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Resumo

O processo de envelhecimento ¢ um fendmeno complexo que impactam no sistema
imune, levando a mudangas nos padrdes de secrecdo de marcadores séricos soluveis. No
presente trabalho, os niveis séricos de diversas quimiocinas, fatores de crescimento, citocinas
pro-inflamatorias e reguladoras foram quantificadas por meio de microesferas de alto
rendimento em amostras de soro provenientes de 541 individuos sauddveis em diferentes faixas
etarias (3% a >70"%). Um grande aumento nos marcadores séricos foi observado em 6-1041

seguido de um declinio em 11-204" e 21-304" seguido de uma segunda fase de regulagio

OAnos OAnos

positiva, que se inicia em 31-4 , com subsequente aumento em 51-6 e um grande
declinio em >704"°, Em homens, uma segunda onda se inicia precocemente, em 31-404"% com
pico em 51-604" ¢ um declinio suave em >70", De forma diferente, nas mulheres o primeiro
pico se estende de 3-54" até 6-10"* e uma segunda onda tem inicio por volta de 41-504,
sendo o pico em 61-704" e em >70A™* & observado uma forte queda. Assim, de forma geral,
CCLI11, CXCLS, IL-1P e IL-6 se destacam como biomarcadores ligados a idade universais,
logo, durante o envelhecimento saudavel, esses marcadores apresentam niveis aumentados apos
31-40%° ¢ TNF apresenta niveis aumentados nas primeiras faixas etarias. A analise de dados
demonstrou que a maior conectividade de biomarcadores com a vizinhanga ocorre em 3-541°,
com ritmos distintos de declinio e recuperagdo entre homens e mulheres. Interessantemente, os
rearranjos de reconstru¢do das redes sdo mais comuns e mais frequentes nas mulheres (11-
204105 51-60A1% ¢ >70A"%) em relagdo aos homens (21-304" e 61-70"%). De forma geral,
esse estudo fornece um panorama abrangente de evidéncias que ondas, ritmos e redes de

conexodes distintas sdo observados durante o envelhecimento saudavel, com diferengas de

magnitude e tempo relatadas para os sexos.

Palavras-chave: Quimiocinas; Citocinas, Fatores de Crescimento, Envelhecimento;

Sexo



Abstract

The ageing process is a complex phenomenon that impacts the immune system, leading
to changes in the pattern of serum soluble mediators. In the present study, the serum levels of
several chemokines, pro-inflammatory/regulatory cytokines and growth factors were quantified
by high-throughput microbeads array in serum samples from 541 healthy subjects at distinct
age ranges (3Y™ to >70Y™). A broad increase in serum soluble mediators were observed at 6-
10Y® with subsequent decline at 11-20Y"™ and 21-30Y™ followed by a second round of
upregulation starting at 31-40¥"™, with broad increase at 51-60"™ and a marked decline at age
>70Y", Heatmap and signatures of serum soluble mediators demonstrated a bimodal profile
with one peak at 6-10Y™ and a second wave around 61-70Y™. A universal decline was observed
later at age >70"™. In males, the second wave started earlier at 31-40™ with a peak at 51-60™
and a further smooth decline towards >70™. Conversely, in females the first peak extended
from 3-5Y" to 6-10Y™ and the second wave starting around 41-50Y™ with a peak at 61-70Y™
followed by a sharp decline at >70Y™, Overall, CCL11, CXCLS, IL-1p, IL-6 were underscored
as universal age-related biomarkers with higher levels observed at later age ranges (after 31-
40Y™) and TNF with increased levels starting at early age ranges. Data analysis demonstrated
that the highest neighborhood connectivity amongst soluble mediators occurred at 3-57", with
distinct declining and strengthening rhythm in males and females. Notably, rebuilding re-
arrangements were usually earlier and more frequent in females (at 11-20Y™, 51-60™ and
>70Y) than in males (at 21-30Y", 61-70Y™). Overall, this study provided a comprehensive
landscape of evidence that distinct waves, rhythms and dynamic network connectivity are

observed along healthy ageing with differences in magnitude and timing reported for sexes.

Key Words: Chemokines; Cytokines; Growth Factors; Ageing; Sexes



1. Introducao
1.1. Epidemiologia do Envelhecimento

Estima-se que em 2050 o nimero de pessoas idosas ultrapasse a marca 2 bilhdes,
ressaltando uma mudanga na propor¢do de idosos na populagdo. Apesar dessas alteragdes
parecerem distantes, no cendrio atual, o nimero de pessoas com mais de 60 anos € cinco vezes
maior do que o niumero de criangcas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018). Dados
publicos gerados e fornecidos pelo Instituto de Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)
preveem uma clara mudanga no perfil populacional (Figura 1). Alteragdes abragem o periodo
de 50 anos. As principais alteragcdes destacadas correspondem ao crescimento da popul¢do com
mais de 60 anos, passando a corresponder ao maior grupo populacional, e encolhimento da
populagio mais jovem. Esse acontecimento é explicado pelo indice de Envelhecimento (IE)
(Figura 2). O IE ¢ definido como niimero de pessoas acima de 60 anos a cada 100 pessoas
menores de 15 anos residentes em determinado espago geografico. O IE ¢é calculado pela
seguinte formula:

n? pessoas residentes acima de 60 anos
x 1000

n? pessoas residentes menores de 15 anos

Com base nesse indice, espera-se o aumento do nimero de idosos em relagcdo a
populagdo com menos de 15 anos de forma progressiva e continua, uma vez que o grafico
demonstra previsdo do aumento do IE sem previsao de atingir um platd. Essa alteragdo ¢ muito
bem representada na Figura 3, onde observa-se o condesamento das faixas etarias e a evolucdo
da concentracdo ao longo das proximas décadas de forma escalar. Logo, em 2010 as faixas
etdrias com maior nimero de individuos era entre 10 a 29 anos, e em uma década o grupo
populacional mais denso passou a ser de 20 a 39 anos. As projecdes de mudanca ¢ ainda mais
acentuada em 2060. Sendo assim, espera-se que ja na proxima década o numero de idosos seja
superior a 40 milhoes e ¢ estimado que em 2060 cerca de um terco da populagao brasileira tenha
mais de 60 anos (Figura 4). Além disso, quando separamos por sexo, mulheres correspondem
a maior parte dessa populagdo com mais de 60 anos, sendo crescente essa porcentagem de
participacao nesse grupo populacional. Sendo estimado que, em 2060, essa diferenga que em

2022 ¢ de aproximadamente 4 milhdes de individuos, passard a ser de 8 milhdes.
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Entretanto, estudos mostram que a expectativa de vida ao nascimento, no Brasil, reduziu em
1,31 anos entre 2019 ¢ 2021 em decorréncia da pandemia causada pelo virus SARS-CoV-2. O
sexo masculino foi o mais afetado, com queda de 1,57 anos em sua expectativa de vida,
enquanto no feminino tal queda foi de 0,95 anos. A redugdo da expectativa de vida ao nascer
pode ser ainda maior ap6s o ano de 2021 (CASTRO et al. 2021). Isso significa que frente a
novas varidveis, como ¢ pandemia de COVID-19, a mudanca no perfil populacional pode
acontecer em um ritmo diferente do previsto. Assim, o conhecimento sobre as dinamicas
alteragdes do sistema imune ao longo do envelhecimento contribui para a formulacdo de
politicas publicas de satde. Um exemplo atual ¢ a formulagdo de vacinas, uma vez que a
eficicia da resposta vacinal em idosos ¢ menor em comparacdo a jovens adultos
(CLABANTTINI et al. 2018). Ainda, o autor ressalta a importancia de considerar
inflammaging, juntamente com dados clinicos e 6micos para subestratificacdo da populacgdo e

assim maior impacto das politicas publicas de saide (CLABANTTINI et al. 2018).

O processo de envelhecimento ¢ acompanhado de mudancas fisicas e mentais e,
consequentemente, o maior risco do acometimento de doencas. Essas alteragcdes sdo resultado
da soma de danos celulares e moleculares ao longo do curso de vida (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2018).
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Figura 1: Quadro das Distribuicdes da Populacio de acordo com as faixas etarias nas décadas de 2010 a 2060 no Brasil Os graficos de linhas de séries temporais

multiplas representam a destruigdo da populagédo para os anos de 2010, 2020, 2030, 2040, 2050 ¢ 2060.

Perfil da Mudanca Populacional entre 2010-2060
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Figura 1

Faixas Etarias (Anos)

Fonte: Projecdes feitas pelo autor com dados fornecidos pelo IBGE até a década de 2060.
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Figura 2: Projeciio do Indice de Envelhecimento calculado de acordo com ano no Brasil indice
calculado para os anos de 2010, 2020, 2030, 2040, 2050 ¢ 2060 com base no niimero de individuos

residindo no Brasil com mais de 60 anos em relagdo a individuos com menos de 15 anos.

indice de Envelhecimento da Populagdo Brasileira entre 2010-2060
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Figura 2

Fonte: Projecdo feita pelo autor com dados fornecidos pelo IBGE até a década de 2060.

pag. 17




Figura 3: Heatmap da distribuicio populacional de acordo com a faixa etiria nas décadas de 2010 a

2060 no Brasil Heatmap da distribui¢@o populacional brasileira construido para visualizag¢do do padréo de

arranjo para os anos de 2010, 2020, 2030, 2040, 2050 e 2060.

Heatmap da Dindmica da Populacdo Brasileira entre 2010-2060

Faixas Etarias (Anos)

2010 2020 2030 2040 2050 2060

Ano

Figura 3

Fonte: Projecdo feita pelo autor com dados fornecidos pelo IBGE até a década de 2060.
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Figura 4: Projecdo do niimero absoluto de pessoas acima de 60 anos de acordo com o sexo nas
décadas de 2010 a 2060 no Brasil Grafico de linhas representando o nimero absoluto de individuos
acima de 60 anos para as décadas de 2010, 2020, 2030, 2040, 2050 e 2060. Inicialmente toda populagdo
foi representada (M), ¢ em seguida os individuos foram segregados de acordo com o sexo (homens = Hll

e mulheres = H).

Populagdo Brasileira com Mais de 80 anos entre 2010-2060
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Figura 4

Fonte: Projecdo feita pelo autor a partir de dados fornecidos pelo IBGE até a década de 2060.

1.2. Fatores Determinantes do Envelhecimento

Hé temas chaves quando aborda-se o processo de envelhecimento. Temas esses que
pode-se dizer que guiam o envelhecimento do organismo e sdo processos altamente
interligados, uma vez que descrevem conjuntos sobrepostos de cinco a dez processos. Esses
processos sdao: Adaptacdo ao estresse, células troncos e regeneracdo celular e tecidual, danos
macromoleculares, alteracdes epigenéticas, inflammaging e proteostase (KENNEDY, et al.,
2014). O conunto de conhecimentos formam o campo da Geroscience, uma ciéncia
interdisciplinar que visa a compreensao do envelhecimento e suas doencas relacionadas, assim

como prevencao e cura desses acometimentos (FRANCESCHI, et al., 2017).
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Alteragdes fisioldgicas relacionadas a idade afetam diversos sistemas e fungdes
corporais, ¢ a manutencdo da homeostasia dependente de uma remodelagdo continua das
interacoes celulares, estrutura celular e fungdes de 6rgaos (AKHA, S, 2018). Nesse contexto,
dois tipos de células tronco sdo encontradas em organismos adultos, as células tronco adultas,
que sdo responsaveis pela regeneracao tecidual, e células tronco germinativas, responsaveis
pela formagdo dos gametas. (LI E XIE, 2005). Apesar das células tronco adultas estarem
presentes durante toda a vida do organismo, sua desempenho nao ¢ constante. Assim, sua perda
de atividade esté associada a doengas ligadas ao envelhecimento (como aterosclerose e diabetes
tipo 2 e fungdes imunoldgicas reduzidas) e considerada uma das marcas da senescéncia do
organismos. (LOPEZ-OTIN, et al., 2013; SIGNER E MORRISON, 2013; VILCHEZ, et al.
2014).

Existe uma rede complexa de mecanismos celulares que regula a qualidade do proteoma.
Essa rede de mecanismos ¢ conhecida como proteostase e tem por funcdo o monitoramento de
diversas caracteristicas das proteinas produzidas, como concentragao proteica, dobramento e
localizag@o celular. Além disso a monitoracdo das interagdes de proteinas, da sintese até a
degradacdo, que ¢ de extrema importancia para o funciomanto celular. (BALCH, et al. 2008;
POWERS, et al. 2009; TAYLOR E DILLIN, 2011; VILCHEZ, et al. 2014). A proteostase nao
¢ estavel durante toda a vida do organismo, apresentando um declinio durante o processo de
envelhecimento. Com isso, um defeito na proteostase acarreta alteragdes da homeostase em
diversos sistemas (BALCH, et al. 2008; VILCHEZ, et al. 2014). Assim, vias que promovem a
proteostase se correlacionam com o aumento da longevidade, como € o caso da reducdo da
sinalizagdo via insulina/IGF-1 (IIS). Essa reducdao leva ao acumulo nuclear de fatores de
transcricdo FOXO (Forkhead box O), e consequente regulacdo de genes que promovem
aumento da resisténcia a estresse (BARTKE, 2008; PANOWSKI E DILLIN, 2009; TAYLOR
E DILLIN, 2011; VILCHEZ, et al. 2014, MARTINS, et al. 2016). Além disso, estudos com
comundongos mostraram que esses fatores de transcricdo sdo reguladores da renovagdo e
proliferacdo tanto de células tronco neurais (NSCs) quanto de células tronco hematopoiéticas
(HSCs) (MIYAMOTO, et al. 2007; TOTHOVA, et al. 2007; PAIK, et al. 2009; MARTINS, et
al. 2016).

