAMISHI et al., 2016).
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A transmissdo da H. pylori por via oral ja foi corroborada por meio da identificagcdo do
microrganismo em diferentes amostras, como na placa dentaria, saliva, lingua, tecido tonsilar,
canais radiculares e mucosa oral (PAYAO & RASMUSSEN, 2016). A relevancia da
transmissao por via fecal obteve evidéncia apds um estudo transversal realizado nos Estados
Unidos da América (EUA) cujos resultados demonstraram que as infec¢des por H. pylori e o
virus da hepatite A (HAV) estavam fortemente associadas (OR = 2,27; IC 95% = 1,79 - 2,87)
(BUI et al., 2016). Dessa forma, como o HAV ¢ transmitido principalmente por via fecal-oral,
a hipotese sobre a relevancia da via fecal na dissemina¢do do H. pylori foi reforgada.

Nos paises desenvolvidos, observa-se uma prevaléncia maior da transmissao de H.
pylori via oral-oral, mas a via gastro-oral também pode predominar em grupos de individuos
institucionalizados. As altas taxas de prevaléncia em individuos que vivem em condi¢des de
aglomeracdo humana sugerem que a transmissdo direta de pessoa para pessoa seja um
mecanismo importante de contagio (BROWN, 2000; MLADENOVA & DURAZZO, 2018).
Nos paises em desenvolvimento ainda nao foi determinado se a principal via de transmissao ¢
oral-oral ou fecal-oral, mas acredita-se que o mais provavel ¢é que ambas atuem
simultanecamente (CULLEN et al., 1993; MLADENOVA & DURAZZO, 2018).

De maneira semelhante as infecgdes anteriormente apresentadas, uma caracteristica
importante da infec¢do pela bactéria H. pylori é a cronicidade, caracteristica que pode predispor
os individuos a ocorréncia de outros problemas de satide em longo prazo. Praticamente todos
os individuos que tém infecgdo pela H. pylori desenvolvem gastrite, quadro patologico que pode
afetar o estdbmago totalmente ou apenas sua parte inferior (GRAHAM, 2005; SALEHI, 2010).
O quadro de gastrite cronica ¢ a inflama¢ao da mucosa do estdmago, que tem como principal
fator etiologico a H. pylori e apresenta uma prevaléncia em torno de 50% na populagdo mundial
(WHO, 2017). As vezes, a infecgdo pode resultar em gastrite erosiva e, em muitos casos, evoluir
para um quadro de ulcera estomacal (gastrica) (SALEHI, 2010). Além disso, a H. pylori
desempenha importante papel na génese da tlcera péptica (YEO & YANG, 2016).

Em 1987, apds a constatagdo de que a erradicacao da H. pylori acarreta a cicatrizacao
da doenca ulcerativa péptica, estabeleceu-se que todos os pacientes com essa alteragdo,
relacionada a infec¢do pela H. pylori, deveriam receber tratamento especifico (FASNER &
GITU, 2015; YEO & YANG, 2016). Em 1994, a bactéria foi classificada como carcindgeno do
tipo 1 para cancer de estomago pelo International Agency for Research on Cancer. O cancer
gastrico (CG) ¢ a neoplasia géstrica epitelial mais comum desse tipo e representa 95% dos
tumores malignos que afetam o estomago (SMITH & GENTA, 2000). Embora a incidéncia de

CG tenha diminuido nas ultimas décadas, este evento ainda representa a terceira principal causa
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de morte por cancer no mundo, com mais de 900.000 casos novos por ano (NORERO et al.,
2019). A taxa de CG ¢ geralmente duas a trés vezes maior nos paises em desenvolvimento do
que nos paises desenvolvidos e mais prevalente em homens. O Instituto Nacional do Cancer
(INCA) estimou 20.520 novos casos desse tipo de cancer em 2016 no Brasil, sendo 12.920
casos em homens e 7.600 casos em mulheres (INCA, 2016). Em relagao as taxas de mortalidade
por CG, observa-se que a mesma vem diminuindo em todo o mundo (BOSETTI et al., 2005;
BOSETTI et al., 2011). No entanto, no Brasil, apesar de um declinio, a mortalidade por CG
ainda ¢ alta, e a taxa de sobrevivéncia durante o primeiro ano da doenca foi estimada em 32%,
com uma reducao para 9% ao final de cinco anos (CHATENOUD et al., 2010; SILVA et al.,
2011).

Para rastreio da infecgdo pela H. pylori, os métodos podem ser divididos em dois grupos:
invasivos e ndo invasivos. Dentre os procedimentos invasivos, observa-se a coleta histologica,
o teste rapido da urease, técnicas microbioldgicas e testes de biologia molecular (RICCI et al.,
2007). O teste respiratorio com 13C-ureia e a sorologia pertencem ao grupo dos métodos nao
invasivos (RICCI et al., 2007; BEST et al., 2018).

O teste respiratorio com 13C-ureia ¢ realizado através de coleta de gases apods
administracao oral de uréia com carbono 13 marcado. Na presenca da bactéria, a urease degrada
auréia e libera o carbono 13 que € absorvido e posteriormente exalado (GRAHAM et al., 1987).
Este teste ¢ considerado padrdo ouro no diagndstico da H. pylori e apresenta vantagens em
relagcdo aos outros testes por se tratar de um método nao invasivo, com alta precisao, baixo custo
e de facil execugdo. No entanto, o exame histologico ¢ considerado padrdo ouro para o
diagnostico invasivo da infeccdo pela H. pylori e pode oferecer importantes informagdes sobre
as alteracdes da mucosa gastrica (COELHO et al., 2018).

O teste do antigeno nas fezes (SAT) apresenta-se como uma boa opgdo ao teste
respiratorio com 13C-ureia, desde que o antigeno monoclonal seja usado como reagente
(GISBERT & PAJARES, 2004; GISBERT et al., 2006; MEGRAUD & LEHOURS, 2007; DA
SILVA-ETTO et al., 2017). O SAT foi validado para o diagnostico inicial de infeccao e terapia
de erradicacdo do H. pylori em adultos; o teste apresenta valores de sensibilidade e
especificidade superiores a 92% (VAIRA et al., 1999; VAIRA et al., 2002; CALVET et al.,
2010). No Brasil, o teste SAT também foi validado para as populagdes adulta e pediatrica
(RAGUZA et al., 2010). Testes sorologicos validados sao geralmente os métodos de escolha
para estudos de rastreio de base populacional. A sorologia pode ser usada como teste inicial
para diagnosticar infec¢do por H. pylori, especialmente na infec¢do sintomatica na presenca de

sangramento gastrointestinal, gastrite atrofica, linfoma de tecido linfoide (linfatico) associado
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amucosa e CG (KOSUNEN et al., 1992; WHO, 2013). A identificagdo microbioldgica baseia-
se em testes positivos de uréia, catalase e oxidase, assim como na auséncia de hidrélise de
hipurato e da redutase do nitrato (RICCI et al., 2007).

Ha registros de varias doencas associadas a infec¢ao por H. pylori, como o linfoma de
tecido linfoide associado a mucosa (MALT), dispepsia ndo ulcerativa, enxaqueca, urticaria
idiopatica cronica, doencas autoimunes (purpura de Henoch-Shonlein, trombocitopenia e
sindrome de Sjogren) e DCV (BERNERSEN et al., 1992; PARSONNET et al., 1994;
MURRAY etal., 1995; PATEL et al., 1995; REINAUER et al., 1995; TEBBE et al., 1996). Em
razdo de sua abrangéncia mundial, a H. pylori pode provocar grande desconforto em milhares
de pessoas, levando a obito aproximadamente um milhdo de individuos por ano (DE MARTEL

etal., 2012; FARLAY etal.; 2012).

3.2 Envelhecimento e Sistema Imunologico

Por conta do desenvolvimento tecnologico e da medicina, assim como da melhora da
qualidade de vida e satde, a expectativa de vida da populagdo tem aumentado continuamente e
o envelhecimento populacional tornou-se uma realidade mundial. No entanto, o crescimento da
populagdo idosa traz mudangas e desafios nas esferas sociais, politicas, econdmicas, culturais e
de satde para todas as sociedades (WONG & CARVALHO, 2006; BATISTA et al., 2008;
VERAS, 2009).

O envelhecimento, compreendido como um processo natural do ser humano, ¢
caracterizado pela diminuicao progressiva da reserva funcional do organismo que em condig¢des
normais pode desencadear limitagdes funcionais. O envelhecimento somado a situagdes de
sobrecarga pode ocasionar condigdes patologicas e predispor a uma maior morbimortalidade
na populacao geronte (MINAYO, 2012). Nas ultimas décadas, observou-se que a maioria dos
1dosos apresenta a0 menos uma doenga cronica e/ou limitacao de satide (LLOYD- SHERLOCK
et al, 2012; MINAYO, 2012).

De um lado temos o envelhecimento percebido como um processo natural
(envelhecimento primario), caracterizado por um conjunto de modificagdes organicas, com
implicagdo na redugdo da capacidade de manuten¢do da homeostasia corporal, processo que
recebe o nome de senescéncia. Por outro lado, o envelhecimento compreendido como uma
condicdo patologica (envelhecimento secundario) - a senilidade (COMFORT, 1979). A
senilidade provém do conjunto de alteragdes decorrentes de situagdes de sobrecarga, como
estresse emocional, ansiedade, depressdo, alcoolismo, acidentes, condi¢des nutricionais

inadequadas, limitacdes e doencas (Alzheimer, Parkinson, Esclerose Lateral Amiotrofica,
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Esclerose multipla, etc) (BRASIL, 2006). A sobrecarga resultante do processo de doenga,
somada a perda da capacidade de manuten¢do da homeostase, desencadeia o surgimento de
manifestagdes clinicas e determina prejuizo a autonomia e independéncia do individuo.

Dentre os 6rgdos e sistemas do organismo humano que sofrem alteracdes com o
envelhecimento, o sistema imunologico ¢ um dos mais atingidos e apresenta modificagdes nas
subpopulagdes celulares, nos padrdes de secre¢do de citocinas, na tolerdncia imunologica e
outras funcdes (PERES et al.,, 2003). Desse modo, denomina-se imunossenescéncia o
envelhecimento que estd associado ao declinio progressivo da fungdo imunologica e que
interfere no aumento da suscetibilidade a infec¢des e outras doengas (WEISKOPF et al., 2009;
ADEMOKUN et al., 2010).

O fenomeno da imunossenescéncia ¢ complexo, multifatorial e envolve multiplas
reorganizacdes do sistema regulatorio do organismo (CASTLE, 2000; LUZ et al., 2003;
EWERS et al., 2008; ADEMOKUN et al., 2010). Por se tratar de um sistema relacionado a
homeostase do organismo, faz-se necessario entender possiveis causas € consequéncias que
podem estar associadas as alteragdes imunologicas com impacto no equilibrio corporal e,
consequentemente, na qualidade de vida dos idosos (TONET & NOBREGA, 2008).

Apesar de alguns dados controversos, a maioria dos estudos em imunogerontologia
realizados com idosos saudédveis revela que no envelhecimento fisiologico ocorre um
remodelamento do sistema imunologico com reflexo nas respostas inatas e adquiridas
(ESQUENAZI, 2008). No entanto, essas alteragdes progressivas com o aumento da idade
atingem em particular a imunidade adaptativa, que € orientada por mecanismos complexos que
pressionam o sistema imunologico a buscar equilibrio entre a manuten¢do da homeostase e a
adaptacao as agressoes externas (ESQUENAZI, 2008).

Uma das principais manifestacdes clinicas do envelhecimento imunoldgico € o aumento
da suscetibilidade as infecgdes (LE SAUX et al., 2012). Apesar da plasticidade e capacidade de
renovacdo do sistema imune, uma vez que novas células de defesa sdo geradas a cada dia, os
orgdos linfoides sdo afetados por mecanismos biologicos responsaveis pela perda de atividade
funcional e morte celular de diferentes tecidos. Dentre estes mecanismos, destacam-se o
estresse oxidativo e o encurtamento dos telomeros, estado em que as células cessam o processo
de divisao celular, responsaveis pela diminui¢ao do repertério imunoldgico relacionado a idade
- senescéncia celular replicativa (FERRUCCI et al., 2005).

Além disso, acredita-se que a involugdo do timo ¢ o evento critico central para as
alteracdes observadas na imunidade adquirida em decorréncia do envelhecimento, e ocorre

simultaneamente a inibi¢do da producdo do hormdnio do crescimento e da interleucina 7 (IL-
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7), citocina que estimula o crescimento, a maturagao de linfécitos B e ativagdo de linfocitos T
(ESQUENAZI, 2008). Estudos sobre transdugdo de sinais mostram que eventos como a
mobilizacao de calcio, fosforilagdo de proteinas, ativacao de quinases e do ciclo celular estdo

modificadas nos linfécitos T virgens de individuos idosos.

3.2.1 Infecgdes cronicas e Imunologia

A infecgdo ativa ou areativacao do CMV provoca alteragdes na funcao e disponibilidade
de células T3, provocando um intenso processo de replicacdo viral (atividade viral), com
ativacdo de outras células T (CD4, CD34 e CD28) e de citocinas inflamatérias (KOCH et al.,
2007). Durante a infecc¢ao cronica pelo CMV ha uma diminui¢ao da disponibilidade de células
T nativas, particularmente de CD8 (LOONEY et al., 1999). Estudos anteriores demonstraram
que o mecanismo responsavel por esse evento estd asociaodo a presenca do virus latente em
células precursoras da medula dssea. Durante o processo de diferenciacao desses precursores,
o CMV estimula cronicamente o sistema imune, levando, no caso de idosos, a uma grande
expansao clonal de células TCD8+ CMV pp65-especificas. Este evento reduz a disponibilidade
de células TCD8+ em carregar receptores especificos para patdgenos ou antigenos estranhos
diferentes do CMV (TRZONKOWSKI et al., 2003; OUYANG et al., 2004; ALMANZAR et
al., 2005; PITA-LOPEZ et al., 2009). Acredita-se que uma fracdo significativa do recurso
imunolégico adaptativo do hospedeiro esteja focada no controle da infec¢do - em individuos
mais velhos aproximadamente 10% de todas as células CD4 e CDS8 estdo envolvidas em
atividades que buscam conter a replicacao viral (POURGHEYSARI et al., 2007; VESCOVINI
et al., 2007). Dessa forma, o CMV limita a capacidade de resposta do sistema imune do
hospedeiro e aumenta a predisposi¢do a outras infecgdes e doencas.

A infecgdo cronica por CMV ainda promove alteragdes qualitativas de funcionalidade
de células TCD4+, com consequente agravamento da fungdo de células B. Além disso, o
processo inflamatdrio decorrente da infecgdo, estimula a expressdo génica viral e a reativagao
do CMV no organismo (SODERBERG-NAUCLER & NELSON, 1999; MOGENSEN &
PALUDAN, 2001). Por sua vez, os produtos do gene viral regulam a produgdo de uma
variedade de mediadores pro-inflamatdrios, incluindo IL-6, interleucina 1 (IL-1), interleucina
2 (IL-2), interferon-gamma (IFN-y), fator de necrose tumoral (TNF) e diferentes quimiocinas
no hospedeiro (MOGENSEN & PALUDAN, 2001; TONG et al., 2001). Um estudo de base
populacional conduzido em uma populagdo idosa residente na Califérnia, demonstrou que

elevados niveis de anticorpos IgG para CMV foram significativamente associados a
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mortalidade e que grande parte dessa associagdo foi mediada por IL-6 e TNF (ROBERTS et al.,
2010).

Apesar da interacdo entre o CMV e o sistema imunoldgico do hospedeiro, a infec¢ao
cronica em adultos saudaveis geralmente ¢ considerada assintomatica e benigna, visto que na
maoria dos casos a memoria de células T ¢ rapidamente restabelecida e mantida
indefinidamente, at¢ mesmo em recém-nascidos (BARBI et al., 2006, DIOVERTI &
RAZONABLE, 2016). No entanto, a importancia de manter uma defesa constante contra a
infec¢ao por CMV ¢ reforgada, sobretudo quando analisado o efeito da infeccao em individuos
imunodeprimidos, nos quais a fuga viral pode ser fatal (GALLANT et al; 1992;
GALIATSATOS et al., 2005).

