-1 INSTITUTO

SUPERIOR
DE CIENCIAS
DA SAUDE

EGAS MONIZ

INSTITUTO SUPERIOR DE CIENCIAS DA SAUDE
EGAS MONIZ

MESTRADO INTEGRADO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

IMUNOSENESCENCIA

Trabalho submetido por
Cristiana Filipa dos Santos Paulo
para a obtencdo do grau de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas

Trabalho orientado por
Professora Doutora Maria Guilhermina Moutinho

Outubro de 2013









Agradecimentos

A minha familia.
A minha orientadora.

A todos os autores e autoras que tao gentilmente me concederam acesso aos seus
artigos e respetiva autorizacao para utiliza-los na realizacdo desta monografia.
Sem vés ndo teria sido possivel.

Um muito obrigado!









Resumo

A Imunosenescéncia ou o envelhecimento do Sistema Imunitéario trata-se de um
processo natural, defendido por alguns estudiosos como sendo inclusive uma evolugéo
para prevenir falhas na resposta contra a autoimunidade e surgimento de tumores ou
cancro. Fato é que com a idade as células do Sistema Imunitario sofrem alteracfes a
nivel genético como a delecdo ou surgimento de genes que alteram a sua expressdo de
superficie, a sua proliferacdo e a sua resposta a antigénios. As proprias alteracdes dos
Orgaos dos Sistema Linfatico, sendo exemplo a involucdo timica, tém forte influéncia
na expressao de recetores e no nivel de Linfocitos T periféricos, evidenciando-se uma
inversdo no racio de Linfocitos T CD4 e CDS8, naive e maduros. Conduz isto, a uma
capacidade de resposta diminuida a uma vacinacdo preventiva, a uma resposta
imunologica deficiente a novas morbilidades ou ao ressurgimento de antigas infecoes
latentes. Virus com capacidade latente apresentam capacidade de esgotar a capacidade
proliferativa do Sistema Imunitario acelerando o processo de Imunosenescéncia. Novos
estudos procuram aprumar a resposta imunoldgica na vacinagdo da populacéo idosa.

O encurtamento de Telémeros marca a Imunosenescéncia na proliferacdo celular,
sendo a replicacdo celular limitativa na maturacdo destas, surgindo em ultimo caso
Linfécitos T ndo proliferantes mas ainda secretores de citoquinas pré-inflamatorias, tais
como a IL-6 e TNF-a. Aliada a um acumular de lesbes fruto de radicais oxidativos
provenientes da respiracdo celular que podem causar dano no ADN, surgem as
condicdes necessarias para uma condicdo cronica de Inflamacao prejudicial aos tecidos.
Como resposta a todas as agressdes as células desenvolvem um Fenétipo Secretdrio
Associado a Imunosenescéncia procurando defender o organismo do desenvolvimento
de cancros conduzindo as células a um envelhecimento programado. Falhas no correto
funcionamento do ADN podem causar resisténcia a Apoptose e 0 acumular de células

incapazes e paradoxalmente conduzir a casos de maior Inflamacéo crénica.

Palavras-chave: Imunosenescéncia, Sistema Imunitario Inato, Sistema Imunitario

Adaptativo, Vacinacao.









Abstract

Immunosenescence and aging Immune System it is a natural process, advocated by
some scholars as being even an evolution to prevent failures in the response to the
emergence of autoimmunity and cancer or tumors. The fact is that with age the immune
system cells undergo changes at the genetic level as the emergence or deletion of genes
that alter their surface expression, their proliferation and their response to antigens. The
very change of Organs Lymphatic System given the example of thymic involution, have
a strong influence on the expression of receptors and the level of peripheral T
lymphocytes showing a reversal in the ratio of CD4 and CD8 T cells, naive and mature.
This leads to a small response to preventive vaccination, a poor immune response to
new morbidities or resurgence of old latent infections. Virus with latent capability have
faculty to exhaust the proliferative aptitude of the Immune System accelerating the
process of Immunosenescence. New studies looking to enhance the immune response in
vaccination of the elderly population are being made.

The shortening of telomeres marks the Immunosenescence in cell proliferation, cell
replication and maturation of the cells. T lymphocytes show a limited proliferation
although the ability to secrete proinflammatory cytokines such as IL- 6 and TNF- a,
may remain intact. Coupled to an accumulation of lesions result of oxidative radicals
from cellular respiration which can cause DNA damage, there are the essential
conditions for a chronic inflammation condition damaging the tissues. In response to all
the assaults cells develop one Immunosenescence Associated Secretory Phenotype that
seeks to defend the body from developing cancer cells leading to an aging schedule.
Failures in the correct functioning of DNA can cause resistance to apoptosis and
accumulation of cells incapable and paradoxically lead to higher instances of chronic

inflammation.

Key-words: Immunosenescence, Natural Immune System, Adaptative Immune System,

Vacination.
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Introdugdo

Imunosenescéncia

1. Introducéo

O processo de envelhecimento natural do Sistema Imunitario caracteriza-se por uma
diferenciagdo de respostas na Imunidade Inata assim como na Imunidade Adaptativa,
dando-se a esse processo 0 nome de Imunosenescéncia (Moro-Garcia, Alonso-Arias &
Lépez-Larrea, 2013). Esta é descrita como uma detioracdo do Sistema Imunolégico
associado a idade, consequentemente surgem patologias associadas, tais como doencas
neurodegenerativas, cardiovasculares, cancro e aumento de suscetibilidade para novas
infecOes (Solana et al, 2012). Uma vez que o Sistema Imunitério esta dependente de
uma regeneracdo das células precursoras hematopoiéticas, (Le Sauz, Weyand &
Goronzy, 2012) este caracteriza-se por mudancas no equilibrio entre a proliferacéo,
producdo e morte programada destas. Na Imunosenescéncia, evidencia-se in vitro
auséncia da enzima telomerase que conduz a um encurtamento dos telomeros, protetores
da conservacdo do ADN nos cromossomas, que se manifesta em processos
imunosenescentes (Pinke et al, 2013), tais como falha na apoptose, conservando
mutacbes. As mudancas funcionais que ocorrem durante o envelhecimento natural
contribuem igualmente para uma perda da eficAcia de vacinacdo e um aumento de
problemas autoimunes (Deeks S., Verdin E., & McCune J., 2012).

Calcula-se que em 2050 cerca de 40% dos europeus e americanos terdo mais de 60
anos [Lutz W. et al (1997) através de Mehr R. and Melamed D., 2011]. Sabendo que a
melhoria das condi¢cBes socio-economicas permitiu a populacdo dos paises
desenvolvidos um aumento da esperanca média de vida, o0 niumero de idosos vird a
aumentar, assim como os cuidados a estes que devem ser prestados, é portanto, objetivo
desta monografia fazer uma compilacdo sobre o que tem sido estudado sobre esta

caracteristica que a todos os Seres Vivos afeta, a Imunosenescéncia.
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Imunosenescéncia

2. Breves Conceitos do Sistema Imunitéario

Existe uma grande heterogenia entre as células do sistema imunitério derivando a
maioria de células estaminais hematopoéticas como demonstra o Anexo I. As células do
SI tém como origem o saco vitelino, posteriormente a regido AGM, Aorta-Gonad-
Mesonephros, e finalmente o figado durante o periodo fetal, posteriormente, apds o
nascimento o seu desenvolvimento da-se na medula 6ssea (Arosa F., Cardoso E. and
Pacheco F., 2007). Como demonstra o Anexo |, a partir de uma célula estaminal
progenitora e através de diversos estimulos e influéncia genética, estas células divergem
em varias linhagens essenciais a sobrevivéncia do Organismo. Uma dessas linhagens
torna-se fundamental para a primeira linha de defesa do organismo, a Imunidade Inata
que reconhece 0s organismos patogénicos utilizando recetores que ndo exigem um
rearranjo a nivel genético para desencadear resposta inflamatdria, citotoxica e de
fagocitose (Solana et al, 2012).