Algumas mudangas epigenéticas registram o envelhecimento, como o aumento de
metilagdo do DNA de genes relacionados a via de sinalizagdo celular, ¢ o aumento de
desmetilagdo do DNA em regides génicas relacionadas as fungdes de matriz celular.

Fornecendo pequenas evidéncias do remodelamento epigenético que sustenta o envelhecimento
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(LI, et al., 2017). No entanto, € possivel que macromoléculas presentes na dieta possam reverter
essas metilagdes relacionadas com o envelhecimento. Macromoléculas essas que sao
dependentes da microbiota intestinal (GADECKA E BIELAK-ZMIJEWSKA, 2019).

A longevidade pode ser influenciada pelo DNA mitocondrial, alterando pardmetros
como encurtamento de telomero e disfun¢do mitocondrial. Além disso, 0 DNA mitocondrial
influencia também proteostase mitocondrial e geragdo de espécies reativas de oxigénio,
sinalizagdo de insulina e obesidade. Essas alteracdes sdao estruturadas pela rede de resposta
mitocondrial ao estresse. Nessa rede, proteostase, mtUPR e sinalizagdao de ROS desencadeiam
respostas que afetam o envelhecimento do organismo (LATORRE-PELLICER, 2016).

O envelhecimento estd amalgamado a um baixo grau de inflamagdo cronica. Fato que ¢
causa e consequéncia do processo de envelhecimento (FRANCESCHI, et al. 2000; GADECKA
E BIELAK-ZMIJEWSKA, 2019). A exemplo, a citocina pro-inflamatéria IL-6 ¢ observada
aumentada em acometimentos como diabetes, doengas cardiovasculares e declinio cognitivo,
que contribuem para o aumento do risco de morte. Essas condi¢des também estdo diretamente
relacionadas ao envelhecimento. (SINGH E NEWMAN, 2011; LIMA-COSTA, et al. 2017).

Fatores ambientais, como a alimentagdo, também apresentam impacto nesse processo
complexo que ¢ o envelhecimento, por exemplo Gued; e colaboradores. (2020) demonstrou que
dietas ricas em gorduras leva ao aumento da expressdo de citocinas inflamatorias, como TNF-
a e IL-1B, o que propicia a diminui¢do da capacidade de reparo de danos ao DNA. Os autores
mostraram também que com a manipula¢do da microbiota local é possivel reverter danos
associados ao envelhecimento ao auxiliar a resposta celular em reparo a danos no DNA.

No estudo do envelhecimento, caes passaram a ser usados como modelo, uma vez que
os humanos e Canis lupus familiaris compartilharam as mesmas pressdoes ambientais, como
alimento, 4gua e patdgenos, por um periodo de aproximadamente 30.000 anos, que corresponde
ao periodo de domesticagdo. O que conferiu processo de envelhecimento semelhante entre
homens e caes (BOTIGUE et al. 2017; HOFFMAN et al. 2018; NICHOLATOS et al. 2019).

Nicholatos e colaboradores (2019) em estudos utilizando caes com expectativa de vida
muito distintas como modelo experimental, observou que em racas que possuem maior
expectativa de vida possuem maiores taxas de catabolismo e B-oxidagdo. Em contraste com
racas de cdes que possuem pouca expectativa de vida, nas quais eram observadas maior
acimulo de aminodcidos e derivados de 4cidos graxos. Essa diferenca se da pela presenca de
mitocondrias desacopladas, menor escape de elétrons, maior respiragdo celular e respectiva

capacidade respiratéria nos cdes com maior expectativa de vida. Em consequéncia reduz os
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niveis de espécies reativas de oxigénio, promove a tolerancia ao estresse celular e possibilita
prevenir o enrijecimento do citoesqueleto de actina. Esses resultados sugerem que diferencas
bioquimicas influenciam no processo de envelhecimento. Outro mecanismo potencial para as
diferentes expectativas de vida sdo as taxas glicoliticas mais altas e danos ao DNA que sdo
observadas em caes de grande porte (JIMENEZ, et al. 2018).

A mitocdndria assume papel de relevancia também ao se relacionar com a imunidade,
através de sinais que modulam a inflamagao e o sistema imune. Essa modulacao ocorre através
de DNA mitocondrial (mtDNA), proteinas mitocondriais e N-formil pepitideos. mtDNA no
citoplasma mostrou levar a ativacao de caspase-1 e secrecdo de IL-1f e IL-18 em macréofagos.
Além disso, mtDNA ¢ reconhecido por Toll /ike receptor 9 (TLRY), sendo fundamental para
sintese de citocinas que promovem a inflamagao. E ainda, mtDNAs se encontram elevados em
individuos 1idosos. N-formil pepitideos também promovem sintese de citocinas pro
inflamatorias, ativando o sistema imune inato o que culmina em uma inflamagdo sistémica.
Esses achados contribuem com a no¢do de que os padrdes moleculares associados ao dano
(DAMPs) mitocondriais contribuem para doencgas associadas com a velhice, o que os tornam
contribuintes também da senescéncia do sistema imune (NAKAHIRA, et al. 2011; RAOOF, et
al., 2010; HILL E REMMEN, 2014).

1.3. Inflammaging e Biomarcadores

O termo inflammaging foi recentemente cunhado, apds agregagdo de conhecimento
interdisciplinar, para se referir ao processo de senescéncia do sistema imune e a contribui¢ao
do mesmo processo no envelhecimento do organismo. Com isso, inflammaging entrou em voga
no inicio do século XXI, com o debate do envelhecimento do sistema imune, ¢ as contribuigdes
do sistema imune inato e adaptativo, como causa e consequéncia do envelhecimento fisiologico,
sendo um dos sete pilares do envelhecimento (KENNEDY, et al., 2014; FULOP, et al., 2014;
FULOP, LARBI E WITKOWSKI, 2019). Na senescéncia do sistema imune ¢ observado um
aumento gradual e continuo do estado pro-inflamatério (FRANCESCHI, et al., 2006). Esse
estado pro-inflamatorio parece ser explicado pelo fenotipo nao fixado como SASP (do inglés
senescence-associated secretory phenotype ou fenotipo secretorio associado a senescéncia).
Esse fenotipo € caracterizado pela produgao de citocinas como IL-6, IL-7, IL-8, MCP-2 (CCL-
8) e MIP-3a (CCL-20), fatores de crescimento (GRO, HGF e IGFBPs), moléculas de superficie
(ICAMs, uPAR, e receptores de TNF). Esses componentes imunomoduladores levam a efeitos
autocrinos, paracrinos € endocrinos (COPPE etal.,2008; KENNEDY, etal., 2014). Além disso,

diferentes marcadores exercem diversos efeitos no sistema imune, como quimiotaxia (tabela 1)
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e estimulos de proliferagdo de diversos tipos celulares (tabela 2), assim como aumento (tabela

3) e controle da inflamagao (tabela 4).

Tabela 1: Tabela de Quimiocinas Tabela contendo informagdes sobre principais produtores e agdes das
CCL2, CCL5 e CXCL10.

quimiocinas CCL11, CXCLS, CCL3, CCLA4,
MNarcadon Erineipais CHliliag Acdes Referencias
Produloras
KITAURA ef al..

1996, ZLOTMIK:

Produgiio. ativacio e quimiotaxia
YOSHIE. 2012,

Células epiteliais.
de eosinofilos.

CCL11 fibroblastos e células
musculares lisas.

Recrtamento cde neutrdfilos para AKDIS of al..

Grande variedade de
células, monocitos ¢ 4
CXCLSB o o E
nentrofilos, macréfagos, a Iacalsif:t%e?:\?a?m?m ou iy
querntinocitos, Faa.

Participa no desenvolvimento do
processoinflamatério,. poratiagio

Secretnda por diversas :1l|I111_Iqtif|tir.~n dr‘.- :.:él}llm.: T. cf:-_lu!as
skjulas. Halnde dendriticas. eosinofilos. monocitos MENTEMN:
CCL3 1110‘;16cit6;j PR T e basdlilos para os locais de WUYTS: VAN
g i mflamacao e infecgao. Papel DAMME. 2002.

sindafilo: linfocitos, 4 . i
eoRionion € Wattoras unportante na diferenciacio de
células Thl ao modular IFN-y a

partir de linfoeitos T auxiliaves,

Regulacio do tratego de lencocitos.
modulagio da produgio de KARPUS af al.,
CCL4 Mondcitos, células NEK e| citocinas por células T auxiliares. | 1997; MENTEN;
B neutrofilos, aumnentando a produgao de [FN-y WUYTS: VAN
porlinfécitos T ativados, induzindo| DAMME. 2002,
uiiia resposta Thil.

Quimiotaxia e ativacio de
monocitos, células T ativadas. DESHMANE et
basofilos, células WK e células al.. 2009

KARPUS et al..

coL Produzida por uma
’ variedade de células dendriticas inatuiras, Papel
importante na diferenciagio de 1997
células T auxiliares no subtipo Th2.
Atragio de eosmofilos e linfécitos AKDIS et al..
2011

e R lecd tivad or i
CCL>S CERR “, R T ativados para os locais de
células T. 3
infecgiio.
N AtivlﬂradeIvlluilniot_ﬂth:a forte para ANTONELLI ef
Fibroblastos e linfécitos Thi, estimula a atragio al.. 2008:
principalmente células T |de mondcitos e células WK, modula| _, gomenciny
i CARDOSO ef cif..
ativadas, | expressio de moléculas de adesfio 2018
e indugio de apoptose.

CXCL10

Tabela 1

Fonte: do autor.
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Tabela 2: Tabela de Fatores de Crescimento Tabela contendo informagdes sobre principais produtores

e acgOes dos fatores de crescimento: FGF-basico, VEGF, PDGF, G-CSF, GM-CSF, IL-2 e IL-7.

Marcador Principais Células

Acdes Referéncias
Produtoras §

Papel durante o desenvolvimento
pré-natal, regulando a angiogénese

Variedade de células, e a proliferacdo de células

FGF-

como monocitos, placentarias. E remodelamento ou | EYERICH ef al.,
basico hepatdcitos, células reparo epitelial por meio da 2009.
endoteliais e neurais. expressio de quimiocinas
envolvidas na angiogénese em novo
grupo de células T auxiliares, Th22.
Mitogeno para células endoteliais,
essencial no desenvolvimento e
Células endoteliais, diferenciacio do sistema vascular, | DVORAK ef al.,
VEGF | epiteliais, macrofagos e estimulando a proliferacéio e 1995; ROSA.
linfocitos. sobrevivéncia de células endoteliais 2018.
e promove permeabilidade vascular
na angiogenese.
Mitogeno e quimioatraente para
varios tipos celulares, incluindo | OUYANG et al.,
PDGF Plquetas. oS Up el
células Osseas, mesenquimais e 2018.
cartilaginosas.
Variedade de células,

principalmente por
G-CSF linfocitos T ativados.
macrofagos, fibroblastos
e células endoteliais.

o T i S0 s o
; ;. WARD, 2002.
corrente sanguinea de neutrofilos.

Auxilio na diferenciacdo de
monocitos e macrofagos, maturagio BECHER;
de células dendriticas e promove TUGUES;

maturacido de monocitos e GRETER, 2016.
neutrofilos na medula ossea.

Células T ativadas.
células endoteliais.
macrofago e fibroblastos.

GM-CSF

Estimulo da proliferacéo e

ABBAS, 2015;
IL-2 Lifocitos TCD4". diferenciacéio de linfocitos T AKDIS et al.,
especificos para antigenos. 2011.
Celulas eplte'h.als. celulas Proliferacdo delinfocitos Be T .
dendriticas, . ’ o . AKDIS et al.,
IL-7 . . ., _paive e a sobrevivéncia de células T
queratindcitos, monocitos . . 2011.
inativas e de memoria.
e por fibroblastos.
Tabela 2

Fonte: do autor.
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Tabela 3: Tabela de Citocinas Pré-Inflamatoérias Tabela contendo informagdes sobre principais

produtores ¢ agdes das citocinas pro-inflamatorias: IL-1b, IL-6, TNF, IL-12, IFN-g, IL-15 ¢ IL-17.