Dos virus pertencentes a familia herpesviridae, o CMV encontra-se particularmente
implicado na imunossenescéncia (PAWELEC & DERHOVANESSIAN, 2011). Isso porque ja
foi evidenciado que as alteragdes nos padroes de células T podem ser aceleradas se existir
infecdo latente por CMV (WIKBY et al., 1998). Estudos anteriores constataram que o nimero
de células T citotoxicas CMV-especificas esta inversamente relacionado a sobrevida entre
idosos, o que constitui um argumento a favor da teoria do perfil imunolégico de risco (PIR) que
considera a infec¢ao pelo CMV um dos principais fatores que potencializa a imunossenescéncia
prematura e sua associagdo com outras infecgdes e doencas (WIKBY et al., 1998; SIMPSON,
2011). A partir disso, esse tema tem sido objeto de investigacao intensa e recorrente nos estudos
de imunossenescéncia, pois acredita-se que infec¢des persistentes por HSV-1 e outros
herpesvirus poderiam apresentar associagdes semelhantes (WERTHEIMER et al., 2014).

A resposta imunoldgica do organismo contra a infeccdo por HSV-1 engloba
mecanismos da imunidade inata e adaptativa que atuam de forma sincrona no controle da
infeccao (MOSSMAN et al., 2005; AKIRA et al., 2006). A resposta imune inata caracteriza-se
por ser a primeira linha de defesa do organismo e, por esta razao, desempenha um papel crucial
em determinar o curso da infeccdo. Por outro lado, a resposta imune adaptativa, mais tardia, é
fundamental para controlar a progressao da doenca, propagac¢ao e laténcia do virus (ROIZMAN
et al., 2013). De forma geral, a infec¢do primaria por HSV-1 induz uma resposta inflamatoria
intensa no sitio de infeccdo. Esta resposta estimula a infiltragdo de células, principalmente
linfécitos, macrdéfagos, células dendriticas (DCs) e natural killer (NK), e, ainda, induz a
producao de citocinas variadas, como interferons (IFNs) do tipo I e tipo II. Mediante a
apresentacao de antigenos, os linfocitos T tém suas fungdes efetoras ativadas, sendo a atividade
de células T CD8+ importante para o combate a infeccdo (BIRON et al., 2001; BROBERG &
HUKKANEN, 2005). A producao de IFNs do tipo I (IFN-a e IFN-B), também estimula a
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expressdo de citocinas pro-inflamatorias como IL-1B, IL-6 e TNF-a, e de quimiocinas.
Porquanto, a expressao destas moléculas varia entre os diferentes receptores 7To//-Like (TLRs)
e leva a indugdo e maturagao de células do sistema imune (WEST et al., 2006; NEILL &
BOWIE, 2007).

Durante a infec¢do bacteriana, a resposta imunologica inata ¢ estimulada por uma
grande variedade de componentes bacterianos denominados padrdes moleculares associados a
patogenos (PAMPs), que incluem principalmente lipopolissacarideos (LPS) de bactérias Gram-
negativas, peptideoglicano (PGN) de bactérias Gram-positivas, acido lipoteitdico,
lipoarabinomananas, lipopeptideos e DNA bacteriano. O reconhecimento e as respostas a essas
moléculas ocorrem principalmente via receptores do tipo TLRs e NOD (Nucleotide-Binding
Oligomerization Domain). Apods reconhecerem produtos microbianos, os receptores
desencadeiam uma cascata de eventos intracelulares com a ativagdo de NF-«B (Nuclear Factor-
Kappa B) e, consequentemente, ativagdo de genes relacionados a producdo de citocinas pro-
inflamatérias (SMITH et al., 2003; ECKMANN, 2006).

Algumas citocinas ja apresentam papéis bem definidos durante o processo infeccioso,
como IL-1, IL-6, TNF-a, quimiocina 8 (CXCLS8) e quimiocina 2 (CCL2), que desempenham
atividades de expressdo de moléculas de adesdo, quimiotaxia de células inflamatorias,
diferenciagdo celular, produgdo de proteinas positivas de fase aguda e proliferacdo de células
musculares lisas (BEVILACQUA et al., 1986; VADDI et al., 1994; WYKRETOWICZ et al.,
2004). Todas essas atividades amplificam a resposta inflamatoéria local e sist€émica e inflamam
o individuo.

A infeccdo por H. pylori também induz inflamagdo por diferentes mecanismos, entre
eles destaca-se o contato direto do microrganismo com cé¢lulas epiteliais gastricas, do mesmo
modo que o contato com células especificas da resposta imunoldgica. Ha evidéncias de que
antigenos da bactéria sdo reconhecidos por receptores TLR 2 e 4 (extra-celulares) e TLR 7, 8 e
9 (intracelulares), com indicios da participagdo de receptores NODI1 e NOD2 (VIALA et al.,
2004; ROSENSTIEL et al., 2006; RAD et al., 2009). O H. pylori ¢ um microrganismo nao
invasivo e a infeccdo desencadeia uma intensa resposta humoral. A literatura mostra que a
maioria dos clones de células T especificos presentes na mucosa gastrica infectada pela bactéria
H. pylori produz niveis elevados de IFN-y, principal produto das células Th1 (D’ELIOS et al.,
1997).

O perfil imunolégico frente a infecgdo por H. pylori tem sido investigado nas ultimas
décadas. Um estudo realizado por Crabtree e colaboradores (1991), usando ensaio

imunoenzimatico, demonstrou niveis gastricos aumentados de citocina IL-6 e TNF-a em
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adultos ingleses e infectados com H. pylori. Posteriormente, outros estudos reforgaram estes
achados e evidenciaram em adultos com H. pylori niveis aumentados de outros biomarcadores,
como IL-1p, IL-8, IL-10, IL-12, CXCL8 e CXCL10 (FAN et al., 1995; HIDA et al., 1999;
HOLCK et al., 2003; JALAPOUR et al., 2020; SALAVATI et al., 2020; LIU et al., 2021;
SANTOS et al., 2021).

No Brasil, um estudo prospectivo realizado em Belém do Para investigou o perfil
imunologico de pacientes com doencgas gastroduodenais que estavam internados no Hospital
Ophir Loyola. Por meio da andlise histologica de biopsias coletadas de 554 participantes,
observou-se que as concentracdes gastricas de IFN-y e IL-12 foram significativamente maiores
em pacientes infectados com H. pylori e, além disso, niveis mais elevados dessas citocinas
foram detectados em pacientes com tulcera gastrica e cancer. Em contrapartida, niveis de 1L-4
e IL-10 na mucosa gastrica foram menores em pacientes com H. pylori. Portanto, a resposta
imune Th1 pode influenciar e perpetuar a inflamacao gastrica e, dessa forma, contribuir para o
desenvolvimento de diferentes manifestagdes clinicas associadas a infeccdo por H. pylori
(VINAGRE et al., 2018).

Biomarcadores inflamatorios sdo proteinas de baixo peso molecular envolvidas no
controle metabdlico e endocrino do organismo humano. Dosagens elevadas dessas substancias
atuam no mecanismo da inflamacao subclinica, envolvida na patogénese de diferentes DCNT.
A relacdo entre o sistema imunologico e infecgdes cronicas com impacto no desenvolvimento
de outros eventos adversos a saide ainda nao foi completamente elucidada, mas sabe-se que os
mecanismos envolvidos nessa associacao sdo complexos. A literatura demonstra que niveis
aumentados de citocinas circulantes induzidos por infec¢des podem constituir um mecanismo
indireto pelo qual a infec¢@o pode contribuir, por exemplo, para a aterogénese - formagao de
ateromas nas paredes internas das artérias (LIBBY & HANSSON, 1991). Epstein (2002) propds
um modelo tedérico para ilustrar alguns dos multiplos mecanismos pelos quais as infecgdes
podem contribuir para o desenvolvimento e o curso da aterosclerose, importante evento
cardiovascular entre idosos (Figura 1). Os mecanismos incluem fatores que conduzem a
inflamacdo, o sistema imunoldgico e as respostas autoimunes, além de evidenciar suas
complexas interacdes. A associagdo com DCV ¢ um dos desfechos importantes e chama atengao

para a relevancia do tema em idosos.
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Figura 1 - Multiplos mecanismos pelos quais a infec¢do pode contribuir para o
desenvolvimento e curso da aterosclerose.

Pathogen A Pathogen B Pathogen C Pathogen D
T, % ¥
/ Pathogen Burden
Cytokines Cytokines, # BP, ROI, etc
lCV risk factors
Recrultment and Immune Response Stress on Vascular Wall Cells
Activation of
Monocytes/T-cells l CV risk factors

Cellular Presentation of

Pathogen-Targeted ™ - -
Antibodies and/or T cells CWP‘:;“"Q&“*

Inflammation = Crossreactivity with Self- Autoimmune Response

TR : e

Fonte: Epstein, 2002.

A literatura traz registros de que existe uma forte associacdo epidemioldgica entre
infecgdes cronicas e eventos cardiovasculares. Como ¢ o caso da aterosclerose, visto que ja foi
evidenciado a presenca de microrganismos bacterianos e virais na placa aterosclerotica. Os
agentes infecciosos podem ser alojados em estado latente ou replicar em células como
macrofagos, criando um ambiente inflamatdério cronico. A maioria dos microrganismos
implicados nesse processo sdo intracelulares e exercem suas atividades dentro da célula,
evitando, assim, os mecanismos imunologicos de defesa do hospedeiro (ROSENFELD, 2013;
CAMPBELL & ROSENFELD, 2015).

De acordo com modelos tedricos propostos anteriores, sa0 muitos 0s mecanismos
causais envolvidos na associacdo entre infecgdes cronicas, biomarcadores ¢ DCV. Alguns
mecanismos atuam de forma aguda (precipitando a ruptura da placa), outros de forma cronica
(promovendo o crescimento da placa), sendo que alguns desses mecanismos podem ser
consequéncia direta da presenca do agente infeccioso na parede arterial, incluindo lesdo
endotelial ou disfungdo, proliferacao de células do musculo liso e inflamagao local (GILL et
al., 1992). No entanto, acredita-se que os principais mecanismos envolvam efeitos indiretos na
circulagio mediados pela inflamagdo cronica, além de anticorpos de reacdo cruzada ou
alteragdes nos fatores de risco cardiovascular (lipidios, proteinas de coagulagdo, metabolitos

oxidativos e homocisteina) (LEINONEN, 1993; NIEMELA et al., 1996; MENDALL et al.,



40

1997). As principais consequéncias diretas das infec¢des cronicas no hospedeiro sdo: aumento
da expressdo de proteinas de choque térmico, regulacdo positiva de moléculas de adesdo,
expressao de receptores scavenger ¢ TLRs, liberacdo de GM-CFS, IL-10, IL-12 e IL-1beta e
aumento da adesao plaquetéria, do fator tecidual, PAI-1 e MMPs (Figura 2).

Como mencionado anteriormente, infecgdes cronicas e aterosclerose compartilham
multiplos mecanismos bioldgicos com ampla evidéncia experimental que apoiam a natureza
pro-aterosclerotica de muitas infecgdes bacterianas e virais (POTHINENI et al., 2017). No
entanto, apesar da correlagdo fisiopatologica, a terapia anti-infecciosa (hipdtese de que a
erradicagdo de estimulos infecciosos diminuiria a resposta inflamatéria cronica e, portanto,
reduziria a incidéncia de eventos cardiovasculares) falhou em satisfazer o postulado de Koch
(relag@o causal com varios testes em humanos) e demonstrou resultados negativos. Portanto,
essa associacdo ainda permanece um tema controverso na literatura. A partir disso, faz-se
necessario compreender varias questdes, visto que nao se sabe ainda se sao 0s microrganismos
ou a ativacao das vias de sinalizagdo que atuam como estimulos pro-aterogénicos nessas
associagoes.

A maioria dos estudos realizados até o momento foi realizada com o CMV, C.
pneumoniae ¢ H. pylori; alguns consideraram a presenca do agente infeccioso no sangue, mas
a maioria ¢ de natureza soroepidemiologica e teve como referéncia a concentragdo de
anticorpos. No entanto, a principal dificuldade em tentar predizer uma associagdo causal € o
fato de que muitos fatores de confusdo apresentam-se fortemente associados tanto com as
infec¢des por CMV, HSV-1, C. pneumoniae ¢ H. pylori, quanto com eventos cardiovasculares
e outras doencas de natureza inflamatoria; como ¢ o caso das variaveis sobre condigdo
socioeconOmica e tabagismo. Os erros de ajustes para possiveis fatores de confusdo — por nao
terem sido coletados corretamente ou medidos sem precisao — podem levar a associacdes
espurias entre infeccoes e eventos de satde ou, ainda, inflar estimativas da for¢a de associagao

entre as varidveis (POTHINENI et al., 2017).
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Figura 2: Mecanismos patogénicos induzidos por infec¢des cronicas e papel da vacinacao anti-
aterosclerose (IL - Interleucinas, IFN - Interferon, TNF - fator de necrose tumoral - TLRs,
receptores semelhantes a toll, MMP - metaloproteinase de matriz, HSP - proteina de choque
térmico, Th - células T auxiliares, PAI - inibidor do ativador do plasminogénio, GM-CSF - fator
estimulador de colonias de monocitos de granuléceitos).
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Fonte: Pothineni et al., 2017.
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4. METODOLOGIA

4.1 Fonte de dados e desenho do estudo

Os dados sdao da Coorte de Idosos de Bambui, um estudo longitudinal, de base
populacional desenvolvido na sede do municipio de Bambui, a 215 Km de Belo Horizonte,
localizado na regido oeste de Minas Gerais - Brasil. A condugdo da coorte ¢ feita pelo Nucleo
de Estudos em Saude Publica e Envelhecimento (NESPE) do Instituto René Rachou - Fiocruz
Minas (IRR).

Em 1996, a cidade de Bambui apresentava 21.187 habitantes e 70% desses viviam na
zona urbana do municipio. Antes de iniciar o estudo, todos os participantes da coorte foram
identificados por meio de um censo completo conduzido na cidade pela equipe do projeto entre
novembro e dezembro de 1996. Todos os residentes com sessenta anos ou mais de idade em 1°
de janeiro de 1997 (n=1.742) foram convidados para participar da linha de base do estudo. A
coleta de dados da linha de base da coorte ocorreu no periodo de fevereiro a maio de 1997 e foi
realizada em diferentes etapas: entrevistas, visita clinica de campo (coleta de sangue, medidas
antropométricas e eletrocardiograma), testes laboratoriais (andlises bioquimicas e
hematologicas que foram realizadas no laboratério central em Belo Horizonte) e
armazenamento de amostras (soro, plasma, camada de leucocitos e aliquotas de DNA) em
freezers -80° no IRR para investigagdes futuras.

A resposta as entrevistas era dada pelo proprio individuo, com ressalva apenas no caso
do entrevistado nao ter condigdes de responder por motivo de saude fisica ou mental, em que
outra pessoa do domicilio poderia responder eventualmente. As informagdes coletadas na linha
de base incluiram caracteristicas sociais e demograficas, fatores psicossociais, estilo de vida,
condi¢cdes de saude autorreferidas, sintomas fisicos, sintomas mentais, histéria da satde
reprodutiva, exames cognitivos, quedas, uso dos servigos de saude e uso de medicamentos. Dos
1.742 residentes na faixa etaria sclecionada, 60 anos ou mais de idade, 92,2% foram
entrevistados e 85,9% foram examinados na linha de base (exames de sangue, medidas de
pressdo arterial, medidas antropométricas e eletrocardiograma).

Nos anos seguintes a linha de base, foram realizadas entrevistas anuais, além de exame
fisico (antropometria e pressao arterial) e coleta de sangue em algumas ondas selecionadas do
estudo. Maiores informagdes sobre o delinecamento da coorte € os procedimentos adotados
foram descritos em publicagdes anteriores (LIMA-COSTA et al, 2011a, LIMA-COSTA et al.,
2011b, OLIVEIRA & LIMA-COSTA, 2013).