O SI Inato é composto por granuldcitos polimorfonucleares onde se incluem os
neutréfilos polimorfonucleares, os basofilos e os eosindfilos, as células Natural Killer,
0S mastocitos, 0os monocitos e a sua forma mais madura, 0os macréfagos. Uma vez
invadido o organismo por agentes patogenicos externos, como bactérias, virus, parasitas
ou fungos, um dos mecanismos de defesa ativado € denominado por fagocitose, sendo
as primeiras células do Sl Inato a atuar, os macrdfagos e as células dendriticas. Com a
sua capacidade de deslocacéo, estas séo das primeiras células a entrar em acéo através
de recetores de membrana que interagem com peptidos ou carbohidratos presentes nas
paredes celular dos antigénios, iniciando o processo de fagocitose (Janeway C. et al.,
2005). A secrecdo de citoquinas proinflamatdrias, tais como a IL-6, TNF-a e a IL-8,
atraem neutréfilos e células Natural Killer, iniciado o processo de Apresentacdo de
Antigénio (Sambhara S. and McElhaney J., 2009).

Interessa referir relativamente a Imunidade Inata, a importancia do Sistema
Complemento como mecanismo de defesa. Este € composto por trés vias: a Via
Classica, ativada por isotopos de anticorpos ligados a antigénio, é iniciada pela ligacéo
da proteina C1 ao dominio Cy2 da 1gG ou Cy3 do anticorpo IgM. A Via Alternativa,
ativada através da proteolise da molécula C3 e ligacdo do seu produto C3b a prépria
superficie do patogénico sem a presenca de anticorpo, e a Via da Lectina que se liga a
residuos de Manose presentes nos antigénios. Todas a vias desencadeiam uma cascata

de reacGes que resultam na clivagem dos complexos C4b2a, na Via Classica e na Via da
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Imunosenescéncia

Lectina e, do complexo C3bBb, na Via Alternativa. A enzima C3 convertase cliva a
proteina C3 em C3b e C3a, ligando-se a C3b aos primeiros complexos e contribuindo
assim por sua vez, para a clivagem da molécula C5 pela C5 convertase, em C5b e Cba.
A molécula C5b atrai em cascata as moléculas C6, C7 que ao formar um outro
complexo ligam-se a camada lipidica da membrana celular do organismo invasor,
tornando-se este recetor das moléculas C8 e C9, formando um poro na membrana, ou
Membrane Attack Complex (MAC) semelhante ao formado pelo granulo citolitico
Perforina, destabilizando assim, o equilibrio eletroquimico da célula invasora. Esta ao
ndo possuir a proteina de membrana CD59 que protege as células do organismo contra a
formacdo de MAC é suscetivel ao mecanismo de acdo do Sistema Complemento (Abbas
A., Lichtman A. and Pillai S., 2012).

Por sua vez, a resposta do SI Adaptativo tem inicio aquando da fagocitose de um
agente patogénico por uma célula dendritica imatura num tecido infetado. Através deste
processo, apresentam capacidade de limpeza do organismo, porém a sua principal
funcdo e como Célula Apresentadora de Antigénio (APC). Enquanto APC, tem por
funcédo processar o antigénio e transporta-lo para os 6rgéos linfoides onde se encontram
os Linfécitos T e B (Janeway C. et al., 2005).

Para que se proceda a apresentacdo do antigénio aos Linfocitos T, este sofre uma
degradagao nos fagolissomas das APC’s em pequenos fragmentos que posteriormente
irdo ser apresentados, através de moléculas do Complexo de Histocompatibilidade de
classe I ou classe Il (MHC | ou MHC II), aos Recetores dos Linfocitos T (TCR). Uma
parte inicial da interacdo, entre os Linfocitos T e as APC’s, € assegurada por Moléculas
de Adesdo, como sdo exemplo as Moléculas de Adesdo Intercelular, ICAM, que
interagem com integrinas, como a Lymphocyte Functional Antigen-1, LFA-1 ou CD11a/
CD18, sendo a interacdo rapidamente dissociada na falta de interacao especifica entre as
células. Pode-se dizer que existem quatro fases na apresentacdo de antigénio: a adesdo,
a ativacdo, a co-estimulacdo e a sinalizacdo através da producdo de citoquinas. Sem a
co-estimulacdo os Linfocitos T permanecem sem resposta. Os co-estimuladores mais
importantes das APC’s s@o da superfamilia de imunoglobulinas B7, como ¢ exemplo o
B7-1, ou CD80, ou a B7-2, ou CD86, que se ligam aos recetores CD28 ou CTLA-4
expresso apos a ativacdo CD28-B7. O recetor CTLA-4 possui na sua constituicdo, um
denominado Immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif (ITIM) que recruta

inibidores das fosfatases (SHIP) que por sua vez, removem o0s grupos fosfatos das
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Breves Conceitos do Sistema Imunitario

tirosinas quinases da familia Src - Fyn, Blk e Lyn - desencadeando um sinal negativo
desativando os Linfocitos T. (Male D., et al, 2006). Relativamente ao MHC, as
moléculas MHC-I apresentam os péptidos aos Linfocitos T CD8 e podem ser
reconhecidas por recetores Natural Killer. Por sua vez, as moléculas MHC-II
apresentam os péptidos aos Linfocitos T CD4, podendo estas ser encontradas nas
Células Dendriticas, Macrofagos e Linfocitos B, inclusive (Arosa F. et al, 2007). A
molécula MHC Classe | N&o-Classica, CD1, aparentemente reconhece antigénios
préprios, e apresenta molécula lipidicas presentes em micobactérias, como a
Haemophilus influenza, ou parasitas como o Plasmodium falciparum e o Trypanosoma
brucei (Male D., et al, 2006). As moléculas de MHC sdo codificadas por um grupo de
genes estaveis que ndo sofrem qualquer tipo de rearranjo, os is6topos resultantes do
polimorfismo geneticamente herdado consistem numa diversidade composta por
multiplos alelos, resultando nos isotopos denominados Human Leucocyte Antigen,
HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-E, HLA-F e HLA-G, de classe | e, HLA-DM, HL-DO,
HLA-DP, HLA-DQ e HLA-DR, de classe 11, codificados por largas centenas de genes
de 3 regides distintas do complexo HLA, no braco curto do cromossoma 6 (Parham P.,
2009).

Os Linfdcitos T helper secretam citoquinas para a diferenciacdo e mudanca de
classe de Ig dos Linfocitos B que na forma de plasmocitos iniciam a secrecdo de

anticorpos especificos — figuram 1 (Sambhara S. and McElhaney J., 2009).

Papel Ativador do Linfécito T Helper ]
MHC Il
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o
Anticeno o @
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helper
v e

(© ~@
©O--G
©—C6
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memaria imunitaria

Anticorpos

Figura 2. Ativacdo de Linfocito T helper pela apresentagdo de antigénio por um Macroéfago. Fonte:
Junqueira L. and Carneiro J., 2008.
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Os linfécitos utilizam o sistema circulatério para migrar de um local para o outro,
estando a grande maioria alojada nos tecidos e 6rgaos linfoides. Estes dividem-se em
Orgéos Linfoides Primarios, onde pertencem a Medula Ossea e o Timo e, Orgéos
Linfoides Secundérios, constituidos por Baco, Ganglios Linfaticos e Tecidos Linfoides
associados a Mucosas (Arosa F. et al, 2007).

Na idade adulta é a Medula Ossea que funcionalmente participa na producio de
células sanguineas. Esta divide-se em medula 6ssea vermelha, onde se proliferam as
células hematopoiéticas, e medula 6ssea amarela, constituida por células adiposas. A
medula apresenta microrregifes onde as células encontram condicGes de diferenciacéo,
contendo a matriz extracelular fibras de colagenio | e de reticulina, laminina e
fibronectina e ainda, acido hialurénico e sulfato de heparano. As células
hematopoiéticas encontram-se principalmente no paréngquima e as células como os
macrofagos ou os capilares sinusoides encontram-se no estroma. Estas células
hematopoiéticas incluem as células pluripotentes que como se pode ver no anexo | ddo
origem as restantes, incluido a linhagem mieloide e linfoide (Gongalves C. and Bairos
Vasco, 2007). A melatonina apresenta-se numa elevada concentracdo na medula dssea
comparativamente aos seus niveis séricos, tratando-se de uma molécula que se acredita
possuir propriedades protetoras do Sl preservando a integridade deste sistema contra
agentes oxidativos e verifica-se a sua capacidade de atrasar o dano ligado ao stress
oxidativo em neutréfilos e linfécitos envelhecidos. Também foi demonstrada a sua
capacidade inibitoria de citoquinas proinflamatorias tais como a IL-8 e 0 TNF-a.
(Espino J, Pariente J. and Rodriguez A, 2012)