Marcador Principais Celulas Acdes Referéncias
Produtoras
Maturacéo de linfocitos B e
Macrofagos, células | estimulacio de células T por meio
dendriticas, fibroblastos.| da liberacio de IL-2, promove a AKDIS et ai..
IL-1b células endoteliais, diferenciacio de células T 2011; BURGLER
queratinocitos e auxiliares em Th17, regulada pelo et al., 2009.
hepatocitos. seu receptor (IL-1RI) e pelas
interleucinas IL-7 e IL-15.
Participa de respostas inflamatorias
Células endoteliais, de fase aguda, daregulacdo da AKDIS et al.,
IL-6 |fibroblastos, monocitos e|respostaimune. da hematopoiese, e| 2011; RAPHAEL
macrofagos. também na diferenciacio de células| ef al., 2015.
Th17. via producio de IL-17.
Produzido diversas
células, como Citocina pro-inflamatoria envolvida
TNE ma{n:réfagos.nlonéc_itos. nas !‘e?postas celulares Thil, papel BRADLEY. 2008,
celulas Natural Killer |citotoxico em uma ampla variedade
(NK), linfocitos e células de células tumorais.
dendriticas.
Estimulo de células NK. mediacéo
Monocitos ativados. | do desenvolvimento e manutencdo | CHAN er al.,
IL-12 |macréfagos, neutrdfilos ede células Thl. induz a producdo de| 2006; HSIEH et
células dendriticas. [FN-y pelos linfocitos T e celulas al., 1993.
NK.
Estimulo de funcdes de celulas
linfoides e respostas
Natural killers (NK) e |antimicrobianas e antitumorais por| AKDIS efal.,
IFN-g |também produzidas pelo macréfagos, células NK e 2011; BILLIAU;
subgrupo de células Thl.| neutrofilos. Recrutamento de | MATTHYS, 2009.
marcadores inflamatorios para os
locais de infeccdes.
Estimulo da proliferacéo,
Variedade de células |sobrevivéncia e ativacdo de células
L-15 (imunes e nio imunes). | NK e consequente procudcdode | AKDIS ef al.,
por exemplo macrofagos [FN-v. e a proliferacdo e 2011.
e queratinocitos. sobrevivéncia de linfocitos T CD8+
de memoria
Participa de respostasa
. P microrganismos (como fungos e
Celu.las T 1.1]7' lmf-?utos bacté;ias exh‘acglulm‘es).mhm KORN ef al.,
IL-17 T citotoxicos e células |, . o .
linfoides inatas. mﬂaplagao rica emmneutlot_ilos_. por 20009.
meio da estimulagdo de citocinas
(TNF) e quimiocinas (CXCLS).
Tabela 3

Fonte: do autor
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Tabela 3: Tabela de Citocinas Reguladoras Tabela contendo informagdes sobre principais produtores

e agoes das citocinas reguladoras: IL-1ra, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13.

Principais Células

Marcador Produtoras Acbes Referéncias
Cehilas epiteliais, monocitos, | Inibicdo das inflamag8es causadas por
IL-1ra neutréfilos, macréfagos e IL-1, amxiliando na regulacio da AKDIS eral . 2011,

fibroblastos. inflamacao.

.4 Mastocitos e eosinofilos e por| Estimula a diferenciaciio de células do ABBAS, 2015;
) células T ativadas. subgrupo Th2 AKDIS eral . 2011,

Estimulacio da proliferacio e ativagio de
eosinofilos, aumentando sua capacidade
IL-5 Mastocitos e celulas Th2. na liberacdo dos granulos, importantes | AKDIS eral., 2011.
para a destruicdio de helmintos e podendo
também danfficar tecidos do hospedeiro.

Ativagio e sobrevivéncia de linfocitos B
. . e T, células teciduais e mastocitos, inibir
Produzidas por células Th2 e : :

IL-9 THO. mastécitos e cosindfilos a produgdo de citocinas Thl, e induzir a | AKDIS eral 2011
: producdo de IgE e de muco nas cehilas
epiteliais bronquicas.
Citocina significativamente
Quase todas as celulas imumnossupressora, indbi a producio de
imunes, inchiindo linfécitos | citocinas pro-inflamatdrias, como TINF,
{L-10 B e T. monécitos e células | IL-1 e IL-6, a apresentagdo de antigenos. AKDIS etal , 2011.
dendriticas. a proliferacio celular e aumentar as
respostas imunes humorais.
Ativar a producio de linfocitos B e
induzir a troca de classe de
Princialmente células do Iimunoglobullina G (G) jparaa
. mmunoglobulina E (IgE), nbir a
subgrupo Th2, e também N L .
IL-13 baséfilos. eosindfilos e expressdo de algumas citocinas pro- AKDIS etal . 2011,
. éh-Jlas NK. iflamatorias (papel regulador), como a
IL-1B e participa da ativacio alternativa
de macrofagos, contribuindo para a
reparacio e fibrose tecidual
Tabela 4

Fonte: do autor

Inflammaging é o conceito ampliado e enriquecido de um campo de estudo imunologico
associado a imunossenescéncia. Esta se refere principalmente a imunidade adaptativa, na qual
os linfécitos T e B apresentam respostas menos eficientes, em individuos idosos, frente a
infeccdo por patdgenos ou em resposta ao estresse cronico (FULOP, et al., 2018; PAWELEC,
2018; FULOP, LARBI E WITKOWSKI, 2019). A imunidade adaptativa ¢ influenciada pela

idade e pelo sistema imune inato, apresentando exaustao de linfocitos T apds exposicao repetida
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a patdgenos e danos celulares. Assim, a imunidade adaptativa fica impedido de apresentar efeito
regulador na imunidade inata, levando assim ao Inflammaging (FULOP, LARBI E
WITKOWSKI, 2019). Os dois fendmenos imunoldgicos aqui postos sdo extremamente
dindmicos, ndo lineares e parecem progredir em paralelo (FULOP, LARBI E WITKOWSKI,
2019).

Ao contrario do que se esperaria do efeito de linfécitos T reguladores, que poderia conter
a inflamagdo e consequentemente o inflammaging, os efeitos imunossupressores desse perfil de
resposta parece aumentar tanto inflammaging quanto a imunossenescéncia. Isso se da pela
inibicdo da capacidade de eliminagdo total do causador da inflamagao, contribuindo para uma
inflamacao residual (FULOP, LARBI E WITKOWSKI, 2019).

Com frequéncia a inflamag¢dao cronica ¢ observada como parte de mecanismos
patologicos em doencas relacionadas com idade, como doencgas cronicas neurodegenerativas,
respiratérias e cardiovasculares, além de diversos tipos de canceres (FULOP, LARBI E
WITKOWSKI, 2019). O que destaca a importancia do inflammaging como biomarcador para
doengas relacionadas a idade, apontando para o surgimento das mesmas antes do inicio dos
sinais clinicos, possibilitando um ganho no tratamento e na sobrevida dos pacientes.

Comumente, a inflamagdo e as vias que a promovem sdo vistas como biomarcadores
que sinalizam para o desvio da normalidade fisiologica. Assim, os biomarcadores sugerem
alteragdes de maneira indireta e inespecifica. Isso ¢ relevante quando se trata de intervengao,
onde o alvo ndo deve ser o biomarcador inespecifico, mas sim a (s) via (s) associada (s) a falha
de 6rgdo / sistema relacionada a inflamacao (FULOP, LARBI E WITKOWSKI, 2019).

Embora os dados cientificos atuais sobre o envelhecimento e a resposta imune sejam de
grande importancia, eles ainda nao sao suficientes para explicar as mudancas observadas em
populagdes distintas. Uma proposta ¢ que esse fendmeno bioldgico sofre interferéncia da
interagdo entre genética e fatores ambientais (MINCIULLO et al., 2015). Assim, populagdes
que vivem em diferentes ambientes, logo estdo expostos a uma diversidade de estimulos, virdo
a apresentar um historico proprio de contatos com agentes infecciosos e de microbiota
apresentando assim uma imunobiografia gerando uma imunossenescéncia particular.
(FRANCESCHI et al, 2017).

Entdo, visando fornecer informagdes detalhadas sobre ondas de mudangas nos
marcadores séricos soluveis em conjunto com suas redes durante o envelhecimento saudavel, o
presente trabalho investigou o perfil sérico de quimiocinas, fatores de crescimento, citocinas

pro-inflamatorias e reguladoras na populagao brasileira de individuos saudéaveis entre 3 anos e
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>70 anos. Assim nossos achados fornecem evidéncias cientificas sobre os detalhes de mudancas
tanto em magnitude quanto em tempo que sdo observadas durante o envelhecimento saudavel

relatado para homens e mulheres.

2. Justificativa

O envelhecimento humano ¢ um processo complexo que afeta diversos sistemas no
organismo e envolve o remodelamento das interacdes célula-célula e das secrecdes de
marcadores séricos soluveis, como quimiocinas, citocinas e fatores de crescimento para
manutengao constante da homeostasia (SIMON et al., 2005; AKHA, S, 2018). Assim, entender
os fatores bidticos que interferem nesse processo continuo ¢ de suma importancia para a
promocado de saude, tanto publica como individual, nesse contexto. Estudar a populagdo
brasileira saudavel serve para o estabelecimento de referéncia dentro do tema de inflammaging,
uma vez que esse ¢ considerado um dos pilares do envelhecimento. Sendo assim, considerando
as lacunas de conhecimento nessa area, o presente estudo buscou preenche-las, uma vez que o
perfil populacional mundial esta sofrendo uma mudanca significativa, com o crescimento da
populagdo acima de 60 anos e encolhimento da populagao juvenil (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2018). Essa condi¢cdo ndo ¢ diferente na populacdo brasileira, segundo o
IBGE, as projecdes para a década de 2060 sugerem que a populagdo com mais de 60 anos supere
os 70 milhdes de habitantes, correspondendo a mais de um ter¢o da populagado brasileira, sendo
o grupo populacional que mais cresce. Logo se faz necessario mais que depressa dados
cientificos sobre a tematica a fim de melhor preparar profissionais de saude e pesquisadores, e
também no auxilio ao tragar politicas publicas voltadas para o manejo dessa populagdo. Diante
desse quadro, o estudo proposto servira de suporte para um aprofundar o entendimento do
processo de envelhecimento saudavel pelo ponto de vista imunoldgico a partir de dados
robustos de homens e mulheres de diferentes faixas etdrias, contribuindo para teoria de

inflammaging e consequentemente para o tema de geroscience.

3. Objetivos
3.1. Objetivo Geral
Avaliar as alteracdes dos pardmetros imunoldgicos nas diferentes faixas etarias de

individuos saudaveis, da infincia a velhice.

3.2. Objetivos Especificos
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3.2.1. Avaliar o perfil de quimiocinas séricas (CCL11, CXCLS8, CCL3, CCL4, CCL2,
CCL5 e CXCLI10) e o ritmo de sua concentragdo sérica no decorrer do envelhecimento de
pacientes saudaveis, de acordo com sexo e idade;

3.2.2. Avaliar o perfil de fatores de crescimento séricos (FGF-basico, VEGF, PDGF, G-
CSF, GM-CSF, IL-2 e IL-7) e o ritmo de sua concentragdo sérica no decorrer do

envelhecimento de pacientes saudaveis, de acordo com sexo e idade;

3.2.3. Avaliar o perfil de citocinas pro-inflamatorias séricas (IL-1p, IL-6, TNF, IL-12,
IFN- v, IL-15 e 1L-17) e o ritmo de sua concentragdo sérica no decorrer do envelhecimento de

pacientes saudaveis, de acordo com sexo e idade;

3.2.4. Avaliar o perfil de citocinas reguladoras séricas (IL-1ra, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 ¢
IL-13) e o ritmo de sua concentragdo sérica no decorrer do envelhecimento de pacientes

saudaveis, de acordo com sexo ¢ idade;

3.2.5. Avaliar o perfil de conectividade entre os marcadores séricos soliveis e seu ritmo

no decorrer do envelhecimento de pacientes saudaveis, de acordo com sexo e idade;

4. Materiais e Métodos

4.1 Comité de Etica

O presente estudo foi aprovado pelo comité de ética do Instituto René
Rachou/FIOCRUZ Minas (CPqRR), localizado em Belo Horizonte — MG, sob parecer nimero
4.030.110 (CAAE 82357718.5.0000.5091) (Anexo 1).

4.2 Populacio de Estudo

Para o estudo foram utilizadas amostras provenientes de 541 individuos saudaveis de
ambos os sexos com idade entre 2 e 100 anos, que compareceram a unidades basicas de saude
(UBS) da cidade de Sao Paulo - SP para vacinagdo antiamarilica-17DD (Bio-Manguinhos-

FIOCRUZ) durante campanha de vacinagdo oferecida pelo Ministério da Satide no ano de 2018.

A coleta das amostras de sangue foi realizada antes da vacinagdo. Utilizando tubos de
coleta a vacuo sem anticoagulante e com gel separador, foram obtidos 7 ml de sangue de cada
participante. O material bioldgico foi mantido em condi¢des ideais e encaminhadas ao

Laboratorio de Biomarcadores de Diagndstico € Monitoragcao (LBDM) do CPqRR/FIOCRUZ,
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e armazenadas em aliquotas de 500uL em criotubos mantidos a -80°C. O soro foi obtido por

meio de centrifugacdo (1.400 x g, por 10 minutos, temperatura ambiente).