Trata-se de um estudo transversal, no qual foram incluidos todos os participantes da

linha de base da coorte (1997) que possuiam informagdes completas para todas as variaveis
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incluidas na analise. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fiocruz e

todos os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Figura 3: Sele¢do da populagdo do estudo - Coorte de Idosos de Bambui.
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Fonte: elaborado pelo autor.

4.2 Variaveis
4.2.1 Infeccoes (Variaveis dependentes)

Todas as infec¢des foram avaliadas por meio de ensaios imunoldgicos capazes de
detectar a presenca e os titulos de anticorpos anti IgG, através de kits diagnosticos comerciais
e procedimentos padronizados em laboratorios de referéncia.

As infec¢des por C. pneumoniae ¢ HSV-1 foram avaliadas através do ensaio de
imunoabsor¢do enzimatica (anti-Chlamydia pneumoniae ELISA - IgG, Brasil; anti-HSV-1
(gC1) pelo método ELISA (IgG), Brasil), da EUROIMMUN. Os kits utilizados fornecem um
ensaio quantitativo ou semiquantitativo in vitro para anticorpos humanos da classe IgG contra
Chlamydia pneumoniae e 1gG contra a glicoproteina especifica gC1 do Herpes virus simples
tipo 1, tendo sido conduzidos em soro. O teste ¢ realizado através utilizacdo de tiras de
microplacas, cada uma com oito pogos de reagentes destacaveis revestidos com antigenos
especificos. Na primeira etapa da reacdo, amostras diluidas dos soros dos pacientes sdo
incubadas nos pocos. No caso de amostra positiva, os anticorpos IgG especificos se ligam aos
antigenos. Para deteccao da ligacao do anticorpo-antigeno foi realizada uma segunda incubagao

com uso da enzima anti-IgG humano (conjugado enzimatico), € a mesma catalisa uma reacao
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colorimétrica. De acordo com as informagdes do fabricante, o resultado foi considerado positivo
para HSV-1 quando superior a 22,0 UR/mL e positivo para C. pneumoniae quando igual ou
superior a 22,0 UR/mL.

Para a dosagem de infeccao por CMV, utilizou-se o imunoensaio para a determinagao
quantitativa in vitro dos anticorpos IgG anti-citomegalovirus em soro humano. O ensaio de
electroquimioluminescéncia (electrochemiluminescence immunoassay - ECLIA) foi criado
para ser utilizado nos analisadores de imunoensaios Elecsys e cobas. O principio do teste €
determinado por meio da técnica sandwich, e o analisador calcula automaticamente a
concentracdo de analito de cada amostra em U/mL. Para interpretagao dos resultados,
considerou-se o resultado positivo quando igual ou superior a 1,0 U/mL.

Para identificacdo da infeccdo por H. pylori, utilizou-se o teste SERION ELISA classic
Helicobacter pylori 1gG. Trata-se de um imunoensaio quantitativo e qualitativo para a detec¢ao
de anticorpos humanos no soro ou no plasma. O teste ELISA ¢ especialmente adequado para a
determinagdo de anticorpos no campo das doengas infecciosas com base na interagao especifica
de anticorpos com os antigenos correspondentes. As cavidades das microplacas do kit SERION
ELISA CLASSIC sao revestidas com antigenos especificos do agente patogénico de interesse.
Se existirem anticorpos na amostra de soro do paciente, eles sao ligados ao antigeno fixo. Um
anticorpo secundario, que foi conjugado com a enzima fosfatase alcalina, detecta e liga-se ao
complexo imune. O substrato incolor p-nitrofenilfosfato ¢ entdo convertido no produto corado
p-nitrofenol. A intensidade do sinal do produto desta reacao ¢ proporcional a concentragao do
analito na amostra e ¢ medido por fotometria. Para interpretagdo dos resultados, considera-se

positivo o resultado superior a 50,0 U/mL.

4.2.2 Biomarcadores (Variaveis independentes)

Para as dosagens dos biomarcadores, foram colhidos 5 mL de sangue por puncao venosa
pelo sistema de coleta a vacuo (Vacutainer, Becton Dickinson, Estados Unidos) em um frasco
contendo heparina sodica. Os participantes foram orientados a realizarem jejum de 12 horas e
as amostras de sangue foram centrifugadas, refrigeradas, encaminhadas ao Instituto René
Rachou - Fundagao Oswaldo Cruz em Belo Horizonte e, posteriormente, estocadas em freezer
a-80°C.

Foram considerados os seguintes biomarcadores: citocinas (IL-1p, IL-6, IL-10, IL-12 e
TNF), quimiocinas (CXCLS, CXCL9, CXCL10, CCL2 e CCL5) e proteina (PCR) que
compuseram o perfil imunoldgico investigado neste estudo. Todos os biomarcadores foram

dosados no plasma dos participantes a partir do método de Cytometric Bead Array (CBA), que
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consiste em um ensaio de imunofluorescéncia do tipo sandwich. Foram utilizados anticorpos
anti-citocinas marcados com ficoeritrina para indicar a intensidade média de fluorescéncia
(MFI). Os dados de MFI foram obtidos usando citdmetro de fluxo FACSVerse flow cytometer
(Becton Dickinson, Estados Unidos), os resultados de concentracao foram obtidos em pg/mL e
calculados por meio do software BD FCAP Array 3.0 (Becton Dickinson, Estados Unidos).
Além disso, também foram considerados niveis de proteina C reativa ultra-sensivel
(PCRus), obtidos pelo método imunonefelométrico em um analisador de proteinas automatico

(BNII™, Dade Behring, Alemanha) e calculado em mg/L.

4.2.3 Variaveis de ajuste

Para ajuste das andlises estatisticas, foram incluidas variaveis selecionadas com base em
pesquisas anteriores (Shikata et al., 2008; Dattoli et al., 2010; Zhan et al., 2011; Porritt &
Crother, 2016), incluindo caracteristicas sociodemograficas (sexo, idade e escolaridade),
habitos de vida (tabagismo, consumo de bebidas alcodlicas e pratica de atividade fisica) e
condi¢des de satde (hipertensdo arterial, diabetes mellitus, acidente vascular encefalico - AVE,
infarto do miocardio, artrite € reumatismo).

Entre os fatores sociodemograficos, considerou-se a idade em anos (varidvel continua), sexo
(masculino e feminino) e a escolaridade em anos de estudo (0 a 3 anos e 4 ou mais). Foram
classificados como tabagistas atuais aqueles que relataram ter fumado pelo menos 100 cigarros
no decorrer da vida e continuavam fumando no momento da entrevista. Em relacao ao consumo
de bebidas alcoolicas, considerou-se o consumo semanal de sete doses ou mais, nos 12 meses
anteriores a entrevista, segundo referéncia proposta pelo National Institute on Alcohol Abuse
and Alcoholism (NIAAA) para verificar o consumo de alcool entre idosos. Para a avaliagdo das
doses, foram apresentados cartdes demonstrando a quantidade de liquido correspondente a uma
dose de cerveja, vinho ou aguardente. A pratica de atividade fisica foi avaliada pelo relato de
23 atividades desenvolvidas nos ultimos 90 dias, em todos os dominios, que foram convertidas
em gasto energético (taxa de equivalentes metabdlicos - MET). A pratica insuficiente de
atividade fisica foi definida como o gasto energético inferior a 450 MET minuto/semana
(RAMALHO et al., 2011).

Para avaliacdo da hipertensao arterial foram realizadas trés medidas da pressao arterial
usando um protocolo padrao. Essas medidas foram tomadas usando esfigmomandmetros de
mercurio com o manguito de tamanho apropriado (Tycos 5097-30; Tycos, Arden, EUA) e
estetoscopios padronizados (Littman Cardiology II; 3M, St. Paul, EUA). A variavel hipertensao

arterial foi definida pela pressdo sistdlica e diastolica igual ou superior a 140 mmHg e 90
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mmHg, respectivamente. O quadro de diabetes mellitus foi avaliado tendo como referéncia um
nivel de glicose sanguinea em jejum igual ou superior a 126 mg/dL. O tratamento
medicamentoso para ambas as doengas, hipertensao arterial e diabetes mellitus, também foi
considerado diagndstico.

A histdria de acidente vascular encefalico (AVE) foi avaliada por meio de questiondrios
padronizados (Plan and Operation of the Third National Health and Nutrition Examination
Survey, 1988-1994, 1994). O relato de infarto e artrite ou reumatismo foram avaliados pela
historia de diagnostico médico para essas condigdes (LIMA-COSTA et al., 2011b). Todas as
variaveis pertencentes ao grupo condi¢cdes de saude foram avaliadas em conjunto para compor
uma variavel unica “numero de doengas cronicas”, categorizada em: nenhuma, uma e duas ou
mais.

Quadro 1 - Descrigdo das variaveis de ajuste e categorizagoes.

Variaveis Sociodemograficas

Sexo Masculino
Feminino
Idade 0 a 3 anos
4 ou mais
Escolaridade <4 anos de estudo

>4 anos de estudo

Variaveis sobre Habitos de Vida
Tabagismo Nao tabagistas: < 100 cigarros na vida
e/ou ndo fumante ativo no momento da
entrevista
Tabagistas: Pelo menos 100 cigarros na
vida e fumante ativo no momento da
entrevista

Consumo de alcool (doses de alcool) Nao: <7 doses/semana nos12 meses
anteriores a entrevista

Sim: > 7 doses/semana nos 12 meses
anteriores a entrevista

Atividade fisica Inativo: <450 MET minutos/semana nos
90 dias anteriores a entrevista

Ativo: > 450 MET minutos/semana nos
90 dias anteriores a entrevista

Variaveis sobre Condicoes de Satde
Doengas cronicas (diagnostico de Nenhuma
hipertensdo arterial e diabetes mellitus; Uma
histérico de acidente vascular encefalico | Duas ou mais
(AVE), infarto do miocardio e artrite ou
reumatismo).
Fonte: elaborado pelo autor.
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4.3 Analise Estatistica

Foi realizada uma caracterizagdo da amostra com distribuicdo de frequéncias para as
variaveis qualitativas e medidas descritivas (mediana e percentis 25 e 75; ou média e desvio-
padrao) para as variaveis quantitativas.

Para categorizagao dos biomarcadores, segundo a presenca das infecgdes, utilizou-se o
método Classification and Regression Trees (CART), método ndo- paramétrico que comporta
bem a analise de variaveis com distribuigdes assimétricas (como os biomarcadores), além de
variaveis multimodais ou categoricas em problemas de modelagem preditiva de classificagao
ou regressdo. A metodologia CART foi desenvolvida nos anos 80 por Breiman e colaboradores
(1984) e utiliza a chamada amostra de aprendizado (conjunto de dados com classes pré-
atribuidas para todas as observagdes) para construir arvores de decisdo (TIMOFEEV, 2004).
As arvores de decisdo sdo representadas por um conjunto de questdes que divide a amostra em
partes cada vez menores, com a maxima homogeneidade, através de perguntas do tipo sim/nao
(BREIMAN et al, 1984). Nesse método, todos os valores sdo alinhados e diferentes pontos de
divisdo sdo testados varias vezes, de modo que o algoritmo CART procurard para todas as
variaveis e valores possiveis, a melhor divisao (BROWNLEE, 2016). A representacao do
modelo CART ¢ uma arvore binaria, sendo que cada nd na raiz da arvore representa uma inica
variavel de entrada (x) e um ponto de divisdo nessa variavel (supondo que a variavel seja
numérica). Os nds das folhas da arvore contém uma variavel de saida (y) que ¢ usada para fazer
uma previsao. Uma arvore binaria €, na verdade, um particionamento do espaco de entrada
(BROWNLEE, 2016). Entao, o método CART utiliza de particionamento recursivo dos dados
por meio de divisdes bindrias progressivas, a fim de se obter subgrupos com o maximo de
homogeneidade interna e heterogeneidade entre eles (TIMOFEEV, 2004).

No artigo 1, o método CART foi utilizado como método de primeira escolha para a
defini¢dao de pontos de corte de cada um dos biomarcadores, visando a composicao de grupos
homogéneos em relagdo a presenga ou ndo de diferentes infecgdes (CMV e HSV-1), e, portanto,
discriminando a populagdo com niveis de anticorpos acima e abaixo da mediana para cada
desfecho. Na implementagdo do método CART estabeleceu-se como condigdes de interrupgao
do processo de parti¢do do conjunto de dados a formagao de um nimero maximo de trés grupos,
com pelo menos 30 participantes em cada. Como método de segunda escolha, para os casos em
que o método CART ndo conseguiu discriminar pontos de corte, optou-se por classificar os
biomarcadores em tercis, exceto para aqueles que apresentaram 50% ou mais de valores nao

detectaveis pelo método de dosagem e que foram mantidos como detectavel e ndo detectavel.
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No artigo 2, considerou-se o tercil como método de primeira escolha para a defini¢do
dos pontos de corte de cada um dos biomarcadores, exceto para aqueles que apresentaram 50%
ou mais de valores nao detectaveis pelo método de dosagem e que foram mantidos como
detectavel e nao detectavel.

Para avaliacdo da associagdo entre as infec¢des e os biomarcadores utilizou-se a
regressao logistica para estimar os valores de odds ratio (OR) e respectivos intervalos de 95%
de confianga, sem ajustamento e com ajustamento progressivo, incluindo as varidveis
sociodemograficas (modelo 1), acrescentando-se as variaveis relacionadas aos comportamentos
em saude (modelo 2) e, por fim, a variavel sobre condi¢gdes de satde (modelo 3). Essa analise
foi realizada para todos os biomarcadores incluidos no estudo. Todos esses modelos de
regressao logistica foram estimados para cada infec¢do, considerando titulacdo acima da
mediana, e para a ocorréncia de coinfecgdo, ou seja, os idosos que apresentaram valores acima
da mediana para ambas as infec¢des cronicas consideradas, no caso da analise com CMV e
HSV-1.

As andlises para determinacdo de pontos de corte pelo método CART foram realizadas
usando a biblioteca rpart (Terry Therneau, Beth Atkinson and Brian Ripley, 2015) (R CORE
TEAM, 2016) no ambiente R (R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria). Todas
as outras analises foram realizadas no software Stata® versao 13.0 (StataCorp LLP, College

Station, TX). Em todos os testes estatisticos foi considerado um nivel de significancia de 5%.
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5. APRESENTACAO DOS ARTIGOS

Os resultados foram apresentados em dois artigos:

Artigo 1: Cytomegalovirus and herpes simplex type 1 infections and immunological
profile of community-dwelling older adults. Publicado na Experimental Gerontology
(fator de impacto 4,032) em margo de 2021.

Artigo 2: Chlamydia pneumoniae and Helicobacter pylori infections and immunological
profile of community-dwelling older adults. Publicado na Experimental Gerontology

(fator de impacto 4,032) em outubro de 2021.
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5.1 Artigo: Cytomegalovirus and herpes simplex type 1 infections and immunological
profile of community-dwelling older adults!
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Section Editor: Christiaan Leeuwenburgh Chronic infe such as cy lovirus (CMV) and herpes simplex virus type 1 (HSV-1), contribute to the

inflammation process among older adults and are 1 with the i process. The aim was to
Keywonds: identify the i 1 | profile 1 with CMV and HSV-1 infections among older adults. This is a cross-
CY“’"“S_“IW““SA sectional study, carried out with 1492 participants from the Bambui Cohort Study of Aging — Minas Gerais,
:::;pﬂ:msﬂ“ ivon Type.1 Brazil. For analysis purposes, we considered the p of i lobulin G (IgG) for CMV and HSV-1 in the

partici; " serum, 1 by the y linked i bent assay (ELISA); outcomes were defined by
titration above the median (>160 UR/mL for HSV-1 and >399.5 U/mL for CMV). In order to assess the
i logical profile, the following biomarkers were considered: IL-1beta, IL-10, IL-12, TNF, CXCL8, CXCL9,
CXCL10, CCL2, CCL5, IL-6 and CRP; the first four being categorized as detectable levels or not, and the others
using the Classification and Regression Tree (CART) method. The lysis was adj; 1 for sociod

iables, health behaviors and health liti The prevalence of anti CMV and anti HSV-1 antibodies
was 99.4% and 97.0%, respectively. Higher concentrations of CXCL8 and CCL5 chemokines were associated with
lower antibody titers for CMV, and higher concentrations of CXCL9, IL-6 and CRP were associated with higher
levels of antibodies to CMV. M , inter liate levels of CXCL10 were also associated with higher levels of
antibodies to CMV. In HSV-1 infection, intermediate levels of CXCL9, CCL5 and IL-6 were less likely to have
higher antibody titers for this infection. On the other hand, higher levels of CXCL10 and CRP were positively
associated with higher antibody titers for HSV-1. The results describe important immunological changes and
reinforce the potential effect of CMV and HSV-1 on the immunosenescence process.