O Timo é um o6rgdo linfoide central de diferenciacdo e maturacdo dos Linfécitos T
localizado no térax, por detrds do esterno e por cima dos grandes vasos. Possui dois
lobos envolvidos por uma capsula de tecido conjuntivo que se insere no interior
dividindo o parénquima deste em lébulos. Estes sdo formados por uma zona cortical
mais periférica com grande nimero de Linfocitos e uma zona medular, mais central,
onde se encontram os corpusculos de Hassall, formados por células reticulares epiteliais
(Junqueira L. and Carneiro J., 2008). A sua involucdo é apontada como a maior causa
de envelhecimento e falta de respostas do Sistema Imunitario como é mais a frente

abordado.
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O Bago € um orgédo linfoide secundario vascularizado que se divide em polpa
vermelha, com grande quantidade de eritrécitos, células NK, macréfagos, plasmdcitos e
células do estroma, formando um rede reticular; e, polpa branca, que se divide em
foliculos e zona marginal, rica em Linfocitos B e bainha periarterial, por sua vez rica em
Linfocitos T (Arosa F. et al., 2007). Visualmente em estudos de dissecacdo nos ratinhos
jovens, a zona marginal é aquela pela qual os antigénios presentes no sangue penetram
no Bago, esta é uniforme e com uma aparéncia densa a volta da zona branca e dos
foliculos. Nos ratinhos idosos comegam a evidenciar um desarranjo estrutural e reducao
das células fagocitarias tais como os Macréfagos da Zona Marginal (MZM) e os
Linfocitos B da zona marginal, ndo havendo reposicdo destas. OS MZM sdo células
com recetores de superficie, MARCO (Macrophage receptor with collagenous
structure) que interage com bactérias como o Staphylococcus aureus e a Escherichia
coli, assim como o recetor SIGN-R1, grabbing nonintegrin receptor 1, que se liga ao
recetor capsular da Streptococcus pneumoniae. Respondem rapidamente a antigénios
tais como o T-independent, o0 componente da vacina anti-pneumococica, e a reducao das
MZM explica um aumento da suscetibilidade dos idosos para infe¢cGes provocadas por
estes antigénios. A reducdo da CCL21, a quimeoquina responsavel pela chamada das
MZM a Zona Marginal também se encontra reduzida nos ratinhos mais velhos. Outra
caracteristica €, o baixo nivel de E2A e de IL-7, e ainda uma alteracdo evidenciada da
difusdo da MAdJCAM1+, mucosal addressin cell adhesion molecule 1 (Shirin Z. et al,
2013).

Ao longo dos vasos linfaticos podemos encontrar os ganglios linfaticos, orgaos
encapsulados constituidos por tecido linfoide. Por estes encaminha-se a linfa e séo
dividos em trabéculas demarcando o parénquima em compartimentos incompletos.
Imediatamente abaixo da capsula encontra-se a zona cortical, dividida em superficial,
onde se encontram 0s seios subcapsulares e peritrabeculares, assim como foliculos
linfaticos, e na regido central, tem-se a zona medular, com cordfes medulares onde se
encontram os Linfocitos B, e o hilo, por onde saem os vasos eferentes (Junqueira L., et
al, 2008).
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As barreiras fisiologicas protegem o0 organismo contra agentes patogénicos
invasores. O epitélio da pele, a mucosa gastrointestinal, a mucosa respiratéria e a

mucosa urogenital previnem a colonizagéo por estes microrganismos.

A pele apresenta uma capacidade continua proliferativa das suas células epiteliais
ou queratindcitos, diferenciando-se do interior para o exterior, onde formam apds morte
programada uma camada queratinosa protetora. Os proprios queratindcitos expressam
inclusive recetores toll-like e sdo produtores de citoquinas, tais como a TNF, a IL.1, IL-
6 e a IL-18, IL-10, CCL17; CCL20, CCL27 e GM-CFS, ativando a resposta
imunologica proliferativa e inflamatoéria. As células imunoldgicas carateristicas da pele
sdo os macrofagos e as células dendriticas de Langerhans que ao se ligarem ao
patogénico perdem a sua adesdo a epiderme, passam a expressar o recetor CCR7 e
encaminham-se para 0s nodulos linfaticos para apresentar o antigénio aos linfécitos T.
Estes também surgem na pele apresentando fenotipo de memoria, sendo encontrados
Linfocitos T helper e T reg, expressando muitos Linfocitos T intradermais no ratinho o
fenotipo T yd (Abbas A. et al, 2012). No entanto, com a idade, a renovagao epitelial
estende-se no tempo, a camada cdérnea avoluma, existe uma diminuicdo no niamero de
células de Langerharns, a secrecdo de suor e sebo diminui conferindo a pele maior
secura no idoso e evidencia-se uma diminuicdo da capacidade fagocitaria dos

macrofagos (Sambhara S. and McElhaney J., 2009).

As mucosas constituem uma barreira protetiva entre o sistema em contato com o0
exterior ou com produtos provenientes do exterior e 0 organismo tendo por isso um
sistema imunitario muito préprio cujas superficies se encontram banhadas com
secrecOes aliada a uma flora sapréfita também ela protetora nas regides do intestino,
colon, cavidade oral e nasal, assim como no trato reprodutivo da mulher. Existem
portanto associado a protecdo das mucosas um tecido linfatico especializado
denominado Mucosa Associated Lymphatic Tissue, MALT, coberto por células
diferenciadas microfold ou M, que recolhem os antigénios do lidmen da mucosa
intestinal e nasal e encaminham-nos por trascitose de encontro a Células Dendriticas e
Macrofagos presentes desencadeando a resposta imunoldégica (McGhee J. and Fujhashi
K., 2012). Podem-se dividir os Linfécitos T nestas regides em dois tipos consoante o
fenotipo do seu recetor toll-like, podendo ser entdo Linfocitos T off que participam nas

respostas convencionais contra os antigénios e, Linfocitos T com fendtipo TCR vd, néo
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se ligando estes aos ligandos MHC-péptido normais e encontrando-se especialmente
abundantes na mucosa oral. O anticorpo predominante trata-se da IgA, nomeadamente a
IgAl e a IgA2, encontrando-se na mucosa predominantemente na forma de dimero,
sendo mais resistente que a sua homologa plasmatica que se encontra na forma de
mondmero (Janeway C. Jr., et al, 2005). Kobayashi A. et al (2012) demonstrou que a
densidade das células M diminui com a idade nos ratinhos, a expressdo aumentada de
Spi-B e diminuida da quimoquina CCL20 leva a um enfraquecimento na maturagdo
destas células e compromete a atragdo de Linfécitos B.

Uma absorcao intestinal diminuida, como acontece na populacdo idosa, pode levar
a deficiéncia dos chamados micronutrientes essenciais. A deficiéncia de zinco
demonstra efeitos negativos no sistema imunoldgico, nomeadamente uma reducdo do
nimero de Linfécitos T helper, na atividade das células NK, hipoplasia dos tecidos
linfoides e em casos extremos acrodermatitis enteropathica, causadora de atrofia do
timo e grande suscetibilidade ao surgimento de infe¢es. O zinco é essencial para a
transducéo de sinal de diversas vias, nomeadamente a Lck, Lymphocyte protein tyrosine
kinase, promovendo a sua ativagdo que por sua vez ativa os Linfécitos T CD8 e CD4
(Haase H. and Rink L., 2009).

3. Senescéncia da Imunidade Inata ou Natural

3.1. Células Natural Killer

As celulas NK sdo como linfocitos grandes e granulares (LGL, do inglés Large
Granular Lymphocyte) citotoxicos contra células infetadas e tumorais, caracterizados
pela expressao de CD56 e/ou CD16 provenientes de progenitores linfoides comuns aos
Linfécitos B e T, diferenciam-se pela falta dos recetores BCR, CD3, TCR ou Toll-like
(Gayoso I. et al, 2011; Camous X. et al, 2012). O processo de diferenciacdo das células
NK nos locais de Inflamacdo nos tecidos periféricos e posterior regresso a corrente
sanguinea pode ter inicio através da interacdo do recetor CD56, cuja isoforma 140 kDa
também com o nome de NCAM interage com o recetor FGFR1 presente nos
fibroblastos (Chan A. et al 2013).