Os individuos selecionados para o estudo foram categorizados em diferentes grupos de
idade continua:

-Grupo 1: Criangas de 03 anos a 5 anos (7 homens e 12 mulheres);

-Grupo 2: Criangas de 06 anos a 10 anos (23 homens e 12 mulheres);

-Grupo 3: Criancas de 11 anos a jovens adultos de 20 anos (22 homens e 21 mulheres);

-Grupo 4: Jovens adultos de 21 anos a 30 anos (31 homens e 39 mulheres);

-Grupo 5: Adultos de 31 anos a 40 anos (24 homens e 51 mulheres);

-Grupo 6: Adultos de 41 anos a 50 anos (34 homens e 61 mulheres);

-Grupo 7: Adultos de 51 anos a 60 anos (41 homens e 53 mulheres);

-Grupo 8: Idosos de 61 anos a 70 anos (27 homens e 46 mulheres);

-Grupo 9: Idosos com mais de 70 anos (21 homens e 16 mulheres).

Nao houve calculo para determinar previamente o tamanho do n amostral de cada faixa

etaria.
4.3 Dosagem de Biomarcadores

As amostras referidas acima foram usadas para dosagem de quimiocinas, citocinas e
fatores de crescimento. As amostras utilizadas foram mantidas em freezer -80°C até a realizagao
dos experimentos. A quantificagdo ocorreu no LBDM do CPqRR/FIOCRUZ utilizando o kit
Bio-Plex Pro™ Human Cytokine 27-plex Assay.

Os ensaios foram realizados seguindo as recomendacdes do fabricante, para dosagem
de quimiocinas séricas: CCL11, CXCL8, CCL3, CCL4, CCL2, CCL5 e CXCL10. Fatores de
crescimento séricos: FGF-basico, VEGF, PDGF, G-CSF, GM-CSF, IL-2 e IL-7. Citocinas pro-
inflamatorias séricas: IL-1p, IL-6, TNF, IL-12, IFN- vy, IL-15 e 1L-17. E citocinas reguladoras
séricas: IL-1ra, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13.

Foi utilizado software especifico para analise dos dados obtidos. As curvas de
calibragoes utilizadas foram construidas a partir dos padrdes fornecidos pelo kit. As
concentragdes dos biomarcadores analisados foram fornecidas em pg/mL por meio dos valores
de Intensidade Média de Fluorescéncia (MFI) apds a leitura de fluorescéncia.

Os resultados foram tabulados em planilha Excel e posteriormente, transcritos para

software estatisticos para devidas analises.
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4.4 Analise Estatistica

Inicialmente foi avaliado as diferengas entre as médias. Quando as amostras eram
consideradas com distribui¢do normal, foi utilizado o teste paramétrico T. Quando as amostras
ndo apresentavam distribui¢do normal, o teste ndo paramétrico Mann-Whitney foi utilizado
para medir a diferengas entre as medianas. A normalidade das amostras foi dada pelos testes de
Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk. Ja a homogeneidade das amostras foi atestada através
do teste de Levene.

Para avaliar as associagdes entre a secre¢ao dos biomarcadores avaliados de acordo com
a idade e o sexo dos individuos, foi utilizado teste de Correlagao de Pearson, quando amostras
apresentavam distribuicdo normal, e Correlacdo de Spearman, quando ndo apresentavam
distribuicao normal. Primeiro realizou-se a andlise considerando toda populagao (homens e
mulheres), em seguida as amostras foram categorizadas por sexo e faixa de idade.

As analises estatisticas foram feitas no software GraphPad Prism 8.0 (San Diego, CA).

O nivel de significancia foi de p < 0,05.

4.4.1 Heatmaps de Marcadores Séricos Solaveis
Com auxilio das fun¢des heatmap.2 e gplots do software R (Projeto para Computacao
Estatistica Versao 3.0.1), os heatmaps foram construidos a partir dos valores de Z score
estabelecidos para cada marcador sérico de acordo com as faixas etarias, com escala variando
de -2 a+2. Inicialmente foi considerado a populacao total, e posteriormente os individuos foram
subgrupados de acordo com o sexo.
4.4.2 Assinatura de Marcadores Séricos Soluveis
A assinatura dos marcadores séricos soluveis foi determinada a partir da conversao de
uma variavel quantitativa continua, expressa em pg/mL, em uma varidvel categorica, expressa
em propor¢ao percentual (%). Para tal, foi considerado o 33° percentil de cada marcador como
cut-off, e assim foi determinado qual porcentagem de individuos tinha concentragdo sérica
acima do limite estabelecido. Ao final, as assinaturas foram apresentadas na forma de grafico

de radar.

4.4.3 Redes de Marcadores Séricos Soluveis e Matrizes de Correlacao
Com base nos valores de correlacdo fornecidos pelos testes de Correlacao de Pearson e
Correlacdo de Spearman, redes de biomarcadores foram construidas. Esse teste possibilitou a
avaliacdo de associagdo positiva e negativa entre os niveis de quimiocinas séricas, fatores de
crescimento, citocinas pro-inflamatorias e reguladoras para cada faixa etaria estabelecida. As
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associagdes foram mapeadas e montadas para toda a populagdo e para cada género em layout
de rede, por meio do software Cytoscape (Versao 3.8.2). As redes compreendem todos
marcadores, estes foram representados por nos ou vértices. Quando significativos (p < 0,05) os
vértices foram conectados pelas arestas de acordo com indices de correlagdo gerado pelos testes.
A posicao dos nos ¢ dado de acordo com a centralidade, ou seja, de acordo com o numero de
conexoes vizinhas com os nds adjacentes.

Em conjunto, foi construido matrizes de correlagao utilizando valores de r de Pearson e
r de Spearman quando significativos (p < 0,05). As matrizes foram construidas utilizando a

biblioteca corrplot (0.90) do software R (Projeto para Computagdo Estatistica Versao 3.0.1).

4.4.4 Visao Geral dos Ritmos dos Marcadores Séricos Soliveis
Para resumir o ritmo dos marcadores séricos soluveis, foi considerado a concentracao

sérica de cada marcador para cada faixa etaria em relacdo a mediana global, sendo valores
expressos em aumentos relativos (>1). Assim, foi construido grafico de barras e linhas
associadas ilustrando a estrutura proteica de cada marcador aumentado. A estrutura foi gerada
pela plataforma on-line SWISS MODEL (disponivel em: https://swissmodel.expasy.org) que
utiliza software de modelagem-homologia de estrutura de proteica (GUEX et al., 2009;
WATERHOUSE et al., 2018) com base na sequéncia alvo fornecida pelo Banco de Dados de
Proteinas (BERMAN et al., 2003).

5. Resultados

5.1 Linha do Tempo Cinética dos Marcadores Séricos Soluveis

Para descrever de forma linear a cinética da concentragdo de marcadores soluveis
séricos, quimiocinas (figura 5), fatores de crescimento (figura 6), citocinas pro-inflamatoérias
(figura 7) e reguladoras (figura 8) foram mensurados em amostras de soro de pacientes
sauddveis e os valores comparados entre as faixas etdrias adjacentes. A andlise dos dados
mostrou aumento de mediadores soliveis em 6-104" (IL-7, TNF, IL-17, IL-9, IL-13) e redugo
na concentragdo sérica de CXCL10. Inversamente, em 11-204", foi observado redugio nos
niveis séricos dos mediadores (CCL4, CXCL10, IL-12, IFN-y, IL-15, IL-1Ra, IL-9) e aumento
no nivel de PDGF. De maneira semelhante, em 21-304" foi observado reducio de IL-2 e IL-7
concomitante ao aumento de IL-15, IL-1Ra e IL-5. De maneira contraria, em 31-404" ¢
observado inicio de regulagdo positiva em diversos marcadores séricos soluveis (VEGF, IL-2,
IL-7, IL-10, IL-13), seguido do aumento em CCL3 e IL-1p em 41-502"%, Em 51-60" um

amplo aumento nos valores séricos dos marcadores € observado a partir do aumento da
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concentragdo de CCL11, CXCLS8, CCL2, FGF-basico, VEGF, IL-6, IL-4, IL-10 ¢ IL-13. Em
61-70" apresenta aumento adicional no nivel de CCL5 e IL-17, e também redugio de GM-
CSF. Por fim, >70%" ¢ marcado pela redugo uma série de marcadores solaveis (CXCLS,
CCL2, CCL5, IL-12, IFN-y, IL-1Ra, IL-9). Os niveis de G-CSF permanecem sem alteracdes

durante todo o envelhecimento saudéavel (Figuras 5, 6, 7 e 8).

Assim, pode-se observar uma onda bimodal de alteragdes durante o envelhecimento.
Caracterizada por um pico por volta de 6-104" e outro de 51-602" a 61-704", que é seguido

de grande declinio a partir de >704,
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Figura S - Linha do Tempo Cinética de Quimiocinas Séricas Durante o Envelhecimento Saudavel
O perfil de quimiocinas (CCL11, CXCLS8, CCL3, CCL4, CCL2, CCL5, CXCL10) foi dosado em amostras de soro
de 541 individuos saudaveis, de ambos os sexos (HH), ¢ categorizados em faixas etérias distintas (3-54"%, n=19;
6-1047%, n=35; 11-204"5, n=43; 21-304, n=70; 31-4047%, n=75; 41-504%% n=95; 51-604", n=94; 61-70A25,
n=73 e >704"5 n=37) atraves da plataforma Luminex Bio-plex como descrito nos Materiais ¢ Métodos. Os
resultados s@o apresentados em graficos de dispersdo dos dados (pg/mL) na escala log sobre barras dos valores de
média de cada faixa etaria. Analises comparativas entre faixas etarias adjacentes foram realizadas ou por teste-t de
Student ou Mann-Whitney, de acordo com a normalidade da distribui¢do dos dados. Diferencgas significativas

(p<0,05) foram destacadas por linhas para comparagdes entre faixas etarias adjacentes.
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Figura 6 - Linha do Tempo Cinética de Fatores de Crescimento Durante o Envelhecimento
Saudavel O perfil de fatores de crescimento (FGF-basico, PDGF, VEGF, G-CSF, GM-CSF, IL-2 ¢ IL-7) foi
dosado em amostras de soro de 541 individuos saudaveis, de ambos os sexos (HH), e categorizados em faixas
etarias distintas (3-54™%, n=19; 6-104", n=35; 11-204"°5, n=43; 21-304", n=70; 31-404", n=75; 41-504"°5 n=95;
51-604, n=94; 61-70A"5, n=73 e >704", n=37) atraves da plataforma Luminex Bio-plex como descrito nos
Materiais e Métodos. Os resultados sdo apresentados em graficos de dispersdo dos dados (pg/mL) na escala log
sobre barras dos valores de média de cada faixa etaria. Analises comparativas entre faixas etarias adjacentes foram

realizadas ou por teste-t de Student ou Mann-Whitney, de acordo com a normalidade da distribui¢ao dos dados.

Diferencas significativas (p<0,05) foram destacadas por linhas para comparacdes entre faixas etdrias adjacentes.
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Figura 7 - Linha do Tempo Cinética de Citocinas Pro-Inflamatérias Durante o Envelhecimento
Saudavel O perfil de citocinas pro-inflamatoérias (IL-1B, IL-6, TNF, IL-12, IFN-y, IL-15, IL-17) foi dosado em
amostras de soro de 541 individuos saudaveis, de ambos os sexos (HH), e categorizados em faixas etdrias distintas
(3-54m8 n=19; 6-10A™%, n=35; 11-204"% n=43; 21-304"%5 n=70; 31-404"°5 n=75; 41-504"%5 n=95; 51-604"%, n=94;
61-7045 n=73 ¢ >704"5, n=37) atrdves da plataforma Luminex Bio-plex como descrito nos Materiais e Métodos.
Os resultados sdo apresentados em graficos de dispersdo dos dados (pg/mL) na escala log sobre barras dos valores
de média de cada faixa etaria. Analises comparativas entre faixas etarias adjacentes foram realizadas ou por teste-
t de Student ou Mann-Whitney, de acordo com a normalidade da distribui¢do dos dados. Diferencas significativas

(p<0,05) foram destacadas por linhas para comparagdes entre faixas etarias adjacentes.

Perfil de Citocinas Prd-Inflamatdrias em Diferentes Faixas Etarias
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Figura 8 - Linha do Tempo Cinética de Citocinas Reguladoras Durante o Envelhecimento Saudavel
O perfil de citocinas reguladoras (IL-1Ra, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13) foi dosado em amostras de soro de 541
individuos saudaveis, de ambos os sexos (HH), e categorizados em faixas etdrias distintas (3-54%°, n=19; 6-104"°,
n=35; 11-204", n=43; 21-304" n=70; 31-404"5, n=75; 41-504"°5, n=95; 51-604"°%, n=94; 61-704"% n=73 e
>704ms n=37) atraves da plataforma Luminex Bio-plex como descrito nos Materiais e Métodos. Os resultados sdo
apresentados em graficos de dispersdo dos dados (pg/mL) na escala log sobre barras dos valores de média de cada
faixa etaria. Andalises comparativas entre faixas etarias adjacentes foram realizadas ou por teste-t de Student ou
Mann-Whitney, de acordo com a normalidade da distribui¢do dos dados. Diferencas significativas (p<0,05) foram

destacadas por linhas para comparagdes entre faixas etarias adjacentes.