Immunological profile

aphic

1. Introduction

Knowledge about health conditions of older adults is essential for
planning public health measures, in view of the rapid population aging.
It is noteworthy that, similarly to other health problems, some infections
may be more frequent and more severe among older adults, as a result of
the natural aging of the i system (i e), which
modifies the immune tolerance and increases the susceptibility to in-
fections (Le Saux et al., 2012).

On the other hand, exposure to infections can intensify changes
related to senescence process. Recent evidence suggests that persistent
infections caused by infectious agents of the Herpesviridae family pro-
mote a homeostatic disorder of T cells and intensify the secretion of a
variety of inflammatory cytokines and chemokines (Carr and Tomanek,
2006; Wuest and Carr, 2008). Among the most studied biomarkers are
several interleukins (IL-1, IL-2 and IL-6), interferon-gamma (IFN-
gamma), tumor necrosis factor (TNF), chemokines (CCL2, CCL3, CCL5,
CXCL], CXCL2, CXCL3, CXCL8 and CXCL10) and C-reactive protein
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(CRP), which help control the infection and also function as signaling
agents (Trzonkowski et al., 2003).

Besides the changes involving the immune system, it has been pro-
posed that viral infections caused by agents such as cytomegalovirus
(CMV) and herpes simplex virus type 1 (HSV-1) play an important role in
the development of chronic inflammatory processes, such as cardio-
vascular disease, metabolic syndrome, overweight, diabetes and rheu-
matoid arthritis; in frailty, disability and even in mortality (Wang et al.,
2010; Haeseker et al., 2013).

Therefore, infections seem to influence the aging process, both
because of the direct damage caused by pathogens in the infected tis-
sues, and also because of the indirect damage to the body, mainly
mediated by the inflammatory process (Gavazzi and Krause, 2002). The
identification of immunological changes in the presence of common
chronic infections among older adults helps to understand the role of
viruses in immunosenescence. Furthermore, it is an important public
health problem, since these events are associated with failures in the
vaccine response, the worsening of infectious processes, the increase in
mortality due to the deleterious action of viral infections in the body and
the association with different diseases.

Cross-sectional studies sought to evaluate the immunosenescence
process and revealed major differences in the blood immune cell types
distribution among the older adults and also differences in the functional
integrity of these cells; most of these changes would be associated with
the presence of CMV infection (Pawelec et al., 2009). Additionally, some
longitudinal studies have been observing relevant immunological
changes, in addition to revealing immune biomarkers of aging that do
not consist of a single parameter, but rather a set of parameters called
“immunological risk profile” (IRP) (Derhovanessian et al., 2009). The
hypothesis that guides this work is that the identification of immune
biomarkers of aging associated with chronic infections with an impact
on immunosenescence can help to predict adverse health events among
the older adults and to understand the IRP.

It should also be noted that most studies are conducted in developed
countries, but these associations are little explored in low and middle-
income countries, in which chronic infections can be even more
serious (Roberts et al., 2010). The aim of the present study is to identify
the immunological profile associated with CMV and HSV-1 infections
among community-dwelling older adults. As far as we know, this is the
first study of these associations in a Latin American country, which may
contribute to a better understanding of this relation in populations living
in these areas.

2. Methodology
2.1. Study design and population

The data are from the Bambui Cohort Study of Aging, a longitudinal
study developed at the seat of the municipality of Bambui, located in
western region of Minas Gerais, Brazil. All cohort participants were
identified by a complete census that was conducted in the city, and
residents aged sixty or older on January 1st, 1997 (n = 1742) were
invited to participate in the study’s baseline. Among all these older
adults, 1606 (92.0%) were interviewed and 1495 (86.0%) underwent
laboratory tests, physical measurements and electrocardiogram in spe-
cific waves of the study.

The present work is a cross-sectional study, including all baseline
participants in the cohort who had complete information for the all
variables included in this analysis. The study was approved by the
FIOCRUZ (Oswaldo Cruz Foundation) Ethics Committee, and all par-
ticipants provided written informed consent. More information about
the cohort design and the procedures adopted were described in a pre-
vious publication (Lima-Costa et al., 2011).
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2.2. Chronic infections (dependent variables)

HSV-1 and CMV infections were considered through the evaluation
of antibodies (IgG) in the participants’ serum that was collected at the
cohort baseline and stored at —80 “C; the dosages were performed in
2018. The quantitative enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
was used to assess antibodies to HSV-1, using kits from Euroimmun
(Germany). The anti-cytomegalovirus IgG antibodies were evaluated
using the electrochemiluminescence assay, using the Elecsys kit (Roche
Diagnostics, Switzerland). All tests were performed following the kit
manufacturers’ guidelines, using standardized procedures and auto-
mated analyzers, in reference laboratories with experience in this type of
dosage.

Following the manufacturers’ guidelines, the tests were considered
positive for the infectious agent using the following cutoff points: HSV-1
(>22 UR/mL) and CMV (>1.00 U/mL). For the present analysis, due to
the high positivity for HSV-1 and CMV, and considering the influence of
the level of antibodies of these infections in several adverse health
events (Roberts et al., 2010; Wang et al., 2010), the outcomes were
defined by titration above the median (>160 UR/mL for HSV-1 and
>399.5 U/mL for CMV). Additionally, the simultaneous occurrence of
both infections was also verified, considering the values above the me-
dian that were mentioned above.

2.3. Biomarkers (independent variables)

For the serum measurements of the biomarkers, 5 mL of blood were
collected by venipuncture using the vacuum collection system (Vacu-
tainer, Becton Dickinson, United States) in a flask containing sodium
heparin. Participants were instructed to fast 12 h prior to the collection.
The following biomarkers were considered: cytokines (IL-1beta, IL-6, IL-
10, 1L-12 and TNF) and chemokines (CXCL8, CXCL9, CCL2, CXCL10 and
CCL5), measured in the participants’ serum using the Cytometric Bead
Array (CBA), which consists of a sandwich-type immunofluorescence
assay. Anti-cytokine antibodies labeled with phycoerythrin (PE) were
used to indicate the mean fluorescence intensity (MFI). MFI data were
obtained using the FACSuite program (7.0 - Becton Dickinson, United
States) using FACSVerse flow cytometer (Becton Dickinson, United
States), and the concentrations were calculated in pg/mL, using the BD
FCAP Array 3.0 program (Becton Dickinson, United States). On top of
that, the levels of ultra-sensitive CRP measured by the immunonephe-
lometric method in an automatic nephelometric (BNII"™, Dade Behring,
Germany) and the concentrations caleulated in mg/L were also
considered.

2.4. Confounding variables

The adjustment variables were defined by consulting the literature
(Melchjorsen et al., 2002; Cook et al., 2004; Carr and Tomanek, 2006)
and grouped in three blocks: i) sociodemographic: sex, age and educa-
tion; ii) health behaviors: current smoking, consumption of alcoholie
beverages and physical inactivity and iii) health conditions: number of
chronic diseases (arterial hypertension, diabetes mellitus, stroke,
myocardial infarction, arthritis or rheumatism).

Among the sociodemographic factors, age in years, sex (male and
female) and education in years of study (0 to 3 years and 4 or more) were
considered. Older adults who reported having smoked at least 100 cig-
arettes in their lifetime and continued to smoke at the time of the
interview were classified as current smokers. Regarding alcoholism, the
weekly consumption of seven doses or more in the 12 months prior to
the interview was considered high and cards were presented to stan-
dardize the doses showing the amount of liquid corresponding to a dose
of beer, wine or brandy (Moos et al., 2009). The practice of physical
activity was assessed through the report of 23 activities developed in the
last 90 days, in all domains, which were converted into energy expen-
diture (rate of metabolic equivalents - MET). Insufficient physical
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activity was defined as energy expenditure of less than 450 MET mi-
nutes/week (Ramalho et al., 2011).

To measure arterial hypertension, three blood pressure measure-
ments were taken after 5 min of rest and with two-minute intervals
between them, following a standardized protocol. These measurements
were taken using mercury sphygmomanometers (Tycos 5097-30; Tycos,
Arden, USA) and standardized stethoscopes (Littman Cardiology II; 3M,
St. Paul, USA). The arterial hypertension variable was defined by sys-
tolic and/or diastolic pressure equal to or greater than 140 mmHg and
90 mmHg, respectively, considering the average of the last two mea-
surements, and/or consumption of antihypertensive drugs. The presence
of diabetes mellitus was considered when the fasting blood glucose level
was equal to or greater than 126 mg/dL and/or the use of insulin or oral
hypoglycemic agents. The use of medications was assessed according to
the participant’s report, considering the last 90 days, and confirmed by
consulting the packaging of the mentioned medications.

The history of stroke was assessed by standardized questionnaires
(Plan and Operation of the Third National Health and Nutrition Exam-
ination Survey, 1988-1994, 1994). The reports of myocardial infarction
and arthritis or rheumatism were evaluated based on the medical
diagnosis history for these conditions. The variables arterial hyperten-
sion, diabetes mellitus, stroke, myocardial infarction and arthritis or
rheumatism comprised a single variable, namely “number of chronic
diseases”, categorized into: none, one, and two or more.

2.5, Statistical analysis

The sample was characterized with frequency distribution for qual-
itative variables and deseriptive measures (median and 25th and 75th
percentiles; or mean and standard deviation) for quantitative variables.
To categorize the biomarkers (independent variables), according to the
presence of infections (dependent variables), the Classification and
Regression Trees (CART) method was used, a non-parametric method
that handles the analysis of variables with asymmetrie distributions, in
addition to multimodal or categorical variables in problems of predic-
tive modeling of classification or regression. The CART method uses
recursive partitioning of data through progressive binary divisions, in
order to obtain subgroups with maximum internal homogeneity, and
heterogeneous among them (Timofeey, 2004). In this study, it was used
as the first-choice method for defining cutoff points for each of the
biomarkers, aiming at the composition of homogeneous groups in
relation to infections, and, in consequence, discriminating the popula-
tion with levels of antibodies above and below the median for each
outcome. In the implementation of the CART method, the formation of a
maximum number of three groups was established as conditions for
interrupting the data set partition process, with at least 30 participants
in each. As a second-choice method, in cases where the CART method
was unable to diseriminate cutoff points, it was decided to classify the
biomarkers in tertiles, except for those that presented 50% or more of
values not detectable by the dosage method and that were kept as
detectable and undetectable.

To assess the association between infections and biomarkers, logistic
regression was used to estimate the values of odds ratio (OR) and the
respective 95% confidence intervals, without adjustment and with
progressive adjustment, including sociodemographic variables (model
1), adding the variables related to health behaviors (model 2) and,
finally, the health conditions variable (model 3). This analysis was
performed for all markers included in the study. All these logistic
regression models were estimated for each infection, considering titra-
tion above the median as dependent variable; and for the older adults
who presented values above the median for both chronic infections
considered, as dependent variable in this analysis.

The analyzes for determining cutoff points by the CART method were
performed using the rpart library (Terry Themeau, Beth Atkinson and
Brian Ripley, 2015) (R CORE TEAM, 2016) in the R environment (R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria). All other
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analyzes were performed using software Stata® version 13.0 (StataCorp
LLP, College Station, TX). In all the statistical tests, a significance level of
5% was considered.

3. Results

1492 older adults participated in this analysis, with complete in-
formation for all the variables that were investigated. The seropreva-
lence of anti CMV and anti HSV-1 antibodies was 99.4% and 97.0%,
respectively. The distributions of the characteristics of the sample
analyzed were reported in Table 1. The average age of the participants
was 69.3 years (standard deviation = 7.4 years), the majority being
female (60.1%) and with low education (65.3%). In relation to health
behaviors, current smokers (18.7%) and those with consumption equal
to or greater than seven weekly doses of alcoholic beverages (5.5%)
represented a small proportion of the sample, while 33.4% were
considered insufficiently active. Regarding the number of chronic dis-
eases, 44.1% reported having one disease and 32.6% two or more.

Table 2 shows the distribution of the biomarkers studied among the
participants in the present analysis. The results demonstrate the high
variability of chemokines, described as median values and interquartile
ranges. Among the cytokines, IL-1beta, IL-10, IL-12 and TNF showed
detectable levels below 50%.

In the CMV infection, the CART method demonstrated that the best
discrimination between the population with antibody levels above and
below the median occurred with one cutoff point for five biomarkers
(CXCL8, CXCL9, CCLS, IL-6 and CRP), generating two groups, and two
cutoff points for two other biomarkers (CXCL10 and CCL2), generating
three categories for these variables. For the other biomarkers analyzed
(IL-1beta, IL-10, IL-12 and TNF), the CART method did not identify
cutoff points that discriminated between groups with higher titers of
antibodies to CMV. In relation to HSV-1, this method demonstrated that
the best discrimination between the population with antibody levels
above and below the median for this infection occurred with one cutoff
point for four biomarkers (CXCL8, CXCL10, IL-10 and CRP), generating
two groups, and two cutoff points for four other markers (CXCL9, CCL2,
CCL5 and IL-6), generating three categories. For the other biomarkers
analyzed (IL-1beta, IL-12 and TNF), the CART method was also unable
to obtain cutoff points that discriminated between groups with higher
antibody titers for HSV-1.

The CART method was unable to identify homogeneous groups in
relation to the prevalence of the older adults who presented values
above the median for both chronic infections for any of the investigated

Table 1
Charactenistics of the studied sample. Baseline of the Bambui Cohort Study of
Aging, Minas Gerais, Brazil.

Variables Total sample (n = 1492)
%'

Female 60.1 (n - 897)
Age in years:mean and standard deviation 69.3;7.4(n ~ 1034)
Education (<4 years) 65.3 (n = 974)
Current smoking’ 187 (n = 279)
C ption of alcoholic b ages (7 doses/week) 5.5(n - 82)
Insufficient physical activity (<450 MET minutes/ 33.4 (n - 498)

week)
Number of chronic diseases

None 22.3 (333)

One 44.1 (658)

Two or more 32.6 (486)
Cytomegalovirus infection (IgG > 399.5 U/mL) 99.4 (1483)
Herpes simplex virus type 1 infection (IgG > 160 UR/  97.0 (1447)

mL)

2 Values expressed in percentage, except when specified.

® Current smoking: at least 100 cigarettes in their lifetime and active smoker at
the time of the interview.

¢ Number of chronic diseases: arterial hypertension, diabetes mellitus, stroke,
myocardial infarction and arthritis or rheumatism.
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Table 2
Distribution of infl y markers (independent variables) in the studied
sample. Bambui Cohort Study of Aging Baseline, Minas Gerais, Brazil.

Biomarkers Total sample (n = 1492)
CXCL8 in pg/mL" 3.06 (1.6-5.6)

CXCL9 in pg/mL" 2346.89 (1231.8-4279.2)
CXCL10 in pg/mL’ 3047.08 (1984.2-4847.7)
CCL2 in pg/mL" 39.01 (25.4-57.5)

CCLS in pg/mL" 875.44 (553.3-1622.9)
IL-1beta (>0.01 pg/mL)" 22,0 (20.0-24.2)

1L-6 pg/mL’ 108 (0.4-2.1)

IL-10 (0.01 pg/mL)" 42,0 (39.5-44.5)

1L-12 (>0.02 pg/mL)" 7.4(6.2-8.9)

TNF (>0.02 pg/mL)” 173 (15.4-19.3)

CRP in mg/mL 3.25 (1.42-6.70)

TNF: tumor necrosis factor. CRP: C-reactive protein.
# Median and interquartile range (percentiles 25 and 75).
® Detectable levels; (95% confidence interval).

biomarkers. The interleukins IL-1beta, 1L-10, IL-12 and TNF showed
50% or more of non-detectable values by the CBA method and thus were
classified as detectable and non-detectable. For the other biomarkers,
the categorization was done by the tertiles of the distribution.