As células NK consideram-se a primeira linha de defesa para a eliminacdo de

células infetadas com virus assim como células cancerigenas, atuando quando existe um
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desequilibrio entre os recetores inibitorios Ig-like, KIR — Killer Cell Immunoglobulin-
like receptor - e LIR — Leucocyte Inhibitory Receptor, assim como nos recetores
inibitérios Tipo C — Ly49 e CD94/NKG2A-B, e os recetores ativadores CD16, NKp46,
NKp30 e NKp44, da familia Ig-like, e CD94/ NKG2C-E e NKG2D, recetores lectinas
tipo C (Camous X., et al, 2012). Estas células NK encontram-se divididas em dois
grupos funcionais: as CD56bright, imunoreguladoras, com grande nimero de recetores
de superficie CD56, e as CD56dim, com menor expressdo de CD56, citotdxicas e em
maior nimero, apresentando fendtipos diferentes, assim como diferentes funcbes e
localizacGes a nivel tecidual (Gayoso I. et al, 2011; Solana et al, 2012). O recetor
CD16, é um recetor Fc 1gG de baixa afinidade, e esta associado ao imunoreceptor
tyrosine-based activation motif (ITAM), estes em conjunto ativam a cascata para a
producdo de citoquinas, IFN-y, GM-CFS e diversas quimioquinas que causam a
desgranulacdo das células NK. Sabe-se que a sua funcdo e expressao ndo sdao afetadas
pela idade (Gayoso I. et al, 2011). No entanto, existe uma redistribuicdo na sua
populagcdo havendo um aumento das células CD56dimCD16" citotoxicas e uma
diminuicdo das celulas CD56brightCD16°, imunoreguladoras, mais imaturas do que as
primeiras (Camous X., et al, 2012). As células CD56dimCD16" exibem teldémeros mais
curtos do que as segundas revelando um nivel de diferenciacdo mais avancado (Chan A.
et al, 2013). Células CD56 CD16" representam uma pequena percentagem de células
presentes em infecdes crénicas tais como Hepatite C e VIH (Solana et al, 2012).
Verifica-se também nos recém-nascidos uma alta expressdo de CD94/ NKG2A até ao
estado adulto onde se da uma diminuicdo da expressdo deste recetor e um aumento do
recetor KIR. O recetor CD94/ NKG2A esta relacionado com o reconhecimento de
HLA-E e de KLRGL1, coordenador de respostas inibitorias, em individuos com mais de
60 anos de idade, afetando a capacidade das Células NK de mediar a Lise de Células
Infetadas (Hayhoe R. et al, 2010).

Le Garff-Tarvenier M. et al (2010) conduziu um estudo bastante acessivel sobre o
fendtipo e mudancas funcionais das Células NK humanas realcando que estas numa
populacdo muito jovem apresentam caracteristicas de imaturidade tais como a baixa
expressdo de LIR-1/ILT-2, aumentando posteriormente com o avancar da idade,
alcancando o dobro do valor em idosos do que aquele verificado em adultos numa faixa
etaria compreendida entre os 18 e os 60 anos de idade. Podendo este recetor ser
induzido através da citoquina IL-15. Outra caracteristica € a expressdo do recetor CD69

que aumenta com a idade e a capacidade de produzir INF-y que se encontra ligeiramente
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afetada. Uma observacdo importante deste estudo foi a verificagdo de que a capacidade
da funcdo das Celulas NK é recuperdvel através da indugdo por IL-2 (Le Garff-
Tarvenier M. et al, 2010). A producédo de IFN-y, TNF-a e IL-12 encontra-se diminuida
com a idade contribuindo para uma pior resposta dos Linfécitos T. A citotoxicidade das
células NK demonstra melhoria através da administracdo de hormonas tiroideias, T3 e
T4, melatonina, hormona de crescimento, insuline growth factor 1 (IGF-1) e zinco
(Mahbub S, Brubaker A and Kovacs E., 2011).

Importa distinguir as células NK dos Linfocitos T NK provenientes de Linfocitos T,
cuja perda do recetor CD28, ligada a uma mudanca de fen6tipo nos recetores da sua
superficie levam a aquisicdo de caracteristicas das Células NK, nomeadamente o
surgimento de recetores CD158B1, CD158K, CD94 e CD244 (Hohensinner P. et al,
2011). Como demonstra a figura 2, os Linfocitos T NK expressam recetores tipicos NK
e TCR, apresentam atividade antiviral e antitumoral e, ainda apresentam uma
subpopulagdo INKT com o recetor CD1d produtora de IL-17a que reconhece antigenios
com propriedades lipidicas (Mahbub S. et al, 2011).

/ CD16 CD36 CD94 ELRG-1 EIE NEG2 \

Alterakdo de fepdtipo com afidade

\ CDIE CD27 CD40L CCET /

Figura 2. Esquema representativo das alteracfes sofridas pelos Linfécitos T e surgimento de recetores
NK-like. Adaptado de Moro-Garcia M. et al., 2012,

3.2. Células Dendriticas

As Células Dendriticas podem ser divididas em Plasmacitoides, DCp, ou Mieloides,

DCm e, sdo importantes Apresentadoras de Antigénio do Complexo Major de

25



Imunosenescéncia

Histocompatibilidade, patrulhando enquanto imaturas os tecidos periféricos, e aquando
da maturagdo, apds o reconhecimento de agentes externos, desenvolvem entdo a
expressdo do recetor CCR7 e encaminham-se para os Nodulos Linfaticos (Osterlund P.
et al, 2005). Células Dendriticas expressam o recetor CD123 especifico da Interleucina
3 e apresentam uma capacidade de produzir rapidamente IFN em resposta a infe¢Oes
através da transcricdo de niveis elevados do fator IRF-7. Apresentam uma resposta
imunitéria eficaz contra agentes patogénicos externos, nomeadamente virus, apesar do
seu fraco poder fagocitario, através de Recetores Toll-like, TLR7 e TRLY, regulando a
expressdo citotoxica dos Linfocitos CD8, assim como a sua secre¢do de IFN-y, tanto
destes como dos Linfécitos CD4 (Sridharan A. et al, 2011). As Células Dendriticas
expressam uma morfologia de membrana tipica com recetores de classe 1l HLA, CD1a,
CDl11c, CD54, CD80 e CD86, e sdo produtoras de IL-12 e TNF-a, ndo existindo uma
diferenca substancial na resposta a um estimulo proliferativo seja na populacédo jovem
humana quer na populacdo idosa (Shurin M., Shurin G. & Chatta G., 2007).

A sua resposta a virus reflete-se na sintese de IFN-a ¢ INF-$ e citoquinas do tipo |
IFN-like, 1L-28 A, ou INF-A2 INF-A3, ¢ B e IL-29, ou IFN-A1, que restringem a
replicacdo viral e protegem células ndo infetadas. Porém, denotou-se uma ineficacia do
Virus Influenza em induzir eficazmente a maturacdo das DCm, verificando-se uma
maior resposta das DCp em produzir IFN. Este virus apresenta uma proteina nao-
estrutural NS1 que blogueia a ativacdo do fator de regulacédo 3 e ainda interfere com o
correto processamento do pré-ARNm da célula. No entanto, o pré-tratamento com IFN-
a ¢ IFN-B demonstrou ser eficaz no aumento de expressao dos genes que codificam os
respetivos IFN, assim como as citoquinas, os Recetores Toll-like e os fatores de
regulacdo. (Osterlund P. et al, 2005) Agrawal A. et al (2013) comparou as diferencas
nas células dendriticas entre idosos e individuos jovens, chegando a conclusdo de que
ndo existe em termo de ndmero, de diferenciacdo e de maturacdo uma diferenca
substancial. Ndo obstante, revelou-se um aumento da secre¢do de TNF-a ¢ de IL-6 nos
individuos idosos, sem alteracdo das restantes citoquinas estudadas, a IL-12p40, a IL-
12p70 e a IL-10 em resposta a estimulacdo do TLR, pensando-se que se trata de um
processo de sinalizacdo intracelular destes recetores. Esta sinalizacdo destes recetores €
feita por proteinas quinases que levam a ativacdo do fator regulatério do IFN e da
familia fator nuclear kappa B (NF-xB) que por sua vez induzem a regulacdo dos genes
reguladores dos TLR (Sirén J. et al, 2013). O fator de transcricdo NF-«xB regula os