Perfil de Citocinas Reguladoras em Diferentes Faixas Etarias |

IL-1Ra IL-4 IL-5

IL-8 IL-10 IL-13
102 102 10° —
' — [ i1
. 1074 1075 P 1
B =Bl g § 1074
1004 1004 i £
10-1 101 - g 101
(=] n oo o o oo o o o ul
¥ O RZIFIRIEN e
— W MW m e
Faixas Etarias (Anos)
Figura 8

Fonte: Do autor

pag. 37



5.2 Linha do Tempo Cinética dos Marcadores Séricos Soluveis de Acordo com o Sexo

Para uma caracterizacdo mais profunda do perfil cinético dos marcadores soliveis, os
individuos foram subagrupados de acordo com o sexo. Assim, os niveis séricos de quimiocinas
(figura 9), fatores de crescimento (figura 10), citocinas pro-inflamatdrias (figura 11) e
reguladoras (figura 12) foram mensurados em Homens e Mulheres e os valores comparados
entre as faixas etarias adjacentes. Os resultados mostraram que em 6-10%" ocorre uma
regulagdo positiva em homens de diversos marcadores soluveis (CCL4, FGF-basico, VEGF,
IL-7, IFN-y, IL-4, IL-9, IL-10, IL-13) o que representa uma primeira onda de mudancas. No
grupo de mulheres, essa primeira onda ¢ mais discreta (aumento de CCLS5 e IL-9 e redugdo de
CXCL10). De maneira contraria, em 11-204% ¢ observado em homens uma redugdo na
concentragdo sérica de uma série de marcadores soluveis (CCL4, VEGF, IL-2, IL-1B, IL-6,
IFN-y, IL-15, IL-17, IL-1Ra, IL-10 e aumento de PDGF), o que representa um vale no perfil
dos mediadores séricos soluveis. Nas mulheres as mudangas sdo mais discretas em 11-204m%
reducdo nos niveis de CCL5, CXCL10, IL-9 e aumento de IL-5). Em 21-30%" grandes
mudangas sdo observadas tanto em homens quanto em mulheres, no entanto os grupos
apresentam perfis distintos. Em homens observa-se o inicio de uma segunda onda (aumento de
CCLA4, G-CSF, IL-6, IL-15, IL-1Ra, IL-5 e redugdo de CCL3, CCL5), nas mulheres observa-se
a formacdo de um vale no perfil dos mediadores séricos soluveis (reducao de CCL4, FGF-
basico, VEGF, IL-2, IL-7, IL-10, IL-13). Em 31-40"" o0s dados mostraram mais mudangas em
homens (aumento de CCL11, CCL3, IL-2, IFN-y, IL-17, IL-13) do que em mulheres (aumento
de VEGF e IL-7). De maneira inversa, em 41-504" as mudancas sdo predominantes no grupo
de mulheres (aumento de CCL11, CCL3, GM-CSF, IL-2, TNF, IL-17, IL-4 ¢ IL-10) em relagao
aos homens (aumento de IL-7 e reducdo de CXCL10). Em 51-60%", aumentos adicionais sdo
observados em ambos os grupos, sendo em homens aumento de CCL2 e CXCL10, ¢ em
mulheres aumento de CCL11, CXCL8 e CCL2. De maneira similar, em 61-704" uma
regulacdo positiva ¢ observada em homens (aumento de IL-5 e reducdo de PDGF) e mulheres
(aumento de CCL5). Tardiamente, em >70%"* mudangas notaveis sdo observadas no grupo de
mulheres (redugdo de CXCL8, CCL3, VEGF, IL-7, IL-1p, IFN-y, IL-15, IL-17, IL-1Ra, IL-4,
IL-5, IL-9) enquanto nos homens as mudancas sao mais discretas (redu¢do de CCL2, IL-2). De
uma maneira geral, as concentragdes de CXCL8, GM-CSF, TNF e IL-12 em homens e PDGF,
G-CSF, IL-6 e IL-12 em mulheres permanecem sem alteracdes durante o envelhecimento

saudavel (Figura 9, 10, 11 e 12).
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Figura 9 - Linha do Tempo Cinética de Quimiocinas Séricas Durante o Envelhecimento Saudavel
de Acordo com o Sexo O perfil de quimiocinas (CCL11, CXCL8, CCL3, CCL4, CCL2, CCL5, CXCL10) foi
dosado em amostras de soro de 541 individuos saudaveis, e subagrupados de acordo com o sexo (homens, Hll =
230 ¢ mulheres, Bl = 311), e categorizados em faixas etarias distintas (3-54"%, n=7, n=12; 6-104"%, n=23, n=12;
11-204m% n=22, n=21; 21-304", n=31, n=39; 31-404", n=24, n=51; 41-504", n=34, n=61; 51-60"%, n=41,
n=53; 61-704", n=27, n=46 ¢ >704% n=21, n=16) atraves da plataforma Luminex Bio-plex como descrito nos
Materiais e Métodos. Os resultados sdo apresentados na forma de grafico de barras (pg/mL) na escala linear dos
valores de mediana de cada faixa etaria. Analises comparativas entre faixas etarias adjacentes foram realizadas ou
por teste-t de Student ou Mann-Whitney, de acordo com a normalidade da distribuicdo dos dados. Diferengas

significativas (p<0,05) foram destacadas por linhas para comparagdes entre faixas etarias adjacentes.
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Figura 10 - Linha do Tempo Cinética de Fatores de Crescimento Durante o Envelhecimento
Saudavel de Acordo com o Sexo O perfil de fatores de crescimento (FGF-basico, PDGF, VEGF, G-CSF, GM-
CSF, IL-2 e IL-7) foi dosado em amostras de soro de 541 individuos saudaveis, e subagrupados de acordo com o
sexo (homens, B8 = 230 ¢ mulheres, Bl = 311), e categorizados em faixas etarias distintas (3-54", n=7, n=12; 6-
104 n=23, n=12; 11-204% n=22, n=21; 21-30%%, n=31, n=39; 31-404%, n=24, n=51; 41-504"°, n=34, n=61;
51-604", n=41, n=53; 61-704"%, n=27, n=46 ¢ >70A"5, n=21, n=16) atraves da plataforma Luminex Bio-plex
como descrito nos Materiais e Métodos. Os resultados sdo apresentados na forma de grafico de barras (pg/mL) na
escala linear dos valores de mediana de cada faixa etaria. Analises comparativas entre faixas etarias adjacentes
foram realizadas ou por teste-t de Student ou Mann-Whitney, de acordo com a normalidade da distribui¢do dos

dados. Diferencas significativas (p<0,05) foram destacadas por linhas para comparagdes entre faixas etarias

poimL

adjacentes.
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Figura 11 - Linha do Tempo Cinética de Citocinas Pré-Inflamatérias Durante o Envelhecimento
Saudavel de Acordo com o Sexo O perfil de citocinas pro-inflamatorias (IL-1p, IL-6, TNF, IL-12, IFN-y, IL-15,
IL-17) foi dosado em amostras de soro de 541 individuos saudaveis, e subagrupados de acordo com o sexo
(homens, B = 230 ¢ mulheres, Bl = 311), e categorizados em faixas etarias distintas (3-54", n=7, n=12; 6-104"°%,
n=23, n=12; 11-204", n=22, n=21; 21-304"5, n=31, n=39; 31-404"% n=24, n=51; 41-504", n=34, n=61; 51-
60415 n=41, n=53; 61-704"% n=27, n=46 ¢ >70", n=21, n=16) atraves da plataforma Luminex Bio-plex como
descrito nos Materiais e Métodos. Os resultados sdo apresentados na forma de grafico de barras (pg/mL) na escala
linear dos valores de mediana de cada faixa etaria. Analises comparativas entre faixas etarias adjacentes foram
realizadas ou por teste-t de Student ou Mann-Whitney, de acordo com a normalidade da distribui¢ao dos dados.

Diferencas significativas (p<0,05) foram destacadas por linhas para comparacdes entre faixas etarias adjacentes.

Perfil de Citocinas Pré-Inflamatorias de Homens e Mulheres em Diferentes Faixas Etarias
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Figura 11

Fonte: Do autor
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Figura 12 - Linha do Tempo Cinética de Citocinas Reguladoras Durante o Envelhecimento
Saudavel de Acordo com o Sexo O perfil de citocinas reguladoras (IL-1Ra, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13) foi
dosado em amostras de soro de 541 individuos saudaveis, e subagrupados de acordo com o sexo (homens, Hll =
230 ¢ mulheres, Bl = 311), e categorizados em faixas etarias distintas (3-54"%, n=7, n=12; 6-104", n=23, n=12;
11-204m% n=22, n=21; 21-304", n=31, n=39; 31-404", n=24, n=51; 41-504", n=34, n=61; 51-60"%, n=41,
n=53; 61-704", n=27, n=46 ¢ >704% n=21, n=16) atraves da plataforma Luminex Bio-plex como descrito nos
Materiais e Métodos. Os resultados sdo apresentados na forma de grafico de barras (pg/mL) na escala linear dos
valores de mediana de cada faixa etaria. Analises comparativas entre faixas etarias adjacentes foram realizadas ou
por teste-t de Student ou Mann-Whitney, de acordo com a normalidade da distribuicdo dos dados. Diferengas

significativas (p<0,05) foram destacadas por linhas para comparagdes entre faixas etarias adjacentes.
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Fonte: Do autor
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5.3 Analise de Heatmaps dos Marcadores Séricos Soluveis de Acordo com as Faixas

Etarias e Sexo

Para uma visdo geral do ritmo da concentracdo sérica dos marcadores soliveis grafico
heatmaps foi construido para toda populagdo de estudo e posteriormente, para cada sexo (Figura
13A). Uma andlise dos dados permitiu a percep¢ao de um perfil bimodal ao longo do
envelhecimento saudével. Em 6-10%"% ¢ possivel observar um primeiro pico (que se inicia em
3-541% ¢ tem seu declinio por volta de 21-304"%), e um segundo pico pode ser observado em
61-70A"* (iniciando em 31-40" e com declinio depois de 70 anos). Além disso, mais
marcadores séricos soluveis compdem o segundo pico. O padrao observado em homens ¢
similar. Entretanto, as diferencas estio no vale mais suave que ocorre em 21-304" ¢ o0 maior
niimero de marcadores séricos soltiveis ao inicio do segundo pico, que ocorre em 31-4041%,
Diferentemente, nas mulheres o perfil observado ¢ trimodal, com o primeiro pico ocorrendo em
3-541% ym pico intermediario em 11-204" e o terceiro pico em 61-70A", Ainda, de uma
maneira geral os dados demonstram que em todos os grupos ocorre reducao na concentragao
sérica dos mediadores soluveis por volta de 21-304" ¢ uma segunda redugdo tardia, que ocorre

ap6s >7041 (Figura 13A).

Figura 13 — Heatmaps e Assinaturas de Marcadores Séricos Soluveis Durante o Envelhecimento
Saudavel (A) Heatmaps foram construidos com objetivo de definir o padrdo de secre¢do de quimiocinas (CCL11,
CXCLS, CCL3, CCL4, CCL2, CCL5, CXCL10), fatores de crescimento (FGF-basico, PDGF, VEGF, G-CSF,
GM-CSF, IL-2 e IL-7), citocinas pro-inflamatorias (IL-1p, IL-6, TNF, IL-12, IFN-y, IL-15, IL-17) e citocinas
reguladoras (IL-1Ra, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13) dosados em amostras de soro de 541 individuos saudaveis, de
ambos os sexos ( HH), e subagrupados de acordo com o sexo (homens, Bl = 230 e mulheres, Bl = 311), e
categorizados em faixas etérias distintas (3-54"°%, n=7, n=12; 6-104" n=23, n=12; 11-204"%, n=22, n=21; 21-
304", n=31, n=39; 31-404"% n=24, n=51; 41-504", n=34, n=61; 51-60", n=41, n=53; 61-704", n=27, n=46
e >704"s, n=21, n=16) atraves da plataforma Luminex Bio-plex como descrito nos Materiais ¢ Métodos. Os valores
de mediana observado de cada marcador em cada faixa etaria, expressos em pg/mL, foram utilizados para calculo
do escore Z, e posteriormente, utilizado para geragdo dos heatmaps. A escala foi estabeleciada de -2 a mais dois e
ilustrada em gradiente de verde (ambos os sexos), azul (homens) e vermelho (mulheres). (B) A assinatura geral de
quimiocinas, fatores de crescimento, citocinas pro-inflamatdrias e reguladoras dosados em amostras de soro
individuos saudaveis, de ambos os sexos ( HH), ¢ subagrupados de acordo com o sexo (homens, Bl ¢ mulheres,
), ¢ categorizados em faixas etarias distintas (3-547°%; 6-1041°%; 11-2041°%; 21-3041°%; 31-404m05; 4]1-504A05; 51-
604A™s; 61-70495 ¢ >70AS) A assinaturas foram geradas pela conversdo dos niveis séricos, inicialmente expressos
em pg/mL, em uma viavel categérica (propor¢do) utilizando o terceiro tercil global como limite. Os dados estdo
apresentados em graficos de radar onde cada eixo representa um marcador. O trigésimo terceiro percentil (zona

cinza) foi utilizado para ressaltar os marcadores séricos com propor¢do aumentada para cada faixa etaria.
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Heatmaps e Assinaturas de Biomarcadores em Diferentes Falxas Etanas
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Figura 13

Fonte: Do autor

5.4 Assinaturas de Marcadores Séricos Soluveis de Acordo com as Faixas Etarias e

Sexo

Uma anélise complementar dos marcadores séricos soluveis foi feita através da analise
de assinaturas (Figura 13B). Para tal, os niveis séricos de cada marcador soluvel, antes
expressas na forma de uma variavel quantitativa continua (pg/mL), foram transformados em
varidveis categoricas (propor¢ao). Como cut-off foi utilizado o terceiro tercil para estimar a
porcentagem (%) dos individuos estavam acima desse limite estabelecido. E assim como
observado nos heatmaps, um perfil bimodal de altera¢des nos mediadores séricos soluveis pode
ser observado para a populagdo estudada (grupo Todos Individuos).