The cutoff points used for each biomarker in each of the analyzes
(CMV, HSV-1 and the simultaneous occurrence of higher antibody titers
for both infections) are described, respectively, in Tables 3, 4 and 5.

Table 3 shows the association between the titration of antibodies to
CMV and the biomarkers studied, without adjustment and with the
progressive adjustments considered in the present study. In the crude
analysis, the biomarkers CXCLS, CXCL9, CXCL10, CCLS, IL-6 and CRP
were significantly associated with infection, with CXCL8 and CCLS
being inversely related and all of these associations remained significant
after adjustment for all variables considered in the analysis. In the final
model (Model 3), higher concentrations of chemokines CXCL8 (OR:
0.64; 95% CI: 0.47-0.86) and CCL5 (OR: 0.68; 95% CI: 0.50-0.93) were
associated with a lower chance of higher titration of specific CMV an-
tibodies (antibody values above the median). On the other hand, higher
concentrations of CXCL9 (OR: 1.44; 95% CI: 1.10-1.88), IL-6 (OR: 1.35;
95% Cl: 1.08-1.69) and CRP (OR: 1.81; 95% CI: 1.40-2.33) were asso-
ciated with higher levels of antibodies to CMV. Moreover, intermediate
levels of CXCL10 (OR: 1.69; 95% Cl: 1.29-2.27) were also associated
with higher levels of antibodies to CMV (Table 3).

Table 4 shows the association between antibody levels for HSV-1 and
the biomarkers studied, before and after adjustment for sociodemo-
graphic conditions, health behaviors and health conditions. Before the
adjustments, the biomarkers CXCL10, CXCL9, CCL5 and IL-6 were
significantly associated with the levels of antibodies to HSV-1, with the
last 3 being inversely related. After adjusting for all confounding factors
included in this analysis, the intermediate levels of CXCL9 (OR: 0.62;
95% Cl: 0.39-0.99), CCL5 (OR: 0.41; 95% CI: 0.24-0.70) and IL-6 (OR:
0.71; 95% Cl: 0.53-0.95) had a lower chance of higher antibody titers
for this infection. On the other hand, higher levels of CXCL10 (OR: 1.64;
95% Cl: 1.13-2.37) and CRP (OR: 1.71; 95% CI: 1.03-2.84) were posi-
tively associated with HSV-1 infection (Table 4).

The prevalence of simultaneous occurrence of values above the
median for both infections was 26.8% (95% CI: 24.6-29.1). The asso-
ciations between the simultaneous occurrence of high levels of anti-
bodies for both infections and the biomarkers studied are shown in
Table 5. For this analysis, only the CRP dosage at intermediate (OR:
1.43; 95% CL 1.05-1.93) and high (OR: 1.61; 95% CL 1.19-2.17)
showed a significant association with higher antibody titers simulta-
neously for HSV-1 and CMV, even after adjusting for all the confounding
factors considered.

The associations between antibody levels for CMV, HSV-1 and the
simultaneous occurrence of higher antibody titers for both infections
and the biomarkers studied are described, respectively, in Figs. 1 and 2.
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Table 3
Association between cytomegalovirus infection (IgG > 399.5 U/ml), the
dependent variable, and biomarkers (independent variables) in the study pop-

ulation, with and without adj by confounding factors. Baseline of the
Bambui Cohort Study of Aging, Minas Gerais, Brazil.
Biomarkers Gross model ~ Model 1 Model 2 Model 3
OR (95% CI) OR (95% CI) OR (95% CI) OR (95% CI)
CXCLS (pg/mL)’
<8.475 1.00 1.00 1.00 1.00
>8.475 0.66 0.65 0.65 0.64
(0.49-0.87) (0.48-0.87) (0.48-0.87) (0,47-0.86)
CXCL (pg/mL)*
<1078 1.00 1.00 1.00 1.00
>1078 1.40 1.36 1.40 1.44
(1.09-1.81)  (1.05-177)  (108-1.82)  (1.10-1.88)
CXCL10 (pg/mL)"
<3676 1.00 1.00 1.00 1.00
3676-5981 171 1.61 1.68 1.69
(1.32-2.22) (1.24-2.11) (1.29-2.20) (1.29-2.27)
>5982 1.14 1.00 1.02 0.98
(0.87-1.51) (0.76-1.33) (0.76-1.36) (0.73-1.31)
CCL2 (pg/mL)’
<1115 1.00 1.00 1.00 1.00
11.15-57.02  1.58 1.64 1.59 1.60
(0.99-2.52) (1.01-2.64) (0.98-2.57) (0.97-2.61)
>57.03 L10 1.13 1.09 1.07
(0.67-1.80) (0.68-1.88) (0.65-1.81) (0.64-1.81)
CCLS (pg/mL)
<4204 1.00 1.00 1.00 1.00
>4204 0.59 0.64 0.65 0.68
(0.44-0.79) (0.47-0.86) (0.48-0.88) (0.50-0.93)
IL1beta (pg/mL)"
Absent 1.00 1.00 1.00 1.00
=0.01 0.95 0.91 091 0.92
(0.74-1.21) (0.70-1.17) (0.70-1.17) (0.71-1.19)
1L-6 (pg/mlL)"
<1.395 1.00 1.00 1.00 1.00
>1.395 1.39 1.38 1.34 1.35
(L13-1.71) (L11-1.71) (1.08-1.67) (1.08-1.69)
1L-10 (pg/mL)”
Absent 1.00 1.00 1.00 1.00
>0.01 0.95 0.94 0.94 0.93
(077-117)  (0.76-1.16)  (076-1.16)  (0.75-1.16)
1L-12 (pg/mL)”
Absent 1.00 1.00 1.00 1.00
>0.02 0.77 0.79 0.80 0.77
(0.52-1.14)  (0.53-1.18)  (054-1.19)  (0.51-1.16)
TNF (pg/mL)’
Absent 1.00 1.00 1.00 1.00
=002 0.98 0.97 0.95 0.90
(0.75-1.28) (0.74-1.28) (0.72-1.25) (0.68-1.20)
CRP (mg/L)
<1455 1.00 1.00 1.00 1.00
>1.455 1,91 1.81 1.81 1.81
(1.50-2.42) (1.42-2.32) (1.41-2.31) (1.40-2.33)

OR (95% CI) Odds ratio and 95% confidence interval; Model 1: adjusted for
sociodemographic variables; Model 2: adjusted for sociodemographic variables
and health behaviors; Model 3: adjusted for sociod phic variables, health
behaviors and health conditions.

“ Categorized by the CART method.

b Categorized as detectable and undetectable.

4, Discussion

The high prevalence observed for the two infections among the older
adults characterizes a chronic infectious process in this group, and is in
line with studies conducted in Brazil and other countries (Smith and
Robinson, 2002; Looker and Garnet, 2005; Cannon et al., 2010; Conde-
Glez et al,, 2013). In Brazil, previous studies revealed a prevalence of
87.9% for CMV in the population between 18 and 66 years old in Sal-
vador and approximately 100% in Santa Catarina for adults between 50
and 90 years old (Do Amaral et al., 2008; Matos et al., 2009). Similarly,
high prevalence for HSV-1 has already been reported in the adult pop-
ulation of the US (90.0%) and Brazil (94.6%) (Geller et al, 2012). In
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Table 4

Association between infection by herpes simplex virus type 1 (IgG > 160 UR/
mL). The dependent variable, and biomarkers (independent variables) in the
study population, with and without adjustment by confounders, Baseline of the
Bambui Cohort Study of Aging, Minas Gerais, Brazil.

Biomarkers Gross model ~ Model 1 Model 2 Model 3
OR(95%CI) OR(95%CI) OR(95%CI) OR(95% CI)
CXCL8 (pg/mL)"
<998 1.00 1.00 1.00 1.00
>9.98 0.80 0.80 0.79 076
(0.59-1.10) (0.58-1.09) (0.57-1.08) (0.55-1.04)
CXCL9 (pg/mL)"
<4690 1,00 1.00 1.00 1.00
4690-6131 0.61 0.63 0.64 062
(0.39-0.97) (0.40-1.01) (0.40-1.01) (0.39-0.99)
>6132 1.20 1.26 1.25 1.28
(091-158)  (0.94-1.69)  (0.93-168)  (0.94-173)
CXCL10 (pg/mL)"
<672.1 1.00 1.00 1.00 1.00
>672.1 1.67 1.57 1.55 1.64
(1.17-2.37) (1.09-2.25) (1.08-2.23) (1.13-2.37)
CCL2 (pg/mL)
<7.85 1.00 1.00 1.00 1.00
7.85-52.47 059 0.60 0.61 055
(0.31-1.13) (0.31-1.16) (0.32-1.18) (0.28-1.10)
>52.48 0.84 0.83 0.84 075
(0.43-1.62) (0.43-1.63) (0.43-1.64) (0.37-1.50)
CCL5 (pg/mL)"
<451.9 1.00 1.00 1.00 1.00
4519-512.6 0.42 0.41 0.41 041
(0.25-0.72) (0.24-0.70) (0.24-0.71) (0.24-0.70)
>512.7 0.90 0.83 0.82 0.82
(0.68-1.19) (0.62-1.09) (0.62-1.09) (0.61-1.10)
IL1beta (pg/mL)"
Absent 1.00 1.00 1.00 1.00
>0.01 0.91 0.93 0.93 0.94
(0.71-1.17) (0.72-1.19) (0.72-1.19) (073-1.21)
IL-6 (pg/mL)*
<0.615 1.00 1.00 1.00 1.00
0.615-1.254 070 0.72 073 071
(0.53-0.93) (0.54-0.95) (0.55-0.98) (0.53-0.95)
>1.255 1.16 117 1.19 113
(0.92-1.47)  (0.92-149)  (0.93-152)  (0.88-145)
1L-10 (pg/mL)°
Absent 1.00 1.00 1.00 1.00
>0.01 1.07 1.07 1.08 1.03
(0.87-1.32) (0.87-1.32) (0.87-1.33) (0.83-1.28)
1L-12 (pg/mL)"
Absent 1.00 1.00 1.00 1.00
>0.02 0.96 0.95 0.96 093
(0.65-1.41) (0.64-1.42) (0.64-1.42) (0.62-1.39)
TNF (pg/mL)"
Absent 1.00 1.00 1.00 1.00
>0.02 0.91 0.93 0.94 0.90
(0.70-1.20) (0.71-1.22) (0.71-1.23) (0.68-1.19)
CRP (mg/L)"
<0.515 1.00 1.00 1.00 1.00
>0.515 1.52 1.69 1.74 171
(0.94-2.46) (1.03-2.75) (1.06-2.84) (1.03-2.84)

OR (95% CI) Odds ratio and 95% confidence interval; Model 1: adjusted for
sociodemographic variables; Model 2: adjusted for sociodemographic variables
and health behaviors; Model 3: adjusted for sociodemographic variables, health
behaviors and health conditi

“ Categorized by the CART method.

b Categorized as detectable and undetectable.

general, these infections are more common in less industrialized regions,
with low income, less education and poor sanitary conditions (Geller
etal, 2012).

The high prevalence rates of infections observed among older adults
shows the immunological vulnerability to which this group is exposed.
Viral infections throughout aging and the immune response profile to
these pathogens are imperative in the immunosenescence process. In
this context, characteristic changes in immunosenescence are particu-
larly important in immunity to viral infections, due to the overload of
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Table 5

Association between simultaneous infection with cytomegalovirus (IgG > 399.5
U/mL) and herpes simplex type 1 (IgG > 160 UR/mL), the dependent variable,
and biomarkers (independent variables) in the study population, with and
without adjustment by confounders. Baseline of the Bambui Cohort Study of
Aging, Minas Gerais, Brazil.

Biomarkers Gross model  Model 1 Model 2 Model 3
OR (95% OR (95% OR (95% OR (95%
[s)] cn ()} cn
CXCL8 (pg/mL)"
<2.00 1.00 1.00 1.00 1.00
2.00-4.42 1.04 1.03 1.02 1.00
(0.79-137)  (0.78-1.36) (0.77-1.35)  (0.75-1.33)
>443 0.86 0.85 085 0.81
(0.65-1.15)  (0.64-1.13)  (064-1.14)  (0.61-1.09)
CXCL9 (pg/mL)’
<1568.88 1.00 1.00 1.00 1.00
1568.88-3482.98  1.03 1.02 1.02 1.02
(0.77-1.36)  (0.77-1.36)  (0.77-1.36)  (0.76-1.36)
>3482.99 112 1.08 107 1.07
(0.84-1.48)  (0.80-1.45)  (0.80-1.44)  (0.79-1.45)
CXCL10 (pg/mlL)’
<2352.8 1.00 1.00 1.00 1.00
2352.8-4017.96  0.98 0.97 098 0.96
(0.74-1.31)  (0.73-1.30)  (0.73-1.31)  (0.72-1.29)
>4017.97 131 1.29 129 1.31
(0.99-1.74)  (0.97-171)  (097-1.72)  (0.98-1.76)
CCL2 (pg/mL)"
<3042 1.00 1.00 1.00 1.00
30.42-50.24 112 112 112 1.06
(0.84-148)  (0.85-1.49) (0.85-1.49)  (0.79-1.41)
>50.25 1.04 1.03 103 0.97
(0.78-1.38)  (0.78-1.37) (0.77-1.37)  (0.73-1.30)
CCLS (pg/mL)*
7.07-643.05 1.00 1.00 1.00 1.00
643.06-1263.56  0.89 0.90 0.90 0.93
(0.67-1.18)  (0.68-1.20) (0.68-1.19)  (0.70-1.25)
>1263.57 0.89 0.89 090 0.96
(0.67-1.18)  (0.67-1.19)  (0.68-1.20)  (0.72-1.28)
IL1beta (pg/mL)"
Absent 1.00 1.00 1.00 1.00
=001 0.98 0,98 098 0.99
(0.74-129)  (0.74-1.29) (074-1.29)  (0.74-1.32)
IL-6 (pg/mL)'
<066 1.00 1.00 1.00 1.00
0.66-1.70 1.03 1.02 101 0.99
(0.77-137)  (0.76-1.35)  (0.75-1.35)  (0.74-1.33)
2171 1.23 121 119 115
(0.93-163)  (0.91-1.62) (0.89-1.59)  (0.85-1.55)
1L-10 (pg/mL)"
Absent 1.00 1.00 1.00 1.00
>0.01 0.96 0.95 095 0.94
(0.76-121)  (0.75-1.20)  (0.75-1.20)  (0.74-1.19)
1L-12 (pg/mL)”
Absent 1.00 1.00 1.00 1.00
=002 0.79 0.80 0.80 0.75
(0.50-1.26)  (0.50-1.27)  (050-1.27)  (0.46-1.21)
TNF (pg/mL)"
Absent 1.00 1.00 1.00 1.00
=002 1.03 1.04 103 0.95
(0.76-1.39)  (0.76-1.40)  (0.76-1.40)  (0.70-1.31)
CRP (mg/L)'
0.16-1.88 1.00 1.00 1.00 1.00
1.89-5.16 1.42 1.43 144 1.43
(1.06-1.91)  (1.06-1.92)  (1.07-1.94)  (1.05-1.93)
>517 1.70 1.69 167 1.61
(1.27-227)  (1.26-227) (1.25-2.24)  (1.19-2.17)

OR (95% CI) Odds ratio and 95% confidence interval; Model 1: adjusted for
sociodemographic variables; Model 2: adjusted for sociodemographic variables
and health behaviors; Model 3: adjusted for sociod phic variables, health
behaviors and health conditions.

“ Categorized in tertiles.

» Categorized as detectable and undetectable,
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viral diseases in older adults and important immunological changes,
such as loss of balance between the Th1 and Th2 cytokines (Simpson,
2011).