processos inflamatérios através de moléculas tais como as citoquinas,
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metaloproteinases, moléculas de adesdo e a ciclo-oxigenase 2 (COXjy, sendo esta
ativada pela P13K/Akt, pela mitogen activeted protein kinase (MAPK) e ela propria por
citoquinas (Macaulay R., Akbar A. & Henson S., 2012). O NF«kB liga-se e é
negativamente regulado pelo inibidor kappa B no citoplasma, este ao ser inibido por
fosforilagdo através de estimulo inflamatdrio permite a ativagdo da translocacéo para o
nicleo do NFkB e sua consequente transcricdo. Assim, é induzido um aumento da
proliferacdo celular, sdo induzidas também alteracdes a favor de tumorgénese, ativacdo
de fatores de crescimento endotelial e as células a tornarem-se resistentes a apoptose por
inibicdo de proteinas apoptdticas 1 e 2 (Shetter A., Heegaarg N. and Harris C., 2009).
Com a idade a atividade das células dendriticas encontra-se diminuida devido a perda
do recetor CD28 e diminuicdo da fosforilacdo da proteina quinase Akt (Macaulay r. et
al, 2012).

3.3. Mondcitos e Macrofagos

Os Mondcitos, assim como o0s Neutrofilos e os Eosinofilos apresentam uma
caracteristica fagocitaria conduzida por sistemas de recetores apresentados no Anexo 11,
elaborado por Dale D., Boxer L. e Liles W. (2008) entre os quais se encontram a familia
dos recetores toll-like. Estes elaboram um sinal utilizando a proteina MyD88 ou a via
TRIF que ativam o NF-kB e estimulam a producéo de citoquinas pro-inflamatérias
(Dale D., Boxer L. & Liles W., 2008). Os mondcitos podem ser divididos em classicos
com o fendtipo CD14"CD167, intermédios, CD14"*CD16" e ndo classicos
CD14'CD16"". As mudangas associadas a idade nos trés fenétipos resumem-se a um
aumento da expressdao de CD11b, associado a um aumento de formacdo de placas
ateroscleroticas nos ratinhos. Uma reducdo de CD62L também se evidencia como uma
alteracdo de fendtipo com a idade, sendo este ligando responsavel pela adesdo dos
monacitos a células endoteliais, estando assim a sua migracdo afetada. Uma reducédo do
CD115 e na expressdo de TLR3 nos mondcitos classicos, e um aumento de CXCL10 no
plasma esta associado a um aumento de IFN-y (Hearps A. et al, 2012).

Os Macréfagos tém como precursores 0s Mondcitos e sdo de maxima importancia
na medida em que limpam o organismo das células apoptoticas. Podem ser ativados
pela via classica, M;, ou pela via alternativa, M,, influenciando a sua interacdao
respetivamente com os Linfécitos Th ; ou Th , conforme a via de ativacdo optada.

Como se pode ver na figura 3, os Mondcitos M1 caracterizam-se pela producéo de
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citoquinas pro-inflamatdrias tais como a IL-6, TNF-a, IL-12 e a IL-1p, por sua vez, 0s
Mondcitos M2 apresentam um fendtipo anti-inflamatorio sob a estimulagdo com IL-13 e
IL-4 por si sd, ou associadas a IL-10, produzindo esta mesma e IL-1RA, antagonista do
recetor da IL-1 (Beenakker K. et al., 2013). Os Mondcitos expressam de recetores CD4
e CD16 diferenciais, em que existe a presenca da expressdo de CD62L, CD64 e CCR2
em células com o fendtipo CD14°CD16™ e a expressio de CX3CR1 nas células
cD14™CD16". Com o avancar da idade denota-se um aumento da producdo de
prostaglandina E2 cuja expressdo inibe a expressdo de moléculas de MHC Il e a
producdo de IL-12 (Solana R. et al, 2012). Pinke et al (2013) concluiram apds a
medig&o in vitro de citoquinas em duas populacdes, uma jovem e outra idosa, que 0S
monaocitos sofrem mudancas com a idade. Em individuos com mais idade evidenciou-se
um aumento de TNF-a, relacionando-a ao desenvolvimento de inflamagéo,
carcinogénese e doencas autoimunes, tal como a artrite reumatoide, e a da proteina
quimioatrativa de monécitos 1 (MCP-1) como resposta ao estimulo inflamatorio,
estando relacionada com a preservacdo de populacdo de células T e progressdo de
arteriosclerose, também existe evidéncia de uma diminuigdo da TGF-B, uma citoquina
com acdo anti-inflamatéria. Concluiu-se também que as células linfocitarias possuem
um efeito imunomodulador, tanto no grupo jovem como no grupo idoso, no entanto sob
a estimulacdo com LPS denotou-se uma perturbacdo em ambos os grupos, denotando-se
a sobreproducéo de IL-6, IL-13, MCP-1 e IL-10, e um decréscimo da TGF-$ (Pinke et
al, 2013). Os Macrofagos apresentam uma capacidade diminuida de produzir reagentes
oxidativos com a idade. A atividade da Ciclo-oxigenase 2 (COX-2) encontra-se
amplificada o que conduz a alteragdes no metabolismo do &cido araquidénico

conduzido a estados de inflamacéo cronico (Albright J. and Albright J., 2003).
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/ Célula Progenitira dos Monacitos \
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Figura 3. Esquema da diferenciacdo dos Mondcitos em M1 e M2. Adaptado de Beenakker K. et al., 2013

3.4. Neutrofilos

Neutrofilos ou Linfocitos Polimorfonucleares sdo celulas granulociticas poés-
mitoticas com um tempo de semivida de 12 a 18 horas produzidos na medula 0ssea. A
sua resposta com a idade difere se estiver em discussdo a diferenca entre bactérias
Gram’, tal como a E. Coli cujo recetor envolvido, o0 CD14, se liga ao Lipopolissacarido,
e bactérias Gram®, dependentes do Sistema Complemento, e este sim afetado com a
idade ao contrario do primeiro (Butcher S. K. et al, 2001). Os Neutréfilos atuam como
primeira linha de defesa dentro da Imunidade Inata induzindo a maturacdo das Ceélulas
Dendriticas que por sua vez irdo diferenciar os Linfocitos T em Thl ou Th2. S&o
também descritos como legionarios podendo afetar colateralmente os tecidos na sua luta
contra particulas infeciosas e apresentam capacidade apresentadora de antigénio
expressando recetores MHC Il. Podem ainda ser divididos em Granulos Peroxidase
Positivos ou Azurofilicos e Granulos Peroxidase Negativos (Kumar V. and Sharma A.,
2010). Dale D. et al. (2008) atraves de Klebanoff (1968) faz referéncia a importancia
das enzimas NADPH oxidase e mieloperoxidase - esta ultima libertada dos granulos
durante a fagocitose - como produtoras de hidroxido de hidrogénio nos neutréfilos
conferindo-lhe propriedades anti-inflamatérias. Uma carateristica da senescéncia dos
neutrofilos é o decremento da efetividade da fagocitose com a idade, sendo a fusdo do

fagossoma com as vesiculas de modo a formar o fagolisossoma essencial para a sua
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correta acdo. Uma vez que o nivel elevado de Ca** livre no citosol é essencial para a
fusdo destes, a diminui¢do do seu influxo é critica para o correto funcionamento dos
neutréfilos. Pensa-se que esta diminuicdo estara relacionada com deficiéncias da via de
inositol-fosfolipido originada com alteragcdes na composicdo da prépria camada lipidica
das membranas celulares (Albright J. and Albright J., 2003).