Quando os individuos foram sub-agrupados de acordo com o sexo, as analises do grupo
composto por homens apresentam uma assinatura bimodal dos marcadores séricos soliveis ao
longo do envelhecimento saudavel. Sendo uma clara propor¢do aumentada (>33%) de

individuos com altos niveis de mediadores séricos em 6-10"" ¢ depois uma segunda expansio

OAnos OAnos

no perfil iniciando mais cedo, em 31-4 seguido de uma redugdo mais discreta em >7
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A analise das assinaturas dos marcadores séricos soluveis mostrou que o grupo
composto de mulheres possui um perfil bimodal. Com uma primeira onda de expansao indo de
3-541% para 6-104"% ¢ uma segunda onda se iniciando em 51-60"° com um declinio
proeminente em >70"* (Figura 13B).

5.5 Analise Integrativa de Redes de Marcadores Séricos Soluveis e Conectividade com

a Vizinhanca Durante o Envelhecimento Saudavel

Com o objetivo do melhor entendimento que existe entre os diferentes marcadores
séricos soluveis durante o envelhecimento saudavel, redes de marcadores foram construidas e
a conectividade intrinseca foi analisada para cada faixa etaria (Figura 14). Tanto as matrizes de
correlagdes quanto os grafos de poder de conexao (redes) foram montados com base nos indices
de correlagdes fortes e significantes (r>0,67) durante o envelhecimento saudavel. Para tal
somente os mediadores com mais de 5 conexoes fortes foram considerados.

Com isso, os resultados demonstraram a maior conectividade com a vizinhanca (157
conexdes) em 3-547% envolvendo 19 marcadores soltveis (CCL11, CXCLS8, CCL4, FGF-
basico, VEGF, G-CSF, GM-CSF, IL-2, IL-7, IL-1B, IL-6, TNF, IL-15, IL-17, IL-4, IL-5, IL-9,
IL-10 e IL-13). Em 6-10%"" ocorre um declinio no nimero de conexdes fortes, com 87 conexdes
envolvendo 12 marcadores (CCL11, CXCLS8, CCL4, VEGF, G-CSF, IL-7, IL-1pB, IFN-y, IL-
17,1L-4,1L-10 e IL-13). Em 11-20%" ocorre um declinio mais profundo na conectividade com
a vizinhanga, sendo observado 48 conexdes envolvendo 7 marcadores séricos soluveis (CCL11,
IL-7, IL-1B, IL-17, IL-4, IL-10 e IL-13). Em 21-30A" ¢ observado um fortalecimento da
conectividade com a vizinhanga, apresentando 78 conexdes distribuidas em 10 marcadores
(FGF-basico, VEGF, G-CSF, IL-7, IL-1p, IL-15, IL-17, IL-4, IL-10 e IL-13). Nas faixas etarias

0418 gbservado 56

seguintes ¢ observado uma estabilidade na conectividade, sendo em 31-4
conexoes distribuidas em 7 marcadores (FGF-basico, VEGF, IL-7, IL-15,IL-17, IL-4 ¢ IL-10),
em 41-50A" observado 46 conexdes distribuidas em 7 marcadores (IL-7, IL-1pB, IL-15, IL-17,
IL-4, IL-10 e IL-13) e em 51-602" observado 68 conexdes distribuidas em 8 marcadores
(VEGF, G-CSF, IL-7, IL-1B, IL-17, IL-4, IL-10 e IL-13). Apés esse periodo, em 61-7041 ¢
observado um declinio na conectividade com a vizinhanga, apresentando 43 conexdes entre 6
marcadores séricos soltiveis (G-CSF, IL-1pB, IL-17, IL-4, IL-5 e IL-10). Em >70%" ocorre uma

recuperagao na conectividade, sendo observado 72 conexdes distribuidas em 10 marcadores

(CXCLS, FGF-basico, VEGF, G-CSF, IL-18, IL-15, IL-17, IL-4, IL-5 e IL-10) (Figura 14).
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Figura 14 — Matrizes de Correlacdes e Redes de Marcadores Séricos Soliveis Durante o
Envelhecimento Saudavel Matrizes de correlagdes foram montadas com base nos valores de “r”” de Pearson e
Spearman entre quimiocinas (CCL11, CXCLS8, CCL3, CCL4, CCL2, CCLS5, CXCL10), fatores de crescimento
(FGF-basico, PDGF, VEGF, G-CSF, GM-CSF, IL-2 e IL-7), citocinas pro-inflamatdrias (IL-1f, IL-6, TNF, IL-
12, IFN-y, IL-15, IL-17) e citocinas reguladoras (IL-1Ra, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13) foi dosado em amostras
de soro de 541 individuos saudaveis, de ambos os sexos (HH), e categorizados em faixas etarias distintas (3-54"°,
n=19; 6-104"5, n=35; 11-20475, n=43; 21-304"5, n=70; 31-404"%, n=75; 41-504" n=95; 51-604"%, n=94; 61-
704105, n=73 e >70A"°s n=37) atraves da plataforma Luminex Bio-plex como descrito nos Materiais ¢ Métodos. As
visdes panordmicas das correlacdes sdo apresentadas na forma de uma matriz triangular no qual cada intersec¢ao
representa o valor da correlagdo entre os atributos. O valor de “r” que eram estatisticos (p<0,05) sdo representados
por circulos com tamanhos proporcionais, na escala de -1 a +1 em um gradiente de cor verde. Quadrados brancos
representam correlagdes ndo significativas. As redes foram construidas considerando todas correlagdes
significativas, com os nos representando quimiocinas (circulos; 1=CCL11; 2=CXCLS8; 3=CCL3; 4=CCL4;
5=CCL2, 6=CCLS5 e 7=CXCL10), fatores de crescimento (losango; 8=FGF-basico; 9=PDGF; 10=VEGF; 11=G-
CSF; 12=GM-CSF; 13=IL-2 e 14=IL-7), citocinas pré-inflamatorias (quadrados; 15=IL-1f3; 16=IL-6; 17=TNF;
18=IL-12; 19=IFN-y; 20=IL-15 e 21=IL-17), e citocinas reguladoras (hexagonos; 22=IL-1Ra; 23=IL-4; 24=IL-5;
25=IL-9; 26=IL-10 e 27=IL-13). Linhas conectoras ilustram valores de “r” fraco/moderado (0.1 a 0.67, linhas
finas) e fortes (> 0.67, linhas grossas) entre pares de marcadores. Marcadores com conectividade envolvendo ao
menos 5 conexdes fortes sdo ressaltados com simbolos escuros (@, ‘, [ .) e suas conexoes sdo ressaltadas
por uma linha verdes. O nimero de marcadores envolvidos na vizinhanga selecionada (contagem) ¢ a

conectividade entre a vizinhanga foram fornecidos para cada faixa etaria.
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Figura 14

Fonte: Do autor

5.6 Analise Integrativa de Redes de Marcadores Séricos Soluveis e Conectividade com

a Vizinhanca Durante o Envelhecimento Saudavel de Acordo com o Sexo

Para um entendimento mais profundo das diferencas entre os sexos no relacionamento
entre marcadores séricos soluveis, redes de biomarcadores foram construidas para homens
(Figura 15) e mulheres saudaveis (Figura 16) de acordo com as faixas. Assim, grafos de poder
de conexao (redes) foram montados com base nos indices de correlagdes fortes e significantes
(r>0,67) durante o envelhecimento saudavel. Logo, somente os mediadores com mais de 5
conexdes fortes foram considerados.

Os resultados demonstraram que em homens a maior conectividade com a vizinhanga
ocorre em 3-54" (192 conexdes distribuidas entre 19 marcadores (CCL11, CXCL8, CCL4,
CXCL10, FGF-basico, VEGF, G-CSF, IL-7, IL-1B, IL-6, TNF, IFN-y, IL-15, IL-17, IL-4, IL-
5, IL-9, IL-10 e IL-13). Em 6-104"%, ocorre um declinio no niamero de conexdes fortes (90
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conexdes distribuidas entre 12 marcadores (CXCL8, CCL4, VEGF, G-CSF, IL-7, IL-1B, IFN-
y, IL-15, IL-17, IL-4, IL-10 e IL-13). Em 11-204" a conectividade continua em queda,
apresentando 60 conexdes distribuidas em 9 marcadores (CCL11, FGF-basico, G-CSF, IL-7,
IL-1B, IL-17, IL-4, IL-10 e IL-13). Em 21-30%" ¢ observado uma recuperacdo nos valores de
conectividade, assim apresenta 192 conexdes distribuidas em 17 marcadores (CCL11, CXCLS,
CCL4, CCL2, CXCL10, FGF-basico, VEGF, G-CSF, IL-7, IL-1p, IFN-y, IL-15, IL-17, IL-4,
IL-9, IL-10 e IL-13). Nas faixas etdrias seguintes sdo observadas poucas variagdes na
conectividade com a vizinhanga, assim em 31-40%"" apresenta 97 conexdes distribuidas em 12
marcadores (FGF-basico, VEGF, G-CSF, IL-7, IL-1p, IFN-y, IL-15, IL-17, IL-4, IL-5, IL-10 e
IL-13), e em 41-40%™ ¢ observado 80 conexdes distribuidas em 12 marcadores (CXCLS,
CXCL10, FGF-basico, VEGF, IL-7, IL-1pB, IL-12, IL-15, IL-17, IL-4, IL-10 e IL-13). Em 51-
6041 & perceptivel o declinio no valor de conexdes com a vizinhanga, sendo observado 20
conexdes distribuidas em 3 marcadores (IL-17, IL-4 e IL-10). Na faixa etaria seguinte ocorre
uma recuperacio relevante, assim em 61-704" observa-se 122 conexdes distribuidas em 16
marcadores (CXCL8, CCL4, CCLS5, FGF-basico, G-CSF, IL-7, IL-1pB, TNF, IFN-y, IL-15, IL-
17, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13), seguido de um pequeno declinio em >704" apresentando
90 conexdes distribuidas em 12 mediadores (CXCL8, CXCL10, FGF-basico, VEGF, G-CSF,
IL-7, IL-1p, IL-15, IL-17, IL-4, IL-9 e IL-10) (Figura 15).