We found that the results of the association between CXCL8 and CMV
do not corroborate the main hypothesis about the role of this biomarker
in chronic inflammatory processes, since high levels of CXCL8 were
expected because it is a systemic mediator with pro-inflammatory
properties present in the acute phase of inflammation (Gerard and
Rollins, 2001). This result should be further investigated in other
studies, seeking to establish the role of this chemokine in chronic in-
fections among older adults.

The CXCL9 is part of a group of chemokines induced by interferon
gamma (IFN-gamma) and its main activity is to limit the spread of viral
infections (Melchjorsen et al., 2002). Thus, our result for CMV corrob-
orated with the main findings of the literature on the topic, since high
levels of CXCL9 were expected due to the role of this chemokine in viral
infections (Cook et al., 2004; Wuest and Carr, 2008). In contrast, the
result for HSV-1 was divergent and it is assumed that this difference can
be explained by the ability of some viruses to interfere with the immune
response considered standard, in this particular case it interferes with
the production and activity of IFNs. Some viruses are capable of sub-
verting the host's immune response by encoding proteins that antago-
nize chemokine functions, and the members of the Hesperviridae family
are very efficient regarding this property (Gareia-Sastre, 2001; Wuest
and Carr, 2008).

The CXCL10 is also induced by IFN-gamma and acts in modulating
the immune response to infections. Increased levels have already been
seen in other viral infections, such as infection by the human immuno-
deficiency virus (HIV) and in chronic inflammatory events of other types
(Dawson et al., 2000; Cook et al., 2004; Carr and Tomanek, 2006; Wuest
etal, 2006; Ramirez et al., 2014). Consequently, our results show that
the increase in CXCL10 levels may also be associated with other chronic
infections, such as CMV and HSV-1, although for the first infectious
agent the association was only observed for the intermediate levels of
this biomarker.

Regarding CCL5 chemokine, both infections showed similar results.
Contrarily, our results differ from other studies on the subject, since
CCL5 seems to be invariably associated with viral infections, with few

exceptions (Melchjorsen et al., 2002; Cook et al., 2004; Wuest and Caur,
2008). The consistency of this statement is supported by the nature of
this biomarker, since it is a chemotactic mediator present in infectious
processes, and the most studied in relation to the molecular mechanisms
that guide the expression of chemokines induced by viruses, in addition
to the wide variety of infectious agents (herpes simplex virus type 1,
herpes simplex virus type 2, herpervirus MHV-68, influenza virus,
hepatitis C virus, respiratory syncytial virus) that have already been
associated with the increased production of CCL5 (Chen et al., 2000;
Dawson et al., 2000; Haeberle et al., 2001; Apolinario et al, 2002
Melchjorsen et al., 2002; Weinberg et al.,, 2002). Chen and collaborators
demonstrated that the stimulus for CCLS production is accentuated in
such a way that although HSV-1 was quickly eliminated from the or-
ganism, this chemokine remained present until one month after the
infection, constantly stimulating the immune system in areas of latent
infections, even in the absence of viral replication (Chen et al., 2000). Of
note, along immunosenescence, HSV-1 and CMV establishes latency
avoiding robust immune response that involves both innate and adap-
tive humoral and cell-mediated immunity. This scenario may reflect a
possible low state of immunogenicity what might contribute to a steady
state as a latent infection (Sansoni et al., 2014).

The results of IL-6 were conflicting for the two infections. Higher
concentrations of IL-6 were associated with higher antibody titers for
CMV infection, which is in line with the role of this pathogen in the
process known as inflaimm-aging (Trzonkowski et al., 2003; Li et al.,
2014; Pawelec and Derhovanessian, 2011). Herpetic infections have
been considered to induce the expression of IL-6, a cytokine with an
important pro-inflammatory action in the immunosenescence (Li et al.,
2014). However, other evidence suggests a lack of consistency for the
association between infections by different herpesviruses and IL-6, as
reported in the older adult population of Bambuf for HSV-1 (Bartlett
et al., 2012).

The classic associations between CRP and infections were replicated
in this study, for both outcomes. In general, mild inflammations and
viral infections lead to elevations of this protein in the range of 10-40
mg/L (Clyne and Olsaker, 1999). Our results add that these associations
can be seen at much lower levels of CRP for the two viral infections. Our
study also found that the results were similar when investigating the
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Fig. 2. Association between simultaneous infection with cytomegalovirus (IgG
> 399.5 U/mL) and hepes simplex type 1 (IgG > 160 UR/mL) and biomarkers
in the study population. Baseline of the Bambui Cohort Study of Aging, Minas
Gerais, Brazil,

“Categorized in tertiles; “categorized as detectable and undetectable. Odds ratio
and 95% confidence interval adjusted for sociodemographic variables, health
behaviors and health conditions.

simultaneous presence of antibody titers above the median for both
infections and higher concentrations of CRP, reinforcing the importance
of this marker for viral infections.

The infectious hypothesis suggests that aging and infections function
as a vicious cycle, in which on the one hand aging increases the sus-
ceptibility to infections and, on the other hand, exacerbated responses to
some infections contribute to the immune phenotype of risk during
aging (Pawelec and Derhovanessian, 2011). Thus, it is believed that the
repeated reactivation of viral infections represents a constant antigenic
stimulus, contributing to a greater number of cell divisions and the
premature senescence of immune cells (Simpson, 2011), in addition to
the oligoclonal expansion of CD8+ T lymphocytes harming immune
responses to new viruses, which would be particularly important in
pandemics of emerging viral diseases like COVID-19. Persistent herpetic
infections that reactivate in humans and are highly prevalent in older
adults, such as the two infections investigated in this study, call atten-
tion for having these characteristics. Then, it is possible to believe that
exposure to various antigens throughout life may trigger a likely
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unnecessary activation of the immune system, resulting in the systemic
increase in inflammatory mediators that are found in older adults
(Simpson, 2011; Pawelec and Derhovanessian, 2011). When the im-
mune surveillance homeostasis in the latent infection is broken, higher
numbers of plasma circulating antibodies are detected (Sansoni et al.,
2014). However, this profile not necessarily means more infection. The
anti-HSV and anti-CMV antibody titers could be the reflection of infec-
tion reactivation; however, these immune molecules are essential to
neutralize, opsonize, generate Antibody Dependent Cellular Cytotox-
icity (ADCC) what contributes to control the viral infection process.
Many different aspects may influence the detected levels of anti-viral
humoral adaptive response as environment stressors, co-morbidities,
different viral strains and their elaborated mechanisms of evading im-
mune response and host genetic variations (Solana et al., 2012; Pandey
et al., 2020).

With regard to the limitations of this study, although the cross-
sectional design was adequate to meet the purpose of the article, it
was not possible to establish temporal relationships, and some of these
associations may be the result of reverse causality. It should be noted
that serological monitoring may not clearly show the role of CMV and
HSV-1 in immunity, so that clinical studies combined with research at
the cellular level are necessary to obtain more conclusive results. On the
other hand, it is a population-based study, which used standardized
procedures and trained examiners to collect information to ensure its
internal validity. In addition, the analysis showed the cutoff points
(CART) that best determined the association between chronic infections
and a wide variety of inmunological biomarkers, including confounding
factors, which allows advancing the knowledge already developed on
the topic.

5. Conclusions

In summary, our study found a high prevalence for the two infections
investigated, in addition to verifying the existence of a relationship
between antibody titers for CVM and HSV-1 and the biomarkers that
comprised the immunological profile of the older adult population of
Bambui. Considering that research projects in the field of immunose-
nescence is important for a better understanding of the mechanisms of
illness of older adults, since immune changes directly impact the
different possibilities of prevention and treatment of common conditions
in aging, our results may contribute with the epidemiology of infectious
events among older adults, especially in Latin American countries,
considering the scarcity of studies in this region.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Section Editor: Daniela Frasca Chronic bacterial infections are 1 with ch in the i ptoces and i logical
biomarkers can assist in ing these ch The id ion of this i 1 | profile is important

Keywords: b Chlamydia p iae (C. p iac) and Helicob pylori (H. pylori) infections are important f'\ctors

Chlamydia P"“""_‘”“"" of morbidity and mortality among the older adults. This study aimed to identify ch in the i it 1

:';:;::‘b::;;: — profile in the presence of C. pneunoniae and H. pylori infections among community-dwelling older adults. This is

Sramriadigghonl prinkis a cross-sectional study that used data from 1432 participants from the Bambui Cohort Study of Aging, Minas

P . Gerais, Brazil. The presence of immunoglobulin G (IgG) for C. pneumoniae and H. pylori was considered a

il d iable and 1 in the participants' serum using the ¥ linked i bent assay
(ELISA). In assessing the immunological profile, the following inflammatory markers were considered: CXCL8,
CXCL9, CXCL10, CCL2, CCL5, IL-1p, IL-6, 1L-10, IL-12, TNF, and CRP. Associations were assessed by logistic
regression, estimating odds ratios and confidence intervals (95%) using the Stata® V.13.1 software. The sero-
prevalence of anti-C. pnmmomae and anti-H. pylori antibodies was 55.9% and 70.3%, respectively. While high
levels of anti-C. were 1 with higher concentrations of CXCL10 and IL-10, higher
levels of IL-1p and IL-6 were inversely associated with the titration of anti-H. pylori antibodies. The results
characterize immunological profiles associated with these chronic infections and reinforce the potential effects of
biomarkers on infections by these bacteria and on the immunosenescence process.

1. Introduction infections, specifically related to the response of CD8 T lymphocytes

which trigger limitations in the immune system's ability to organize an

Chronic infections are very common among the older adults and can
be associated with important adverse health events such as cardiovas-
cular and respiratory diseases, diabetes, frailty, and mortality (Gavazzi
and Krause, 2002; Contini et al., 2011; Filardo et al., 2015; Porritt and
Crother, 2016; Li et al., 2020). Among the possible mechanisms that
explain these associations, there is the pro-inflammatory state, which
can be exacerbated in the presence of infections, contributing to the
immunosenescence process (Gavazzi and Krause, 2002). Research has
shown important immunological changes with aging due to chronic

efficient response to pathogens, resulting in greater susceptibility to
infections (Yoshikawa, 1997; Gavazzi and Krause, 2002; Fuentes et al.,
2017).

Chlamydi iae (C. p ) is a respiratory
pathogen and has been 1dennﬁed as a trigger for several chronic in-
flammatory conditions, such as atypical pneumonia, asthma, athero-
sclerosis, arthritis, and neurological disorders (Hansbro et al.. 2004;
Contini et al., 2011; Filardo et al., 2015; Porritt and Crother, 2016; Balin
et al., 2018). Furthermore, older adults are at a higher risk of developing
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respiratory diseases, such as chronic obstructive pulmonary disease,
asthma and bronchitis, and many studies have demonstrated the
importance of persistent C. pneumoniae infection to the pathogenesis or
exacerbation of these diseases (Black et al., 2000; Porritt and Crother,
2016). Thus, it is relevant to analyze the immunological changes asso-
ciated with C. pneumoniae infection in order to understand the role of
persistent infection in immunosenescence. Previous studies have found
that these bacteria can infect and replicate in various cell types, leading
to positive regulation of a variety of pro-inflammatory eytokines,
including TNF-a, [L-1p, IL-6, [L-18, and IFN-y, and chemokines, such as
CCL2 and CXCL10 (He et al., 2010; Prakash et al., 2014).

Helicobacter pylori (H. pylori) also causes a common infection in
humans and, from an epidemiological point of view, it is an important
health problem in several countries due to its interaction with gastro-
intestinal disorders and its neoplastic potential (Barbosa and Schinonni,
2011). It is estimated that from 15 to 20% of individuals infected with
H. pylori develop peptic ulcers and approximately 1%, gastric cancer
(Menon et al., 2011). Monitoring infection rates is relevant for identi-
fying high-risk populations, especially in areas where there are higher
rates of peptic ulcer and gastric cancer (Brown, 2000). The host's im-
mune response to H. pylori infection can be systemic and trigger a pro-
cess of chronic inflammation that subsequently induces the release of
cytokines and other inflammatory mediators (Quintairos et al, 2020).

The older adult population is particularly more susceptible to
infection and related diseases (Wick et al., 2000; Gavazzi and Krause,
2002). Many infectious agents have developed strategies with the ulti-
mate goal of coexisting with their hosts and establishing persistent in-
fections in humans, such as C. pneumoniae and H. pylori. The literature
shows that chronic infections are associated with mechanisms for
changing inflammatory responses that have a direct impact on immu-
nosenescence (Fuentes et al., 2017).

Therefore, epidemiological knowledge of C. pneumoniae and H. pylori
and their impact on the immune system of older adults are important for
planning strategies aimed at preventing and controlling associated
chronic inflammatory events. The objective of the present study was to
assess the prevalence and identify the immunological profile associated
with chronic infections by C. pneumoniae and H. pylori in the older adults
from Bambui Cohort Study of Aging. To our knowledge, this is the first
study on the associations of these infections with the immunological
profile in a Latin American country, which may contribute to a better
understanding of the outcome in low- and middle-income populations
that are more exposed to risk factors for these infections.

2. Methodology
2.1. Data source and study design

The data are from the Bambui Cohort Study of Aging, a longitudinal
study developed at the seat of the municipality of Bambui, located in
western region of Minas Gerais, Brazil. All cohort participants were
identified by a complete census that was conducted in the city, and
residents aged sixty or older on January 1st, 1997 (n = 1742) were
invited to participate in the study's baseline. Of these, 1606 older adults
(92%) were interviewed and 1492 (86%) underwent laboratory tests,
physical measurements and electrocardiograms in specific waves of the
study.

The present work is a cross-sectional study, including all baseline
participants in the cohort who had complete information for the vari-
ables included in this analysis. This study was approved by the Oswaldo
Cruz Foundation Ethics Committee, and all participants signed an
informed consent form. More information on the cohort design and the
procedures adopted were described in a previous publication (Lima-
Costa et al., 2011).
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2.2. IgG antibody levels (dependent variables)

C. pneumoniae and H. pylori infections were assessed through the
evaluation of antibodies (IgG) in the participants' serum that was
collected at the cohort baseline and stored at —80 °C; the dosages were
performed in 2018. The quantitative enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) was used to assess antibodies to C. pneumoniae and
H. pylori, using kits from Euroimmun (Germany) for the former and the
SERION ELISA classic kit (Germany) for the latter. All tests were per-
formed following the kit manufactures' guidelines, using standardized
procedures and automated analyzers, in reference laboratories with
experience in this type of dosage.

Following the manufacturers' guidelines, the tests were considered
positive for the infectious agents using the following cutoff points:
C. pneumoniae (>22 UR/mL) and H. pylori (>50 U/mL).

2.3. Biomarkers (independent variables)

For the serum measurements of biomarkers, 5 mL of blood were
collected by venipuncture using the vacuum collection system (Vacu-
tainer, Beeton Dickinson, United States) in a flask containing sodium
heparin. Participants were instructed to fast 12 h prior to the collection.
The following biomarkers were considered: cytokines (IL-1p, IL-6, IL10,
1L-12 and TNF) and chemokines (CXCL8, CXCL9, CCL2, CXCL10 and
CCL5), measured in the participants' serum using the Cytometric Bead
Array (CBA), which consists of a sandwich-type immunofluorescence
assay. Anti-cytokine antibodies labeled with phycoerythrin (PE) were
used to indicate the mean fluorescence intensity (MFI). MFI data were
obtained using the FACSuite program (7.0 - Becton Dickinson, United
States) from the FACSVerse flow cytometer (Becton Dickinson, United
States), and the concentrations were calculated in pg/mL, using the BD
FCAP Array 3.0 program (Becton Dickinson, United States). On top of
that, the levels of ultra-sensitive CRP measured by the immunonephe-
lometric method in an automatic nephelometric (BNII"™, Dade Behring,
Germany) and the concentrations calculated in mg/L were also
considered.

2.4. Adjustment variables

The adjustment variables were defined based on literature (Shikata
et al., 2008; Dattoli et al., 2010; Zhan et al., 2011; Porritt and Crother,
2016; Li et al., 2020) and grouped in three blocks: i) sociodemographic:
sex, age and education; ii) health behaviors: current smoking, con-
sumption of alcoholic beverages and physical inactivity; and iii) health
condition: number of chronic diseases (arterial hypertension, diabetes
mellitus, stroke, myocardial infarction, arthritis or rheumatism).