3.5. Mastécitos

Os Mastdcitos sdo células residentes dos tecidos em contato com alérgenos externos
como é o caso da epiderme, o trato respiratorio e a mucosa gastrointestinal. Chatterjee
V. e Gashev A. (2012) demonstraram uma subida no nimero total de mastdcitos de
27% em ratinhos com 24 meses, considerados idosos, com um aumento de
aproximadamente 400% da sua ativacdo no tecido mesentérico. Sendo células de
primeira linha de defesa, produtoras de mediadores vasoativos e promotores da
inflamacéo, tais como a serotonina, leucotrienos B4 e C4, assim como de tromboxano
A2 e histamina, sendo esta, um potente modulador dose-dependente da contrabilidade
do sistema linfatico que com o envelhecer perde o seu dinamismo, podendo criar
situacOes de edema (Chatterjee V. and Gashev A., 2012). Expressam ainda, 0s recetores
IL-3R, c-KIT, Fcylll e FceRI - recetor de alta afinidade a IgE - e através destes, estéo
associados a imunorespostas relacionadas com esta imunoglobulina. Contendo no seu
interior heparina, as suas principais funcdes resumem-se a desgranulacdo como, por
exemplo, de protéases, triptases e quimases, transcricdo de genes e producdo de
eicasinoides. Considerados como efetores criticos de reacdes inflamatorias, qualquer
alteracdo na célula pode ter graves consequéncias de hipersensibilidade, como é o caso
da reprogramacdo induzida pela idade da sua desgranulacdo coordenada pela
Prostaglandina E2, PGE, Estdo associados a doencas como a asma, alergias,

arteriosclerose e doenca isquémica coronaria, entre outras (Grizzi F. et al, 2013).
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4. Stress Oxidativo

A mitocondria é um organito presente nas células animais que possui 0 seu préprio
ADN mitocondrial circular de dupla cadeia, ADNmt, com 16 569 pb que codifica 13
subunidades de proteinas ligadas a cadeia respiratoria e 24 componentes de ARN
necessarios a sintese de proteinas mitocondriais, ndo desfazendo a grande maioria das
proteinas mitocondriais produzidas também pelo ADN nuclear (Trifunovic A. and
Larsson N., 2008). E sabido que o nimero de mitocondrias assim como o nimero de
copias de ADN mitocondrial e respetivos niveis de proteinas decresce com a idade. As
préprias mitocdndrias comegam a apresentar uma forma arredondada e, embora ndo seja
notada uma alteragdo na atividade nos complexo II, Il e ATP Sintase, 0s restantes
complexos, I e 1V, apresentam uma diminui¢do na sua atividade (Bratic A. and Larsson
N., 2013). A mitocondria apresenta como sua principal funcéo a producéo de energia na
forma de ATP para possibilitar as células o seu normal funcionamento. Este processo de
fosforilacdo oxidativa conduzida por quatro complexos e a ATP Sintase presentes na
membrana interna mitocondrial conduz a formacgdo de produtos, tais como radicais
livres, capazes de induzir stress oxidativo (Bratic A. and Larsson N., 2013). A Teoria
do Envelhecimento através de Radicais Livres associa a degeneracdo a efeitos
prejudiciais de espécies de oxigénio reativas produzidas na Cadeia de Transporte de
EletrGes que induzem dano nos lipidos, nas proteinas e nos acidos nucleicos das células
provocando uma cascata de disfuncdes culminando em mutacfes do ADN, resultando
no processo de Envelhecimento e em ultimo caso, em Doencas Degenerativas
(Trifunovic A. et al, 2005). Nao obstante, as células aerébias apresentam mecanismos
de defesa na forma de enzimas antioxidantes que metabolizam estas moléculas reativas
sendo exemplo a Superoxido Dismutase (SOD), a Glutationa Peroxidase e a Catalase.
Curiosamente a atividade das duas ultimas aumenta com a idade enquanto que a
atividade da SOD sofre uma diminuicdo (Espino J. et al, 2012). O préprio ADN
mitocondrial é bastante sensivel ao dano oxidativo, e consequentemente suscetivel a
mutac¢6es devido a sua proximidade com o local de producéo de radicais livres e falta de
histonas protetoras. A mitocdndria também revela um papel na hemostase do célcio,
sendo verificado aquando da administracdo de um inibidor de troca i6nica de calcio, 0s
niveis de espécies radicalares oxidativas a diminuirem consequentemente, verificando o
seu aumento novamente com a entrada de calcio citolosico (Lopez-Armada M., et al
2013).
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Neutrofilos, Macréfagos, Células Dendriticas e Mondcitos libertam espécies
reativas como forma de combater microrganismos invasores. Este mecanismo envolve
uma escala de reagdes entre as quais: a conversdo catalitica de O, no seu radical
superoxido através do complexo NADPH, sendo depois convertido em H,0, pela
Superdxido Dismutase, posteriormente € entdo convertido em radicais livres reativos,
‘OH e H. De seguida a enzima Mieloperoxidase, apenas presente no sistema imunitario
inato, converte estes radicais em Peroxinitritito, na presenca de NO, ou Hipoclorito, na
presenca de CI” (Cannizo E. et al, 2011). Os reagentes oxidativos induzem a cascata de
transducdo de p53 e p16™<**-RB conduzindo as células ao fendmeno de senescéncia
(Kuilman T. et al., 2010). O complexo NADPH representado na figura 4 reduz o
oxigénio a superdxido, catalisando uma subida abrupta na formacdo de superoxidos
apos fagocitose por macréfagos logo a seguir a uma ativagao através do recetor FcR. A
sua acgdo € inativada pelo inibidor MAPK p38 que induz a translocacéo de p47 e Rac
através da membrana, bloqueando a ativa¢do da Rac (Park J., 2003).

Classificam-se como Damage-associated Molecular Patterns, DAMP’s, as
moléculas capazes de induzir resposta inflamatéria como consequéncia de dano celular.
Tem-se atribuido o surgimento de algumas destas moléculas as mitocéndrias. Estas
moléculas capazes de ativar APC’s induzem a produgdo de IL-1B, IL-6, MCP-1 e TNF-
a como forma de ativacdo de inflamassomas pela via NLRP3. Podem inclusive,
desencadear autofagia como forma de tentar controlar uma infecdo em resposta a um

stress de privacao, tal como hipoxia ou ma-nutricao. (Lopez-Armada M. et al, 2013)

/ @ _‘-Ieme
gpfl
Citosol

(o) (&
. = OO
(o e
A

Membrana

Figura 4. Ativacdo do Complexo da NADPH Oxidase. Adaptado de Park J., 2003.
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5. Inflamag&o Cronica

O processo de Inflamagdo caracteriza-se por uma resposta localizada com
consequéncias sistémicas e é desencadeado por um trauma ou uma infecdo, procurando
destruir ou reduzir o agente causal e o tecido lesado, levado a cabo por um grupo de
citoquinas pro-inflamatdrias e mediadores do Sistema Imune Inato (Candore G. et al,
2010). A uma desregulacdo dos mecanismos inflamatorios e anti-inflamatorios,
provocando um estado de inflamacg&o crdnica de baixa intensidade que se manifesta com
a idade foi denominado com o termo anglo-saxonico de “Inflamaging”, caracterizado
por um aumento de mediadores inflamat6rios como as citoquinas e proteinas de fase
aguda (Frasca et al, 2012). Embora uma inflamacéo bem estabelecida no tempo e no
espaco possa ser benéfica para o organismo, a sua forma crénica pode predispor as
células para uma transformacdo oncogénica, provocando instabilidade genomica,
elevacdo de angiogénese, producdo aberrante de citoquinas e fatores pro-inflamatorios,
aumento de COX-2 e de fator kappa B nuclear, NFkB, entre outros. Considera-se a
inflamagéo cronica como causa major de cancro, existindo casos bastante conhecidos
como o carcinoma hepatocelular provocado pela infecdo crénica que tem como origem
0 virus da Hepatite B e da Hepatite C. Outros exemplos, tratam-se do cancro do
estdbmago provocado pela gastrite crénica com origem na colonizacao por Helicobacter
pylori, o cancro da bexiga provocado por Schistosoma hematobium, e as mais
conhecidas fibras de asbesto do fumo do tabaco (Schetter A. et al, 2009).