Figura 15 — Redes de Marcadores Séricos Soliiveis em Homens Durante o Envelhecimento Saudavel Redes
de correlagdes foram montadas com base nos valores de “r”” de Pearson e Spearman entre quimiocinas, fatores de
crescimento, citocinas pro-inflamatdrias e reguladoras dosados em amostras de soro de 541 individuos saudaveis,
de ambos os sexos, subagrupados de acordo com o sexo ( Hl = 230), e categorizados em faixas etarias distintas
(3-54m05 n=7; 6-10415, n=23; 11-20A5 n=22; 21-30A"%5, n=31; 31-404"%, n=24; 41-50"5, n=34, 51-60", n=41,
61-704m% n=27 ¢ >70A", n=21) atraves da plataforma Luminex Bio-plex como descrito nos Materiais € Métodos.
As redes foram construidas considerando todas correlacdes significativas, com os nos representando quimiocinas
(circulos; 1=CCL11; 2=CXCLS8; 3=CCL3; 4=CCL4; 5=CCL2, 6=CCL5 e¢ 7=CXCL10), fatores de crescimento
(losango; 8=FGF-basico; 9=PDGF; 10=VEGF; 11=G-CSF; 12=GM-CSF; 13=IL-2 ¢ 14=IL-7), citocinas pro-
inflamatorias (quadrados; 15=IL-1; 16=IL-6; 17=TNF; 18=IL-12; 19=IFN-y; 20=IL-15 e 21=IL-17), e citocinas
reguladoras (hexdgonos; 22=IL-1Ra; 23=IL-4; 24=IL-5; 25=IL-9; 26=IL-10 and 27=IL-13). Linhas conectoras
ilustram valores de “r”” fraco/moderado (0.1 a 0.67, linhas finas) e fortes (> 0.67, linhas grossas) entre pares de
marcadores. Marcadores com conectividade envolvendo ao menos 5 conexdes fortes sdo ressaltados com simbolos
escuros (@, ’, B . @) c suas conexdes sio ressaltadas por uma linha azuis. O nimero de marcadores envolvidos

na vizinhanga selecionada (contagem) e a conectividade entre a vizinhanga foram fornecidos para cada faixa etaria.
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‘ Redes de Mediadores Séricos Soliveis de Homens em Diferentes Faixas Etarias ‘
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Figura 15

Fonte: Do autor

No grupo composto por mulheres a maior conectividade também ¢ observada em 3-
5408 sendo 224 conexdes distribuidas em 21 marcadores (CCL11, CXCLS8, CCL4, CCL2,
CXCL10, FGF-basico, VEGF, G-CSF, GM-CSF, IL-2, IL-7, IL-1B, IL-6, TNF, IFN-y, IL-15,
IL-17, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13). A conectividade com a vizinhanga apresenta uma queda
em 6-104" apresentando 133 conexdes distribuidas 16 marcadores (CCL11, CXCLS, CCL4,
CCLS, FGF-basico, VEGF, PDGF, G-CSF, IL-7, IL-1B, IFN-y, IL-15, IL-17, IL-4, IL-9, IL-10
e IL-13) e logo apds tem-se uma pequena recuperagio em 11-202", sendo observado 152
conexoes distribuidas em 15 marcadores (CCL11, CXCL8, CCL3, CCL4, CXCL10, FGF-
basico, G-CSF, IL-7, IL-1B, IL-15, IL-17, IL-4, IL-9, IL-10 e IL-13). Em seguida o valor de
conectividade com a vizinhanca apresenta um declinio, no qual observa-se em 21-30A" 81
conexoes distribuidas em 12 marcadores (CXCL8, CCL4, CXCL10, FGF-basico, VEGF,
PDGF, IL-7, IL-1B, IL-17, IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13), e em 31-40""" a conectividade com a
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vizinhanga apresenta seu menor valor, sendo 32 conexdes distribuidas em 5 marcadores (IL-7,
IL-17, IL-4, IL-10 e IL-13). Em 41-504"% ¢ observado 68 conexdes distribuidas em 9
marcadores (VEGF, G-CSF, IL-7, IL-1pB, IL-15, IL-17, IL-4, IL-10 e IL-13). Em 51-604" o
valor de conectividade volta a subir, apresentando 148 conexdes distribuidas em 15 marcadores
(CCL11, CXCLS8, FGF-basico, VEGF, G-CSF, IL-7, IL-1B, IFN-y, IL-15, IL-17, IL-4, IL-5,
IL-9, IL-10 e IL-13). Em 61-704™* a conectividade com a vizinhanga cai, onde observa-se 63
conexoes distribuidas em 9 mediadores (CXCLS8, CCL3, G-CSF, IL-7, IL-1p, IL-17, IL-4, IL-
5 e IL-10). Em >70% ocorre uma recuperagio na conectividade, apresentando 151 conexdes
distribuidas em 17 marcadores (: CCL11, CXCLS8, CCL2, FGF-basico, VEGF, G-CSF, GM-
CSF, IL-2, IL-7, IL-1B, IL-15, IL-17, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13) (Figura 16).

Figura 16 — Redes de Marcadores Séricos Soluveis em Mulheres Durante o Envelhecimento

(731}
T

Saudavel Redes de correlagdes foram montadas com base nos valores de de Pearson e Spearman entre
quimiocinas, fatores de crescimento, citocinas pré-inflamatérias e reguladoras dosados em amostras de soro de
541 individuos saudaveis, de ambos os sexos, subagrupados de acordo com o sexo (Bl =311), e categorizados em
faixas etdrias distintas (3-54"%, n=12; 6-104"%, n=12; 11-204", n=21; 21-304"%%, n=39; 31-404", n=51; 41-504m°5,
n=61; 51-604", n=53; 61-704%%5, n=46 e >704"%, n=16) atraves da plataforma Luminex Bio-plex como descrito
nos Materiais ¢ Métodos. As redes foram construidas considerando todas correlagdes significativas, com os nos
representando quimiocinas (circulos; 1=CCL11; 2=CXCL8; 3=CCL3; 4=CCL4; 5=CCL2, 6=CCLS5 e
7=CXCL10), fatores de crescimento (losango; 8=FGF-basico; 9=PDGF; 10=VEGF; 11=G-CSF; 12=GM-CSF;
13=IL-2 e 14=IL-7), citocinas pro-inflamatorias (quadrados; 15=IL-1; 16=IL-6; 17=TNF; 18=IL-12; 19=IFN-y;
20=IL-15 e 21=IL-17), e citocinas reguladoras (hexagonos; 22=IL-1Ra; 23=IL-4; 24=IL-5; 25=IL-9; 26=IL-10
and 27=IL-13). Linhas conectoras ilustram valores de “r” fraco/moderado (0.1 a 0.67, linhas finas) e fortes (> 0.67,
linhas grossas) entre pares de marcadores. Marcadores com conectividade envolvendo ao menos 5 conexdes fortes
sdo ressaltados com simbolos escuros (., ’, @ .) e suas conexdes sdo ressaltadas por uma linha vermelhas.
O numero de marcadores envolvidos na vizinhanga selecionada (contagem) e a conectividade entre a vizinhanga

foram fornecidos para cada faixa etaria.
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Figura 16
Fonte: Do autor
Em uma perspectiva generalizada, nota-se que ha um perfil dindmico distinto entre as
redes de ambos os sexos. E assim destaca-se que rearranjos de recuperacao ocorrem mais cedo
e com mais frequéncia nas mulheres (observados em 11-204%, 51-604" ¢ >70A"%) em relaco

aos homens (no qual ocorre em 21-304"% ¢ 61-7041°),

5.7 Uma Visao Global dos Ritmos dos Marcadores Séricos Soluveis Durante o

Envelhecimento Saudavel de Acordo com o Sexo

As concentragdes séricas reguladas positivamente de quimiocinas, fatores de
crescimento, citocinas pro-inflamatodrias e reguladoras foram resumidas e agrupadas para se ter
uma visdo total das mudangas nos marcadores séricos soluveis em diferentes faixas etarias para
toda populacao de estudo (Figura 17), para homens (Figura 18) e mulheres saudéaveis (Figura
19). A visdo panoramica foi viabilizada considerando as mudancas em relagdo ao valor de
mediana dos marcadores séricos soliveis em diferentes faixas etdrias expressas em aumentos

relativos (>1) a mediana global correspondente a todas as faixas etarias em conjunto. Para cada
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faixa etéria, o grupo de marcadores séricos soluveis foram dispostos em ordem ascendente de

valores relativos a mediana.

Os resultados corroboraram com um claro perfil bimodal de ondas de marcadores
séricos soliveis durante o envelhecimento saudavel com picos em 6-104" e em 61-7041°
(Figura 17). Quando se avalia os sexos separadamente, os ritmos de homens e mulheres
mostram caracteristicas particulares. Em homens, o perfil ¢ composto de duas ondas de
marcadores séricos soltiveis, sendo um pulso em 6-102" e outro que abrange de 21-40"% com
um reforgo em 51-60", sendo seguido de um declinio suave em >704"* (Figura 18). J4 no
grupo de mulheres, as duas ondas exibem ritmos que se caracterizam por dois pulsos mais
largos, sendo o primeiro se estendendo de 3-104" ¢ o segundo pulso ocorrendo por volta de

41-5041 sendo seguido de forte declinio em >704"* (Figura 19).

Figura 17 — Visao Global do Ritmo dos Marcadores Séricos Soliveis Durante o Envelhecimento
Saudavel A regulacdo aumentada nos niveis de quimiocinas (CCL11, CXCLS, CCL3, CCL4, CCL2, CCLS5,
CXCLI10), fatores de crescimento (FGF-bésico, PDGF, VEGF, G-CSF, GM-CSF, IL-2 e IL-7), citocinas pro-
inflamatorias (IL-1B, IL-6, TNF, IL-12, IFN-y, IL-15, IL-17) e citocinas reguladoras (IL-1Ra, IL-4, IL-5, IL-9, IL-
10, IL-13) dosados em amostras de soro de 541 individuos saudaveis, de ambos os sexos (HH), e categorizados em
faixas etérias distintas (3-54m° = [J; 6-10A"% = [; 11-20A"°% = I; 21-30A"°% = @; 31-40A"°° = @l 41-50Am% =
B; 51-60A" = E; 61-70A"°° = Il and >70/"* = HM) atrdves da plataforma Luminex Bio-plex como descrito nos
Materiais e Métodos. A visdo geral foi desenhando como um grafico de barras e linhas para resumir as regulagdes
positivas nos valores de mediana dos marcadores soluveis em cada faixa etaria expressas em aumentos relativos
(>1) emrelagdo a mediana global. Cada marcador sérico tem sua estrutura representada em cartoon, que foi gerado
pela plataforma on-line SWISS MODEL que utiliza software de modelagem-homologia de estrutura de proteica
(GUEX et al., 2009; WATERHOUSE et al., 2018) com base na sequéncia alvo fornecida pelo Banco de Dados de
Proteinas (BERMAN et al., 2003). O conjunto de marcadores séricos soliveis que apresentam niveis elevados tem

seus valores CXPpressos.
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Figura 17
Fonte: Do autor

Figura 18 — Visiao Global do Ritmo dos Marcadores Séricos Soliiveis em Homens Durante o
Envelhecimento Saudavel A regulacdo aumentada nos niveis de quimiocinas (CCL11, CXCLS8, CCL3, CCLA4,
CCL2, CCL5, CXCL10), fatores de crescimento (FGF-basico, PDGF, VEGF, G-CSF, GM-CSF, IL-2 e IL-7),
citocinas pro-inflamatorias (IL-1pB, IL-6, TNF, IL-12, IFN-y, IL-15, IL-17) e citocinas reguladoras (IL-1Ra, IL-4,
IL-5, 1IL-9, IL-10, IL-13) dosados em amostras de soro de 541 individuos saudaveis, de ambos os sexos,

subagrupados de acordo com o sexo (HE = 230), e categorizados em faixas etarias distintas (3-54"°% =[J; 6-10A"°s

5 11-204008 = [3; 21-304A = [, 31-40A%° = I, 41-504m°% = B; 51-6041° = B; 61-7041° = Wl and >70A™s
= HH) atraves da plataforma Luminex Bio-plex como descrito nos Materiais e Métodos. A visdo geral foi

desenhando como um grafico de barras e linhas para resumir as regula¢des positivas nos valores de mediana dos

pag. 53



marcadores soliiveis em cada faixa etdria expressas em aumentos relativos (>1) em relagdo a mediana global. O

conjunto de marcadores séricos soluveis que apresentam niveis elevados tem seus valores expressos.

Compilado de Alteracdes de Mediadores Séricos Soliveis em Homens em Diferentes Faixas Etarias
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Figura 18

Fonte: Do autor

Figura 19 — Visdo Global do Ritmo dos Marcadores Séricos Soliveis em Mulheres Durante o

Envelhecimento Saudavel A regulagdo aumentada nos niveis de quimiocinas (CCL11, CXCL8, CCL3, CCLA4,
CCL2, CCL5, CXCL10), fatores de crescimento (FGF-basico, PDGF, VEGF, G-CSF, GM-CSF, IL-2 e IL-7),
citocinas pro-inflamatorias (IL-1pB, IL-6, TNF, IL-12, IFN-y, IL-15, IL-17) e citocinas reguladoras (IL-1Ra, IL-4,

IL-5, 1IL-9, IL-10, IL-13) dosados em amostras de soro de 541 individuos saudaveis, de ambos os sexos,

subagrupados de acordo com o sexo (Bl = 311), e categorizados em faixas etarias distintas (3-54"° =[1; 6-104"%

=0, 11-204m° = [, 21-30Am°5 = [, 31-40Am°5 = [; 41-50A = E; 51-60A"° = El; 61-70A"s = Bl and >70A™s

= HH) atraves da plataforma Luminex Bio-plex como descrito nos Materiais e Métodos. A visdo geral foi
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desenhando como um grafico de barras e linhas para resumir as regulagdes positivas nos valores de mediana dos

O conjunto de marcadores séricos soliveis que apresentam niveis elevados tem seus valores expressos.

Compilado de Alteracdes de Mediadores Séricos Sollveis em Mulheres em Diferentes Faixas Etarias
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Figura 19
Fonte: Do autor

6. Discussao

O processo de envelhecimento envolve diversos mecanismos celulares e moleculares,
sendo caracterizado como um fendmeno multifatorial, que desencadeiam alteracdes funcionais
no sistema imune (AKHA, S, 2018). Estudos demonstram que esse processo possui altos niveis
de complexidade. E conforme o organismo envelhece, da infancia até a idade adulta e posterior
senescéncia, o sistema imune passa por mudancas profunda, de expansdo, adaptacao,

remodelamento e por fim declinio, para prover satde e sobrevivéncia (SIMON et al., 2015).