Among the sociodemographic factors, age in years, sex (men and
women), and education in years of study (0 to 3 years and 4 or more)
were considered. Older adults who reported having smoked at least 100
cigarettes in their lifetime and continued to smoke at the time of the
interview were classified as current smokers. Regarding aleoholism, the
weekly consumption of seven doses or more in the 12 months prior to
the interview was considered high and cards were presented to stan-
dardize the doses showing the amount of liquid corresponding to a dose
of beer, wine or brandy (Moos et al., 2009). The practice of physical
activity was assessed through the report of 23 activities developed in the
last 90 days, in all domains, which were converted into energy expen-
diture (rate of metabolic equivalents - MET). Insufficient physical ac-
tivity was defined as energy expenditure of less than 450 MET minutes/
week (Ramatho et al., 2011).

To measure arterial hypertension, three blood pressure measure-
ments were taken after five minutes of rest and with two-minute in-
tervals between them, following a standardized protocol. These
measurements were taken using mercury sphygmomanometers (Tycos
5097-30; Tycos, Arden, USA) and stethoscopes (Littman Cardiology II; 3
M, St. Paul, USA). The arterial hypertension variable was defined by
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systolic and/or diastolic blood pressure equal to or greater than 140
mmHg and/or 90 mmHg, respectively, considering the average of the
last two measurements and/or consumption of antihypertensive drugs.
The presence of diabetes mellitus was considered when the fasting blood
glucose level was equal to or greater than 126 mg/dL and/or the use of
insulin or oral hypoglycemic agents. The use of medications was
assessed according to the participant's report, considering the last 90
days, and confirmed by consulting the packaging of the mentioned
medications.

The history of stroke was assessed by standardized questionnaires
(Plan and Operation of the Third National Health and Nutrition Exam-
ination Survey, 1988 - 1994, 1994). The reports of myocardial infarction
and arthritis or theumatism were evaluated based on the medical
diagnosis history for these conditions. The variables arterial hyperten-
sion, diabetes mellitus, stroke, myocardial infarction and arthritis or
rheumatism comprised a single variable, namely, number of chronic
diseases, categorized into none, one, and two or more.

2.5. Data analysis

The sample was characterized with frequency distribution for qual-
itative variables and descriptive measures (median and 25th and 75th
percentiles; or mean and standard deviation) for quantitative variables.
The categorization of the biomarkers was performed by the tertiles of
the distribution, except for those that presented 50% or more of values
not detectable by the dosage method and that were kept as detectable
and undetectable (IL-1p, IL-10, IL-12, and TNF).

To assess the association between infections and biomarkers, logistic
regression was used to estimate the values of odds ratio and respective
95% confidence intervals, without adjustment (crude model) and with
progressive adjustment, including the sociodemographic variables
(model 1), adding the variables related to health behaviors (model 2),
and, finally, the health condition variable (model 3). This analysis was
performed for all markers included in the study. All these logistic
regression models were estimated for each infection (dependent vari-
ables), considering the cutoff points determined for C. pneumoniae (>22
UR/mL) and H. pylori (>50 U/mL). All analyzes were performed using
software Stata® version 13.0 (StataCorp LLP, College Station, Texas,
USA). In all the statistical tests, a significance level of 5% was
considered.

3. Results

1432 older adults participated in this analysis, with complete in-
formation for all variables that were investigated. The seroprevalence of
anti-C. pneumoniae and anti-H. pylori antibodies was 55.9% (95% CL:
53.3-58.4) and 70.3% (95% Cl: 67.8-72.6), respectively. The distribu-
tion of characteristics of the sample analyzed were reported in Table 1.
The average age of the participants was 69.3 years (standard deviation
= 7.4 years), the majority being women (60.1%) and those who had up
to four years of education (65.3%). In relation to health behaviors,
current smokers (18.7%) and those with consumption equal to or greater
than seven weekly doses of alcoholic beverages (5.5%) represented a
small proportion of the sample, while 33.4% were considered insuffi-
ciently active. Regarding the number of chronic diseases, 44.1% of the
participants reported having one disease and 32.6%, two or more.

Table 2 shows the distribution of the biomarkers studied among the
participants in the present analysis. The results demonstrate the high
variability of chemokines, described as median values and interquartile
ranges. Among the cytokines, IL-1p, IL-10, IL-12, and TNF showed
detectable levels below 50%.

The results found in this study identified the immunological profile
associated with C. pneumoniae and H. pylori in the older adult population
of Bambui. Table 3 shows the association between the presence of
C. pneumoniae and the biomarkers studied, without adjustment and with
progressive adjustment. In the crude analysis, biomarkers CXCL10 and
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Table 1
Characteristics of the studied sample. Baseline of the Bambui Cohort Study of
Aging, Minas Gerais, Brazil.

Variables Total sample (n = 1432)
@
Women 60.1 (n = 861)
Age in years; mean and standard deviation 69.3;7.4
Education (<4 years) 65.3 (n = 935)
Current smoking” 18.7 (n = 268)
C ion of alcoholic b ges (>7 doses/week)  5.5(n = 79)
Insufficient physical activities (<450 MET minutes/ 33.4(n - 478)
week)
Number of chronic diseases
None 223 (n = 319)
One 44,1 (n - 631)
Two or more 32.6 (n = 467)
Chlamydia pneumoniae infection (1gG >22 UR/mL) 55.9 (n = 800)
Helicobacter pylori infection (1gG >50.0 U/mL) 70.3 (n = 1007)

“ Values expressed as a percentage, except when specified.

¥ Current smoking: at least 100 cigarettes in their lifetime and active smoker at
the time of the interview.

¢ Number of chronic diseases: arterial hypertension, diabetes mellitus, stroke,
myocardial infarction, arthritis, and rheumatism,

Table 2
Distribution of inflammatory markers in the studied sample. Bambui
Cohort Study of Aging baseline, Minas Gerais, Brazil.

Biomarkers Total sample (n = 1432)
CXCLS pg/mL* 3.1 (1.6-5.6)

CXCLY pg/mL* 2346.9 (1231.8-4279.2)
CXCL10 pg/mL 3047.1 (1984.2-4847.7)
CCL2 pg/mL" 39.0 (25.4-57.5)

CCL5 pg/mlL’ 875.4(553.3-1622.9)
1L1-§ (>0.01 pg/mL)" 22,0 (20.0-24.2)

IL-6 pg/mL" 1.1(0.4-21)

IL-10 (>0.01 pg/mL)” 420 (39.5-44.5)

1L-12 (0.02 pg/mL)* 7.4(6.2-8.9)

TNF (>0.02 pg/mL)" 17.3 (15.4-19.3)

CRP mg/mL" 3.2(1.4-6.7)

TNF: tumor necrosis factor. CRP: C-reactive protein.
# Median and interquartile range (25th and 75th percentiles).
b Detectable levels (95% confidence interval).

IL-10 were significantly associated with infection by C. pneumoniae and
both remained significant in the final model (Model 3). Intermediate and
high CXCL10 concentrations (OR: 1.59; 95% Cl: 1.07-2.35; OR: 1.29;
95% CI: 1.01-1.64, respectively) and detectable level of IL-10 (OR:1.30;
95% CI: 1.04-1.63) were associated with the presence of infection by
C. pneumoniae.

Table 4 shows the association between the presence of anti-H. pylori
antibodies and the biomarkers studied, without adjustment and with
progressive adjustment. In the crude analysis, biomarkers CXCL10, IL-
1P, and IL-6 were significantly associated with the infection; however,
after adjustment for all variables, only higher concentrations of IL-1p
(OR: 0.69; 95% CL: 0.52-0.91) and IL-6 (OR: 0.67; 95% CI: 0.49-0.91)
remained significant and were inversely associated with the presence of
anti-H. pylori antibodies.

4. Discussion

Functional changes in the age-related immune system play an
important role in increasing the incidence and severity of infections in
older adults and may reflect the high rates of infections seen in this
group (Gavazzi and Krause, 2002; Fuentes et al.,, 2017). The prevalence
rate found for chronic infections among the older adults in Bambui are in
line with values observed in the literature. Epidemiological studies have
shown that most people are infected and reinfected throughout their
lives by C. pneumoniae, being estimated a prevalence of 50% at 20 years
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Table 3

Association between Chlamydia pneumoniae infection (IgG >22 UR/mL) and
biomarkers in the studied population, with and without adjustment by con-
founders factors, Baseline of the Bambui Cohort Study of Aging, Minas Gerais,
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Table 4

Association between Helicobacter pylori infection (IgG >50.0 U/mL) and bio-
markers in the studied population, with and without adjustment by confounders.
Baseline of the Bambui Cohort Study of Aging, Minas Gerais, Brazil.

Beati Biomark Crude model  Model 1 Model 2 Model 3

Biomarkers Crude model  Model 1 Model 2 Model 3 OR(95%CI) OR(95%CI) OR(95%CI) OR(95% CI)
OR(95% CI) OR(95%CI) OR(95%CI) OR(95% CI) CXCLS (pg/mL)’

CXCL8 (pg/mL)’ <2.00 1.00 1.00 1.00 1.00

<200 1.00 1.00 1.00 1.00 2.00-4.42 082 0.84 0.84 0.90

2.00-4.42 1.05 1.02 1.03 0.99 (062-1.08)  (0.64-1.12)  (0.64-1.12)  (0.68-1.21)
(0.81-1.35)  (0.79-1.32)  (0.79-1.33)  (0.76-1.30) >4.43 097 0.99 1.00 1.03

>443 1.26 115 1.16 111 (073-128)  (075-1.32)  (0.75-1.33)  (0.77-1.38)
(0.97-162)  (0.88-1.49)  (0.89-1,50)  (0.84-145) CXCL9 (pg/mL)’

CXCL9 (pg/mL)’ <1568.88 1.00 1.00 1.00 1.00

<1568.88 1.00 1.00 1.00 1.00 1568.88-3482.98 1,01 1.00 1.00 101

1568.88-3482.98 1,06 1.06 1.04 1,05 (0.76-134)  (0.76-1.33)  (0.75-1.33)  (0.75-1.34)
(0.82-1.36)  (0.82-1.37)  (0.80-1.35)  (0.80-1.37) >3482.99 083 0.88 0.88 0.90

>3482.99 0.94 0.92 091 0.88 (063-109)  (0.66-1.18)  (0.65-1.18)  (0.67-1.21)
(0.73-1.21)  (0.70-1.21)  (0.69-1.20)  (0.66-1.16) CXCLIO (pg/mL)’

CXCL10 (pg/mL)’ <2352.80 1.00 1.00 1.00 1.00

<2352.80 1.00 1.00 1.00 1.00 2352.80-4017.96 099 1.04 1.04 1.03

2352.80-4017.96  1.60 1.62 1.65 1.59 (075-132)  (0.78-1.38)  (0.78-1.39)  (0.77-1.38)
(1.10-233)  (111-237)  (1.13-2.42)  (1.07-2.35) >4017.97 073 0.77 0.78 0.79

>4017.97 1.30 1.27 1.27 1.29 (056-097)  (0.58-1.03)  (0.59-1.04)  (0.59-1.06)
(1.04-164)  (1.01-1.60)  (1.00-1.60)  (1.01-1.64) 0012 (pg/mly’

CCL2 (pg/mL)’ <30.42 1.00 1.00 1.00 1.00

<30.42 1.00 1.00 1.00 1.00 30.42-50.24 0.88 0.86 0.87 091

30.42-50.24 0.89 0.85 0.85 0.90 (0.66-1.16)  (0.65-1.14)  (0.65-1.15)  (0.68-1.21)
(0.67-1.14)  (0.66-1.10)  (0.65-1.10)  (0.69-1.17) >50.25 084 0.84 0.84 0.89

>50.25 0.95 0.90 0.90 0.90 (064-111)  (0.63-1.11)  (0.63-1.11)  (0.66-1.18)
(0.74-1.23)  (0.69-1,17)  (0.70-1.18)  (0.69-1.18) 0L (pg/mly’

CCL5 (pg/mL)’ 7.07-643.05 1.00 1.00 1.00 1.00

7.07-643.05 1.00 1.00 1.00 1.00 643.06-1263.56  1.08 1.04 1.07 110

643.06-1263.56  1.14 1.03 1.04 1.09 (0.82-143)  (0.79-1.38)  (0.80-1.41)  (0.82-1.47)
(0.88-147)  (0.79-1.34)  (0.80-1.35)  (0.83-143) >1263.57 11 1.05 1.08 112

>1263.57 0.87 0.82 0.84 0.86 (0.84-147)  (0.80-1.40)  (0.82-1.44)  (0.84-1.50)
(0.68-1.13)  (0.63-1.06)  (0.64-1.09)  (0.66-1.12) 111 (pg/mL?

IL-1p (pg/mL)” Undetectable 1.00 1.00 1.00 1,00

Undetectable 1.00 1.00 1.00 1.00 >0.01 071 0.70 0.70 0.69

~0.01 0.94 0.98 0.97 0.98 (0.54-0.93) (0.53-0.92) (0.53-0.92) (0.52-0.91)
(0.73-121)  (0.76-1.27)  (0.75-1.25)  (0.75-1.28) L6 (pg/ml)’

1L-6 (pg/mL)" <0.66 1.00 1.00 1.00 1.00

<066 1.00 1.00 1.00 1.00 0.66-1.70 073 0.75 0.75 075

0.66-1.70 111 110 L11 1.14 (0.55-097)  (0.56-1.00)  (0.56-1.00)  (0.56-1.00)
(0.86-143)  (0.85-1.43)  (0.86-1.44)  (0.87-149) 2171 0,69 0.70 0.68 067

=171 1.25 1.20 118 1.19 (0.52-092)  (0.53-094)  (0.51-0.92)  (0.49-0.91)
(0.97-1.62)  (0.92-1.55)  (0.90-1.54)  (0.90-157) 1110 (pg/mL’

IL-10 (pg/mL)" Undetectable 1.00 1.00 1.00 1.00

Undetectable 1.00 1.00 1.00 1.00 =0.01 0.88 0.89 0.89 092

~0.01 1.31 1.29 1.30 1.30 (070-111)  (0.71-113)  (0.71-1.13)  (072-1.17)
(1.06-1.62)  (1.04-1.60)  (1.04-1.61)  (1.04-163) 112 g/l

IL-12 (pg/mL)" Undetectable 1.00 1.00 1.00 1.00

Undetectable 1.00 1.00 1.00 1.00 >0.02 070 0.68 0.69 0.67

>0.02 0.97 0.91 0.92 0.93 (0.47-105)  (0.45-1.03)  (0.46-1.04)  (0.44-1.03)
(0.65-143)  (0.61-1.36)  (0.62-1.38)  (0.61-1.40) TNF (pg/mL’

TNF (pg/mL)” Undetectable 1.00 1.00 1.00 1.00

Undetectable 1.00 1.00 1.00 1.00 +0.02 089 0.88 0.88 093

=0.02 0.99 1.00 1.00 1.03 (0.66-1.20)  (0.65-1.19)  (0.65-1.19)  (0.68-1.27)
(0.75-1.31)  (0.76-1.33)  (0.75-1.33)  (0.77-1.38) CRP (mg/L)’

CRP (mg/L)’ 0.16-1.88 1.00 1.00 1.00 1.00

0.16-1.88 1.00 1.00 1.00 1.00 1.89-5.16 0.82 0.83 0.82 0.86

1.89-5.16 112 1.22 1.20 1.21 (062-109)  (0.63-1.11)  (0.62-1.10)  (0.64-1.16)
(0.87-145)  (0.94-1.58)  (0.92-1.57)  (0.92-159) 2517 081 0.84 0.83 078

>5.17 0.96 1.03 1.02 1.00 (061-107)  (0.63-1.11)  (0.62-1.11)  (0.58-1.04)
(0.74-1.24)  (0.79-1.33)  (0.78-1.32)  (0.76-132)

0dds ratio and 95% confidence interval. Model 1: adjusted for sociodemo-

graphic variables; Model 2: adjusted for sociodemographic variables and health
behaviors; Model 3: adjusted for sociodemograp iables, health beh
and health condition.