No anexo 111 apresenta-se um resumo de biomarcadores de senescéncia identificados
em lesdes neoplasicas associados a dano genético e induzidos pelo stress. O cancro
pode ser definido como a doenca da velhice devido a sua cada vez maior incidéncia com
0 aumentar de esperanca média de vida e exposicdo a fatores de stress ou ambientais
desencadeantes. A enzima Telomerase oferece as células, incluindo as células
somaticas, uma capacidade de potencial imortalidade observada em cerca de 80 a 90%
dos casos de cancro, tornando-se num biomarcador desta enfermidade, ndo se
expressando ou expressando-se pobremente nas células somaticas normais (Mazzola P.
etal., 2012).
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6. Fendtipo Secretdrio Associado a Senescéncia - SASP

A Senescéncia é tida como um fendmeno de progressivo encurtamento dos
telémeros a cada divisdo celular, desencadeando respostas uma vez o dano no ADN,
quando se chega a um estado critico e limitativo da proliferacdo celular ou em resposta
a stress oxidativo conduzindo a célula a apoptose ou a um estado de Senescéncia
Replicativa (Prieur A. and Peeper D., 2008). Refere-se a um estado irreversivel de
cessamento de proliferacdo celular embora ainda metabolicamente ativa seguida de um
estimulo em resposta a condicbes pré-malignas desencadeando um mecanismo
anticancerigeno. O relaxamento da cromatina pela histona deacetilase leva a um acordar
de genes supressores de tumores, assim como de proteinas que ativam a senescéncia
celular. Pode ser considerado como um marcador de senescéncia a expressédo de B
galactosidase associada a senescéncia, SA f-gal, marcador de uma atividade
lisossdmica aumentada. Outro marcador serd a proteina supressora de tumor p16'™"<
que ativa o gene retinoblastoma, Rb, cuja funcéo principal sera de reprimir a transcricao
de genes que induzem a entrada da célula na fase S do ciclo celular (Penfield J. et al,
2013). Considerado como um sistema evolutivo contra o cancro na idade jovem adulta,
com a idade considera-se que o Fenotipo Secretorio Associado a Senescéncia, SASP, é
paradoxalmente o principal condutor para uma inflamacdo crénica, nomeadamente no
tecido adiposo, atraves das suas proteinas TNF-a, IL-6, MCP-1 e proteinas ligantes IGF,
IGFBP (Tchkonia T. et al., 2013). O TNF-a esta associado a uma perda de forca
muscular uma vez que estimula o decaimento proteico nas células do tecido muscular,
induz a producdo de IL-6 que por feedback negativo inibe a expressdo do gene TNF
(Schaap L. A. et al, 2009). Por sua vez, a citoquina IL-6 promove a producdo de
Proteina C Reativa que corrobora o risco de uma futura doenca cardiovascular (Kiecolt-
Glaser J. et al, 2003). Laberge R. et al. (2012) demonstraram o efeito da reducdo da
secrecdo de IL-6 através da administracdo de cortisol e de corticosterona, apresentando
a primeira um efeito mais acentuado do que a segunda. A administracdo destes
glucocorticoides também suprimiu a producdo de IL-8, GM-CSF, MCP-2 e de IL-1a.
Esta Gltima citoquina ativa o recetor IL-1R desencadeando a cascata NF-xB e através de
um efeito de feedback positivo produzindo-se mais IL-1a. O aumento de TNF-a, IL-6 €
IL-1 esta relacionado com uma declinio cognitivo e risco de doenca de Alzheimer,
aumento de atividade protrombdtica, menor capacidade gastrica, reabsorcdo 0Ossea,

diminuicdo de osteoblastos e aumento de stress oxidativo (Michaud M. et al., 2013).
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Kuilman T. et al. (2010) na sua revisdo descreve a senescéncia celular como «uma
perda a longo termo de capacidade proliferativa apesar de uma viabilidade e uma
atividade metabdlica continuada». As células apresentam formas caracteristicas distintas
consoante o fator desencadeador da senescéncia. Células planas estdo associadas a
inducéo pelo gene oncogénico H-RAS, causa de hiperproliferacéo e, células em forma
de fuso devem-no a expressdo de BRAF ou ao silenciamento por parte do gene p400. O
oncogene rat sarcoma, RAS, ap6s mutacdo torna-se dominante e induz proliferacdo
celular, crescimento tumoral e angiogénese, sendo estes dois Ultimos induzidos pela
quimiocina IL-8 cuja expressdo € induzida por este oncogene, assim cOmo a expressao
de IL-6 e IL-11 (Freund A. et al., 2011).

A transducdo de sinal do gene p53 - sendo a p16™"** um dos seus ativadores - e do
p16™"*~.RB medeia a ativacdo da senescéncia das células, existindo acumulagdo de
p21°"™ e p151N**B. O gene p53 medeia sinais emergentes de uma ativagdo oncogénica,
disfuncdo de telémeros, espécies reativas de oxigénio e dano de ADN. (Kuilman T. et
al., 2010) Este gene suprime a tumorgénese e limita o desenvolvimento de um ambiente
pro-inflamatorio limitando a SASP. Sabe-se que o gene p53 inibe a SASP contendo a
ativacdo da mitogen-activeted protein kinase, MAPK p38 que por sua vez regula a
SASP atraves da via de transcricdo NF-kB (Freund A. et al., 2011). Os fatores de
crescimento insulin-like ligantes a proteina 3 e 5, IGFBP3 e IGFBP5, estdo associados a
uma regulacéo da atividade do gene p53, contribuindo para a diminuicdo da proliferacéo
celular (Kuilman T. and Peeper D., 2009). Os genes supressores de tumores e 0S seus
respetivos produtos podem conter uma resposta farmacoldgica na regressdo de cancros.
Uma vez que a inativacdo continuada do p53 € necessaria para a manutencdo e
sobrevivéncia do tumor, este gene promove a senescéncia ao ativar genes que inibem a
proliferacdo celular, tais como o p21/Cipl/Wafl e o microARN miR-34. A sua mutacdo
leva um aumento da proliferacdo e promocdo de instabilidade gendmica e inclusive
pode levar a uma resisténcia a farmacos quimioterapéuticos (Penfield J. et al, 2013).

A expressio de p19°%F tem um lugar dominante como marcador de
Imunosenescéncia, enquanto que o gene Arf atua como supressor tumoral nos ratinhos
(Kuilman T. et al., 2010). Baker D. et al. (2012) conduziram um estudo em que

6" ¢ a sua delecdo com o atraso de

demonstraram uma correlacdo entre o gene pl
patologias teciduais que se acumulam nas células com a idade, medindo-o atravées da
ativacdo de PPARy e submetendo as células dos ratinhos a uma senescéncia forcada

através do uso de rosiglitazona. Teyssier J.R. et al (2012) por sua vez fizeram uma
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pesquisa procurando relacionar genes implicados na disfungdo de telémeros e
consequente senescéncia correlacionando-os com desordens depressivas major.
Concluiram pois que o gene p16™**A stathmin (STMN1) e telomerase reverse
transcriptase (TERT) est&o presentes em mulheres que padecem desta condigé&o. O gene
p16"™K* faz parte do locus CDKN2A que se encontra envolvido no controlo do ciclo
celular como supressor tumoral inibindo a fase S. O STMNL1 codifica a molécula
estamina que regula sinais do ambiente celular, regulando a formagdo de microtibulos,
encontrando-se altas concentracdes de estamina em células pré-senescentes e aquando a
sua submissdo a radiagdes gama. Também foi relacionado um aumento da molécula 8-
hidroxi-29-deoxiguanina com a prevaléncia da patologia depressiva cronica. Esta
molécula é clivada pela proteina expressada pelo gene OGG1, uma vez que se acumula
nas repeticbes TTAGGG dos telomeros devido a agdo de radicais livres provocando
uma rutura no ADN e consequente erosao telomérica (Teyssier J.R. et al, 2012). Como
demonstra a Figura 5, 0s mecanismos cima enumerados levam ao surgimento da SASP
levando a uma condicdo de inflamacao cronica, como consequéncia do dano do DNA
que por sua vez altera o correto funcionamento celular, potenciando o efeito de

Imunosenescéncia.
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Figura 5. Mecanismo para a Inducéo de SASP. Adaptado Tchkonia T. et al., 2013
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7. Senescéncia da Imunidade Adaptativa

E necessario o equilibrio entre a Hemdstase e Adaptacéo a fatores de stress externos
criando no organismo uma memoria imunoldgica. (Le Sauz et al, 2012). O SI
Adaptativo depende da sua capacidade de reconhecer um epitopo presente na superficie
celular de qualquer agente patogénico através dos recetores dos Linfocitos T (Johnson
L. F. P et al, 2012). A fun¢&o dos linfécitos T decai com a idade levando a uma maior
suscetibilidade dos idosos a infecdes e uma maior prevaléncia de cancro (Tatari-
Calderone Z. et al, 2012).