Diante desse quadro, visando contribuir para um melhor entendimento das mudancgas
fenotipicas imunologicas durante o envelhecimento saudéavel, o presente estudo foi desenhando
para investigar e entender o perfil de marcadores séricos soliveis, e assim gerar evidéncias

cientificas que supram as brechas de conhecimento que ainda restam a ser elucidadas. Para tal,
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o foco do estudo foi dado para a caracterizagdo dos ritmos e a conectividade que esses
marcadores possuem. Para cumprir com os objetivos propostos, os niveis séricos de
quimiocinas, citocinas e fatores de crescimento foram dosados por microesferas de alto
rendimento em soro de individuos saudaveis de diversas faixas etarias (347 a >7041%), ¢
posteriormente utilizando de diversas abordagens de uma andlise integrativa e também

montagem de redes.

Nossos resultados demonstram que ocorrem diferentes padrdes e comportamentos
distintos dos marcadores séricos soliveis durante o envelhecimento saudavel. Além disso,
particularidades atribuidas aos sexos diferentes culminam para mudancas e ondas com ritmos
diferentes. Cinco marcadores séricos soliveis se sobressaltam como biomarcadores universais
que se alteram com a idade em individuos saudaveis, sdo eles: CCL11, CXCLS, IL-1B, IL-6 ¢
TNF. Em geral, TNF apresentou niveis elevados nas faixas etérias iniciais. Ja CCL11, CXCLS,
IL-1B e IL-6 exibiram niveis mais altos nas faixas etdrias mais elevadas (apds 31-404"%),
Nossos achados sao reforgcados por estudos prévios, que também demonstraram aumento nos
niveis séricos de CCL11, CXCLS e IL-6 durante o envelhecimento saudavel (TARGOWSK et
al., 2005; BONFANTE et al., 2017; VALIATHAN et al., 2016; TORRES et al., 2018).

Logo, quando o envelhecimento ¢ discutido o SASP possui um papel central, sendo
considerado extremamente relevante (COPPE et al., 2008; GORGOULIS et al., 2019; BIRCH
E GIL, 2020). O SASP ¢ um processo dindmico e heterogéneo que ocorre durante o
envelhecimento, gerando mudancgas fenotipicas profundas na composi¢dao e concentragcdo de
marcadores soluveis. Classicamente, niveis elevados de citocinas pré-inflamatorias, como
CXCLS, IL-1p, IL-6 e TNF-a, sdo marcadores relacionados ao envelhecimento, caracterizando
o processo inflamatorio associado ao envelhecimento denominado inflammaging
(FRANCESCHI et al., 2007). Assim, os perfis de diversos marcadores séricos soluveis sao
comumente associados ao processo de envelhecimento e a ocorréncia de doengas ligadas a esse

Pprocesso.

A associagdo dos marcadores séricos soluveis com doengas ligadas ao envelhecimento
¢ reportada em uma gama de estudos. Niveis aumentados de CCL11, CXCLS, IL-1p, IL-6 e
TNF-a sdo associados com a ocorréncia de diversas desordens associadas ao envelhecimento.
Niveis elevados de CCL11 teve associagdo com a ocorréncia de processos neurodegenerativos,
desordens neurolédgicas e condigdes patoldgicas associadas a idade, como por exemplo

desordem bipolar, Alzheimer, doengas vasculares e esclerose multipla (PANIZZUTTI et al.,
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2015; MORGAN et al., 2019; IVANOVSKA et al, 2020, RAGHURAMAN et al., 2017;
HUANG et al., 2020). Niveis aumentados de CXCL8 foram associados com osteoartrite e
degeneracao macular relacionada a idade (BONFANTE et al., 2017, LECHNER et al., 2017).
IL-1P também estd envolvido em diversos processos patologicos associados com o
envelhecimento, como comprometimento cognitivo e sindrome coronariana aguda (GORSKA-
CIEBIADA et al., 2016; LEOCADIO et al. 2019). IL-6 tem sido associado com diversas
desordens relacionadas ao envelhecimento, como reducao cognitiva, desenvolvimento de
sarcopenia e sindrome metabodlica (BIAN et al., 2017; CHARLTON et al.; 2018; NEVES et al.,
2019). O estudo de Lima-Costa et al., (2017) sugeriu que uma Unica medida de IL-6 possuia
valor progndstico para mortalidade a curto e longo termo. Além disso, Estudos prévio mostram
que altos niveis séricos de CXCLS8, IL-1B e IL-6 sdo associados com pior prognodstico de
performance cognitiva (SERRE-MIRANDA et al., 2020). TNF-a possui associacdo com
sarcopenia e fragilidade associada com a idade (BIAN et al., 2017; MICHAUD et al., 2013).

Logo, nossos dados demonstraram que diversos desses marcadores séricos soliveis
associadas com doengas ligadas ao envelhecimento estdo de fato altas na velhice, mesmo em
individuos saudaveis. Esse ¢ um achado significativo que surge de estudos com individuos
centendrios, em que o aumento de mediadores inflamatoérios (como por exemplo IL-6) sdo
contrabalanceados por processos remodeladores anti-inflammaging. Toda via, inflammaging
ndo ¢ classificado nem como um processo benéfico nem deletério, uma vez que o
envelhecimento saudavel depende do componente genético e ambiental dos individuos, e
também da capacidade de gerar processos de remodelamento (FULOP et al, 2021). Assim, para
se indicar e diferenciar um acometimento relacionado a idade ou o envelhecimento saudével €
necessario mais que um biomarcador isolado. Assim, uma analise integrativa da conectividade
com outras moléculas, expresso em um modelo robusto, deve ser considerado. No presente
estudo, a participacdo de mediadores soluveis na conectividade com a vizinhanga, viabilizado
pelo estudo das redes, mostrou que IL-1p possui uma conectividade com outras moléculas
durante toda a vida. Ja TNF e IL-6 possuem conectividade com outras moléculas restrita a faixas
etarias mais novas, enquanto CCL11 e CXCL8 demonstraram maior conectividade tanto nas
primeiras faixas etarias quanto nas faixas de idade mais avangadas (<20 ¢ >514"%), Também
¢ interessante ressaltar que nossos dados demonstraram que IL-4 e [L-10 também exibiram alta
conectividade com outras moléculas durante toda a vida, sugerindo um importante papel no

contrabalanceamento do fenomeno pro-inflamatorio descrito no envelhecimento.

pag. 57



Um outro ponto relevante de se analisar no processo de imunossenescéncia € que ele
ndo exprime um declinio continuo em todo o sistema imune e suas fungdes, mas sim um
processo que ocorre em ondas de mudangas durante certos periodos da vida (FARIA et al,
2008). Diante disso, nossos dados mostraram que, de maneira geral, as ondas de regulagao
positiva dos marcadores séricos soltiveis sdo seguidas por mudancas na conectividade com a
vizinhanga que existe entre eles. Assim, nas faixas etdrias que apresentam regulacao positiva
dos marcadores sé€ricos soluveis (picos) possuem baixas conectividade com a vizinhanga. Nesse
caso, desponta um perfil particular nas mulheres em >70%", quando o ritmo de regulagdo
negativa dos marcadores séricos soliveis ndo ¢ seguido por redu¢do na conectividade com a
vizinhanga. Sendo perceptivel que os rearranjos de reconstrucdo sdo mais frequentes e
acontecem mais precoces nas mulheres (11-204%%, 51-604 ¢ >7047°) em relagdo aos homens
(21-3041 ¢ 61-7047%) (Figura 20). Corroborando com esses dados, Torres e colaboradores
(2018) mais também demonstraram que o envelhecimento ¢ acompanhado de redes com
complexidade reduzida entre os marcadores séricos soliveis sendo observado menos conexodes
entre eles. E uma andlise comparativa revelou que mulheres possuem mais conexdes entre
quimiocinas e citocinas, além do perfil de redes apresentar um encurtamento precoce das
conexoes. Ainda, em mulheres as conexdes sao refeitas em idades mais avangadas (TORRES

etal., 2018).

Figura 20 — Visao dos Perfis dos Ritmos de Alteracdes e Conectividade dos Marcadores Séricos
Soluveis Durante o Envelhecimento Saudavel Perfis do ritmos de alteragdes e conectividade observado em 541
individuos saudaveis, de ambos os sexos, subagrupados de acordo com o sexo (Homens = 230; Mulheres = 311),
e categorizados em faixas etarias distintas. Os perfis foram desenhados como graficos de linhas sobrepostas para
melhor visualiza¢do das regulagdes positivas dos marcadores séricos soliiveis em relagdo a conectividade para

cada faixa etaria.
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Figura 20

Fonte: Do autor

Outro ponto caracteristico da imunossenescéncia que deve ser ressaltado ¢ que o ritmo
diferiu entre homens e mulheres, destacando a importancia tanto de fatores genéticos como pos-
genéticos, como os hormonios, no progresso das alteragdes imunologicas provocadas pelo
envelhecimento. Uma demonstracdo disso pode ser notada nas diferencas na resposta imune
contra infec¢des, como foi demonstrado recentemente por Takahashi et al, 2020 para a
producdo de citocinas e a imunidade celular contra SARS-CoV2. Nesse estudo ¢ claramente
mostrado que homens que produzem uma resposta mais inflamatéria acompanhado de
citotoxicidade celular menos robusta ao virus possuem correlagdo com um acometimento maior
da COVID-19 quando comparado com mulheres. Além disso, a resposta imune apds infecgoes
virais, como HIV, virus da Hepatite B (HBV), assim como vacinas, contra virus influenza,
também difere entre os sexos. Em geral, homens tem maior carga viral contra HIV e HBV
enquanto mulheres apresentam uma resposta imune mais robusta apds vacina contra influenza
(KLEIN E FLANAGAN, 2016). Outro fenomeno observado durante o envelhecimento ¢ o
declinio na produgdo de células T naive que acontece no timo, essa redugdo ¢ mais precoce nos
homens quando comparados as mulheres, além de ser acompanhada de uma imunossenescéncia
acelerada ao avaliar-se alteragdes epigenéticas nas células imunes (MARQUEZ et al, 2020).
Existem mecanismos que fornecem explicacdes concebiveis em respeito desse dimorfismo na
resposta imune, como a existéncia de uma série de genes (como por exemplo Foxp3 e TLR7)

que sdo codificados no cromossomo X (TAKAHASHI E IWASAKI, 2021), ¢ ainda em
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mulheres ¢ observado uma maior expressdo de fator regulador de interferon 5 (IRFS5) o que
explicaria uma resposta a infecgdes virais dependente de interferon mais elaborada. Outro
componente relevante que ajuda a explicar o dimorfismo na resposta imune sao os hormonios
sexuais, que influenciam na atividade e proliferacao de diversas células imunes (TAKAHASHI
E IWASAKI, 2021). Esses impactos abrangem tanto a resposta imune inata quanto a resposta
imune adaptativa, por exemplo, a testosterona regula positivamente a resposta Th1, aumenta a
ativagdo de linfocitos TCD8" e aumenta a produgio de citocina reguladora IL-10, ao passo que
regula negativamente a resposta das células natural killer (NK) e TNF. J4 o estrogénio induz
aumento da expressao de CCRS, e também estimula a resposta Th2 enquanto reduz a selegao
negativa de células B auto reativas de alta afinidade (MARKLE E FISH, 2014; TANEJA, 2018).
Sendo assim, nossos dados confirmam e também implementam informagdes a respeito da
resposta imune distinta em diferentes faixas etarias durante o envelhecimento em homens e

mulheres.

Por fim, nossos resultados sugerem que a eficiéncia do sistema imune para responder a
mudangas durante o envelhecimento parece estar bem definido e pode alterar ao longo do
tempo. Sugerem também que uma resposta imune efetiva durante a primeira e segunda infancia
caracterizada por uma forte conectividade com a vizinhanga ¢ de grande importancia para
manutengdo da saude durante a vida adulta. E com o avancgar da idade, o sistema imune passa

por um intenso ciclo de remodelacdo para alcangar um equilibrio homeostatico.

7. Observacoes Finais
O presente trabalho apresentou um perfil fenotipico cinético durante o envelhecimento

saudavel de acordo com o sexo, o qual enriquece a discussdo sobre as mudangas na resposta
imune que sdo dependentes do envelhecimento. Assim, em conjunto, nossos dados sdo Uteis
para profissionais da saide e pesquisadores ao fornecer uma compreensdo abrangente das
mudancas dindmicas complexas do sistema imune durante o envelhecimento saudavel em
ambos o0s sexos. Com isso os achados de nosso estudo podem subsidiar o estabelecimento de
biomarcadores para monitoragdo do status de satde durante o envelhecimento com uma
interpretacdo integrativa das mudangas fisiologicas e/ou patologicas nos parametros
imunolégicos.
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