* Categorized into tertiles.

b Categorized as detectable and undetectable.

0dds ratio and 95% confidence interval. Model 1: adjusted for sociodemo-
graphic variables; Model 2: adjusted for sociodemographic variables and health
behaviors; Model 3: adjusted for sociodemographic variables, health behaviors,
and health condition.

“ Categorized into tertiles.

b Categorized into detectable and undetectable.
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and 80% from 60 to 70 years of age in the world population (Kuo et al.,
1995; Salil, 2009). The H. pylori affects more than 50% of the popula-
tion worldwide and is one of the widely prevalent common chronic
bacterial infections (Wang et al., 2015; Hooi et al., 2017). The preva-
lence of H. pylori is variable between 19 and 88% and depends on
various factors such as geographical location, patient's age, sanitation,
and socioeconomic status; and in developing countries, these numbers
can be higher (Chen et al., 2014; Hooi et al., 2017; Zamani et al., 2018).
This fact can be explained by the combined environmental factors in
these countries, such as domestic agglomeration, inadequate eating
habits, worse socioeconomic conditions, and poor hygiene, which are
determinant for the installation of the infectious process because of
H. pylori main transmission routes, oral-oral and fecal-oral (Brown,
2000).

C. pneumoniae infection causes a similar pathology in men and ro-
dents and, therefore, murine models have been commonly used to pre-
dict immune defense mechanisms of the host. Thus, many studies have
demonstrated that C. pneumoniae intensifies the expression of CXCL10 in
the airways, causing an increased inflammation (Th-1 response) in older
mice (Balogh et al., 2011). Furthermore, denduitic cells (DCs), which are
important initiators and regulators of the immune responses in older
adults, express an intense pro-inflammatory response after stimulation
by C. pneumoniae with a significant increase in CXCL10, TNF, and IL-12
(Prakash et al, 2014). In the present study, intermediate and high
concentrations of the chemokine CXCL10 were directly associated with
the presence of infection by C. pneumoniae, but higher levels of TNF and
IL-12 were not detected. These results might reflect the increased IL-10
levels that could regulated the inflammatory [L-1p, IL-6, [L-12 and TNF
cytokines expression (Thamphiwatana et al, 2014; Sankararaman and
Moosavi, 2020). IL-10 is an anti-inflammatory cytokine, and its
expression is stimulated in the presence of C. pneumoniae, which may in
high concentrations inhibit inflammation in response to infection (Bar-
bosa and Schinonni, 2011). It is already known that during bacterial
infection, neutrophils stimulated by Toll-like receptors (TLRs) are, in
fact, weak at inducing pro-inflammatory signals and, in contrast, pro-
duce large amounts of IL-10 (Zhang et al., 2009), which corroborates the
results found in the present study.

Most people infected with H. pylori do not notice pathophysiological
changes due to the absence of clinical symptoms; however, the pro-
longed presence of the bacteria in the gastrointestinal tract induces a
chronic pro-inflammatory response in almost all infected individuals
(Quintairos et al., 2020). IL-1p and IL-6 are pro-inflammatory cytokines
(He et al,, 2010). There is evidence that IL-1p is eritically important for
the host's immune response and its role in bacterial infection has been
demonstrated by several infectious agents, including C. pneumoniae,
Staphylococcus aureus, Bacillus anthracis, and Mycobacterium tuberculosis
(Miller et al., 2007; Shimada et al., 2011). Thus, high concentrations of
IL-1p are expected in the presence of infection by H. pylori, mainly
through the NLRP3 pathway, which is essential for bacterial elimination
during the initial stages of the infection (Shimada et al., 2011), How-
ever, it has already been found that some viral infections can suppress
the production of inflammatory cytokines by reducing oxidative stress,
which agrees with the results of this study, with higher concentrations of
IL-1P being inversely associated with H. pylori infection (Bravo et al.,
2018).

It has been evidenced that the production of IL-6 increases in the
presence of infection, even with mild epithelial damage, mainly due to
the NOD/Rip2 activation pathway, which is responsible for mediating
the activation of the nuclear factor kappa B (NF-kB) and stimulating the
subsequent production of IL-6 (Omar et al., 2019). Moreover, experi-
mental studies have shown that changes in the immune system in the
NOD pathway with RIP2 deficiency impair the early recruitment of
neutrophils and the expression of chemokines in the lungs, increasing
the susceptibility to infection by H. pylori and other infectious agents
such as Listeria monocytogenes (Viala et al., 2004; Shimada et al., 2009).
In a cross-sectional study, Nakagawa and collaborators reported that
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high levels of IL-6 were significantly associated with high levels of anti-
H. pylori 1gG antibodies, as evidenced by other similar studies (Naka-
gawa et al., 2013; Siregar et al., 2014).

In H. pylori infection, the inverse profile of pro-inflammatory cyto-
kines IL-1p and IL-6 with the presence of antibodies is noteworthy, as
this infection is usually associated with a type 1 or pro-inflammatory
profile (Obonyo et al., 2007). Thus, a positive relationship between IL-
1p and IL-6 with anti-H. pylori antibodies titers would be expected. In
addition to the hypotheses already raised, it is believed that as the
presence of antibodies does not necessarily reflect the presence of active
infection, it may be that in the group of patients with high titers of an-
tibodies to H. pylori we have individuals who had a previous infection
treated, and already do not present active infection (Thamphiwatana
et al., 2014; Sankararaman and Moosavi, 2020). Previous studies drew
attention to the impact of treatment for H. pylori infection in reducing
the pro-inflammatory profile, as observed in treatment with linoleic
acid, which has been shown to reduce levels of pro-inflammatory cy-
tokines, including IL-1B, IL-6 and TNF-alpha that were elevated due to
H. pylori infection, which could also explain the results found (Tham-
phiwatana et al., 2014).

Furthermore, antibodies against H. pylori persist for an indefinite
period and are not able to differentiate past and present infections
(Lopes et al,, 2014). Therefore, it is more difficult to diagnose chronic
infections as the serological examination based only on the IgG mea-
surement may not clearly show their presence. This is because the 1gG-
type antibodies has a half-life from weeks to months and, therefore, it
may be found for some time after acute infection (Dowell et al., 2001).
However, serological tests continue to be recommended for epidemio-
logical studies and for screening cases of large populations in places with
high prevalence rates, as places where prevalence rates are less than
309% the pre-test probability of diagnosing an infection is smaller (Chey
and Wong, 2007). Nevertheless, it is necessary to invest in studies that
combine other measurement methods, such as IgA antibodies levels,
presence of DNA in the plasma or peripheral leukocytes in the urine in
order to obtain more conclusive results.

Regarding the limitations of this study, although the cross-sectional
design was adequate to this investigation, it was not possible to establish
temporal relationships, and some of these associations may be the result
of reverse causality. On the other hand, it is a population-based study,
which used standardized procedures and trained examiners to collect
information, ensuring adequate internal validity. Furthermore, this is
the first study to verify the associations between C. pneumoniae and
H. pylori infections with the immune profile in Latin America, and that
included a wide range of biomarkers allowing the description of an
immune profile associated with these infections and contributing to
knowledge of this profile in an older adult population, although some
mechanisms need to be clarified in future studies.

5. Conclusion

In summary, this study found a high prevalence of the two infections
investigated, in addition to verifying the existence of a significant as-
sociation between antibody titers for C. pneumoniae and H. pylori and
some biomarkers which comprised the immunological profile of the
older adult population of Bambui. Research on immunosenescence is
important for a better understanding of the mechanisms of illnesses in
older adults because immunological changes directly impact the
different possibilities of prevention and treatment of common diseases
in aging. Therefore, these results may contribute to the epidemiology of
infections among older adults, especially in developing countries where
cases of infections are more frequent and severe and studies are scarce.
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6. CONCLUSAO

Este estudo encontrou elevadas taxas de prevaléncia para todas as infecgoes
investigadas (CMV, HSV-1, C. pneumoniae ¢ H. pylori) na populagdo de idosos participantes
da analise, contribuindo para o conhecimento da epidemiologia dessas infeccdes entre idosos
brasileiros. Além disso, maiores niveis de CXCL8 e CCLS5 estiveram inversamente associados
a maior concentragdo de anticorpos para CMV, enquanto maiores niveis de CXCL9, IL-6 e
PCR e niveis intermediarios de CXCL10 estiveram associados a maiores chances de elevada
concentracdo de anticorpos para a infeccdo pelo CMV. Em relacio ao HSV-1, niveis
intermediarios para CCL5, CXCL9 e IL-6 foram inversamente associados a maior titulagdo de
anticorpos para esse patogeno, ao passo que maiores niveis de CXCL10 e PCR foram
associados a maior chance de apresentar niveis elevados de anticorpos para HSV-1. Por fim, a
coinfec¢do foi observada em 26,8% dos participantes e esteve significativamente associada a
maiores niveis de PCR. Em vista disso, ressalta-se que os partipantes soropositivos para as
infecg¢des virais demonstraram uma resposta inflamatoria persistente, como evidenciado pelos
niveis elevados de PCR (biomarcador inflamatorio) em todas as infec¢des investigadas,
incluindo a coinfecgao.

Em relagdo as infecgdes bacterianas, a infeccdo por C. pneumoniae foi
significativamente associada a maiores valores de CXCL10 e de IL-10, enquanto a presenga de
anticorpos para H. pylori foi significativamente associada a menores valores de IL-1f e IL-6.
Nossos resultados chamam atengao para o perfil inverso das citocinas pro-inflamatorias, IL-1 e
IL-6, com anticorpos para H. pylori, visto que essa infeccdo geralmente esta associada a um
padrdo de resposta tipo 1 e, dessa forma, era esperada uma associagao positiva.

Este estudo alerta para necessidade de redobrar o cuidado com a populagdo idosa que
encontra-se mais inflamada nessa etapa da vida e enfrentando os efeitos do envelhecimento do
sistema imunologico, ou seja, com a reorganizacdo dos mecanismos de defesa do organismo.
Portanto, os idosos estdo ainda mais vulneraveis as infecgdes cronicas e aos efeitos deletérios
dos seus constantes ciclos de reativagao.

No que se refere as limitagdes deste estudo, embora o desenho transversal tenha sido
adequado a investigacdo dos objetivos propostos (estimar a prevaléncia das infecgdes e
identificar os biomarcadores associados a elas), nao foi possivel estabelecer relagdes temporais,
podendo algumas dessas associagdes serem resultado de causalidade reversa. Assim, a
temporalidade ainda precisa ser investigada em estudos com outros desenhos metodoldgicos.
Por outro lado, trata-se de um estudo de base populacional, que utilizou de procedimentos

padronizados e examinadores treinados para a coleta das informacdes para assegurar sua
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validade interna. Além disso, ressalta-se que o uso do CART neste estudo pode ter favorecido
o encontro de associac¢des até entdo desconhecidas, pois ele permitiu a divisdo da populagdo
com base nos niveis de anticorpos para as infecgdes, ao contrario do uso de percentis ou outros
critérios semelhantes para a categorizagdo dos biomarcadores. Dessa forma, a analise
evidenciou os pontos de corte (CART) que melhor discriminaram a associagdo entre infecgdes
crOnicas e uma ampla variedade de biomarcadores imunolédgicos, incluindo fatores de confusao,

que permitem avancar no conhecimento ja produzido sobre o tema.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo verificou a existéncia de uma associagdo significativa entre a presenca de
infeccdes cronicas por CMV, HSV-1, C. pneumoniae, H. pylori e perfis imunoldgicos
relacionados principalmente a biomarcadores inflamatdrios. As caracteristicas imunoldgicas
verificadas podem predizer, pelo menos em parte, o impacto das infec¢des cronicas no processo
de imunossenescéncia.

A busca pela caracterizagdo de um perfil imunoldgico frente a infec¢do ¢ fundamental
para prevenir a ocorréncia de eventos adversos a saude associados as alteragdes no repertorio
imunoldgico, como possiveis falhas a resposta vacinal, ao agravamento e aumento da
suscetibilidade as infecgdes e o desenvolvimento de doencas inflamatorias (DCV, diabetes
mellitus, Glcera péptica cronica, etc). Chama atengdo para o impacto da inflamacdo no
desenvolvimento de DCV, principal causa de mortalidade no Brasil € no mundo e importante
evento de satide entre os idosos. Portanto, faz-se necessario manter uma vigilancia imunologica
ativa para acompanhar as alteragdes que tém impacto no processo de imunossenescéncia e,
consequentemente, na qualidade de vida dos idosos.

Nossos resultados sugerem que ha mudangas mensuraveis nos niveis de biomarcadores
associados as infecgdes cronicas, bem como diferengas na composi¢ao dos perfis imunoldgicos
em fungdo da natureza da infec¢do. No entanto, os dados do presente estudo devem ser
interpretados dentro de suas limitagdes. Apesar da grande relevincia em estudos
imunogerontolégicos sobre o papel das infeccdes e biomarcadores imunoldgicos na
imunossenescéncia, além de suas consequéncias na saude dos individuos, ainda ¢ necessario
estabelecer critérios para a determinagdo de perfis imunoldgicos entre idosos, sobretudo para a
identificacao de perfis imunologicos de risco.

As citocinas e quimiocinas sdo mediadores com fungdes variadas dependendo da sua
concentracao e, principalmente, do contexto onde elas atuam. Portanto, sugerimos que outros
estudos sejam realizados para investigar essas associagdes a nivel celular, como as alteracdes
imunolodgicas linfocitarias, uma vez que a determinacdo de um perfil imunoldgico ndo consiste
na analise isolada de um unico parametro, mas sim da analise em conjunto de diferentes
indicadores imunologicos.

Trata-se de assunto relativamente novo e faz-se necessario o investimento continuo em
trabalhos que possam esclarecer outros questionamentos, como a padronizagdo de parametros
mensuraveis, a combina¢cdo de biomarcadores do envelhecimento biologico, processos de
reativacdo do agente infeccioso, melhor critério para determinagdo de infeccdo cronica e

compreender como a carga de patogenos impacta na caracterizagdo do perfil imunolégico.
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Além disso, devido as limitagdes inerentes ao estudo transversal, sugere-se que estudos
longitudinais possam ser realizados para conceber melhor o desfecho entre idosos.

Por fim, sabe-se que a combinagao de maior consciéncia sobre as condi¢des de saude
dos individuos, politicas publicas e legislagdes eficazes ¢ necessaria para garantir que as pessoas
envelhecam com dignidade e qualidade de vida, sobretudo em um pais cujo envelhecimento
populacional ocorre de maneira acelerada e enfrenta o desafio de uma crise politica, social e

economica.
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APENDICE: Resultados das arvores com os pontos de corte obtidos pelo método CART.

Figura 1: Resultado obtido pelo método CART para infeccdo por CMV e CXCLS.

>=8.475

Abaixo Acima

Figura 2: Resultado obtido pelo método CART para infeccdo por CMV e CXCLO9.

>=1078
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Figura 3: Resultado obtido pelo método CART para infeccao por CMV e CXCL10.
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Figura 4: Resultado obtido pelo método CART para infec¢do por CMV e CCL2.

<11.15
>=57.03 Acima

Abaixo Acima

Figura S: Resultado obtido pelo método CART para infecgao por CMV e CCLS.

>=420.4
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Figura 6: Resultado obtido pelo método CART para infec¢ao por CMV e IL-6.
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Figura 7: Resultado obtido pelo método CART para infec¢do por CMV e PCR.
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Figura 8: Resultado obtido pelo método CART para infeccao por HSV-1 e CXCLS.
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Figura 9: Resultado obtido pelo método CART para infeccao por HSV-1 e CXCL9.
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Figura 10: Resultado obtido pelo método CART para infec¢cdo por HSV-1 e CXCL10.

>=672.1

Abaixo Acima

Figura 11: Resultado obtido pelo método CART para infecgdo por HSV-1 e CCL2.
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Figura 12: Resultado obtido pelo método CART para infeccao por HSV-1 e CCLS.
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Figura 13: Resultado obtido pelo método CART para infecgdo por HSV-1 e IL-6.
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Figura 14: Resultado obtido pelo método CART para infec¢do por HSV-1 e PCR.
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