A producdo de Linfécitos a partir de um progenitor ndo-diferenciado da-se nos
Orgaos Linfoides, sendo exemplo destes a medula dssea, onde maturam os Linfocitos B
e 0 timo, onde maturam os Linfocitos T. Consideram-se os ganglios linfaticos, o baco e
os tecidos linfoides associados as mucosas, Orgdos Linfoides Secundarios, onde se

encontram os Linfocitos T naive e o antigénio (Arosa F. et al, 2007).

7.1. Involugdo timica

Os Linfocitos T migram da medula 6ssea para o timo onde sofrem maturacdo. As
células T ao passar pelo timo desenvolvem o seu fenétipo sofrendo entdo uma selecédo
onde as células auto-reativas sdo induzidas a uma morte programada, ou apoptose,
sendo as restantes células libertadas para a periferia como células auxiliares (ou helper)
Th naive, CD4, ou ceélulas citotoxicas, CD8 (Gruver A. and Sempowski G., 2008). O
timo desenvolve-se com a idade até a puberdade, altura em que se inicia a sua retracao
quer em tamanho quer em funcdo (Appay, Sauce & Prelog, 2010). Nos ratinhos a
involucdo timica demonstra-se dependente de condicdo genética mapeada no
cromossoma 4 e denominado Til idéntico ao gene Tbh2rl, também no cromossoma 4, que
regula a transcricdo de TGF-B, um regulador da resposta proliferativa de células
progenitoras estaminais (Kumar R, Avagyan S. and Snoeck H., 2010). A exposicdo a
um nivel basal de um padrdo de moléculas associadas a um agente patogénico, PAMP’s,
conduz a involucdo timica. Os MicroARN modulam a producdo de proteinas a partir de
ARNmM provocando a sua destabilizacdo e inibicdo de translacdo, regulando o sinal de

exposicdo a PAMP’s nos mondcitos e células dendriticas. O MicroARN miR-29a
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demonstra uma funcdo protetora da arquitetura timica, limitando a expressdo de
IFNAR1, que forma uma das duas cadeias dos recetores dos IFN, e diminuindo a
sensibilidade a PAMP’s, conservando 0 correto funcionamento do timo (Papadopoulo
A. et al, 2013). A diferenciagdo de células progenitoras da medula 0ssea no
microambiente do timo (Chinn 1. et al, 2012) perfaz 50% do total da resposta
proliferativa, sendo maior nos primeiros anos de vida e comecando a declinar apds a
puberdade com a involugdo deste, cujas células, os timdcitos, comegcam a
biotransformar-se em adipécitos ocupando o espago perivascular (Le Sauz et al, 2012),
como esta demonstrado no resumo das caracteristicas da figura 6.

As células mesenquimais do timo apresentam um potencial de se diferenciar em
adipécitos marcado pelo fendtipo PDGFR-o e PDGFR-B. Células PDGFR-o+
expressam um fator de transcricdo gama peroxissoma proliferator activated recptor
PPARY que induz adipogénese ectopica nomeadamente na medula 6ssea € no proprio
timo (Dixit V, 2010). O PPARy em resposta a um balango energético positivo cronico
leva a uma diferenciacdo dos fibroblastos em adipocitos no tecido adiposo branco, é
também necessario para a inducdo de sensibilidade a insulina necessaria a Adipogénese.
Na Medula Ossea a restricio calérica, definida com uma reducdo de 30 a 50% das
calorias ingeridas, (Dorshkind K., Montecino-Rodriguez E. & Signer R., 2009) reduz o
tamanho dos adipocitos mas ndo previne a sua formacdo, esta reducdo leva a um
aumento da eficacia do metabolismo, assim como a um aumento da sensibilidade a
insulina (Yang H. et al, 2009). A presenca de adipdcitos no Timo esta ligada ao
decaimento da producdo de Linfocitos T naive, estando a expressdo do gene ubiquitario
Axin, especialmente nos fibroblastos do Timo, assim como nas Ceélulas Epitiliais
Timicas (TEC), ligada ao aumento de adipocitos e a reducdo da Timopoiese (Yang, et
al, 2009). Yang et al, 2009, demonstraram que a Restricdo Caldrica prevenia um
aumento da expressdo do gene Axin provocada pela idade e inclusive estimulava a
Ghrelina que pode reverter uma involugdo timica. A Ghrelina trata-se de um péptido
produzido predominantemente no estdbmago em resposta a um balango energético
negativo que inibe citoquinas pré-inflamat6rias num mecanismo dependente do Recetor
Secretagogo da Hormona de Crescimento, GHSR (Youm Y. et al, 2008). A sua
expressdo declina com a idade e Youm Y. et al (2008) verificaram que a sua
suplementacdo em velhos ratinhos inibia a expressdo adipocitica das células do
parénquima do timo, enquanto que ratinhos cuja expressdo de Ghrelina foi anulada

apresentavam um aumento do nimero de adipdcitos e uma acelera¢do da involugédo do
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timo. Outro estudo conduzido por Yang H. et al (2009) demonstra que a ablacdo de

Ghrelina leva a uma perda das TEC’s ¢ a um aumento de adipdcitos no timo.

A estrutura das células T é diferenciada em nichos no estroma do timo composto por
TEC que se subdividem em TEC cortical, responsaveis por uma selecdo positiva da
linhagem das células T, onde se destaca a diferenciacdo e a expansdo timocitica e, a
TEC medular que é requerida pra conferir uma autotolerdncia em estados finais na
maturacdo dos timdcitos. A degeneracdo do timo caracteriza-se por uma diminuicdo da
complexidade da sua estrutura arquiteténica (Chinn 1. et al, 2012). Napolitano L. et al
(2008) conduziram um estudo que relaciona os efeitos da Hormona de Crescimento e do
seu mediador a IGF-1, na funcdo do timo de pacientes VIH-1 positivos, relacionando o
tratamento destes com esta hormona com um aumento na densidade timica e no nimero
de Linfocitos T CD4 naive, assim como nos Linfocitos
CD8'CD45RA'CD26L"'CD11a”"™ em circulacdo, no entanto este tratamento
desencadeou efeitos adversos tais como artralgias, edema e anormalidades no
metabolismo da glucose entre outros, reversiveis com a descontinuagdo do tratamento
(Napolitano L., et al, 2008). A Hormona de Crescimento (GH) sintetizada pela hipofise
anterior demonstra efeitos na mediacdo de recetores de citoquinas do tipo I, sendo
indiretamente mediada pela IGF-1, sintetizada pelo figado em resposta por parte de
estimulacdo da primeira. Ambas demonstraram efeito na involucéo timica em roedores.
A GH demonstra efeito na proliferacdo de timocitos e TEC, estimulacdo de secrecdo de
hormonas timicas, citoquinas e quimoquinas no microambiente do timo e inducgédo de
proteinas da matriz extracelular. A interacdo da quimoquina CXCL12 com o recetor
CXCR4, mediada pela via JAK/STAT e inibida pela expressdo de supressor da
sinalizagdo de citoquinas 3 (SCOCS3), demonstra-se essencial para a libertacdo de
células estaminais a partir da medula Ossea. A administracdo de GH demonstra
aumentar a expressdo de SCOCS1 e 3 inibindo a quimeoquina CXCL12 e
consequentemente libertando células estaminais da medula 6ssea (Taub D., Murphy W.
and Longo D., 2010).

Garfin et al (2013), nos seus estudos concluiram que a delecdo dos genes da familia
Rb em ratinhos, conduzia a uma proliferacdo das TEC prevenindo a involucdo do timo.
Os genes RB regulam a transcricdo do Foxnl que é expresso tanto na cTEC como na
MTEC, que por sua vez esta proposto que regula a transcricdo da isoforma Illb do

Recetor 2 do Fator de Crescimento dos fibroblastos (FGFR2IIIb) essencial para a
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proliferacdo e diferenciagdo das TEC (Chinn et al, 2012). As proteinas e ARN Foxnl
aumentaram no timo mutante, porém por si sO, este mecanismo ndo é suficiente para
fazer aumentar o tamanho do timo. Os niveis de Foxnl também sdo influenciados pela
atividade da E2F que se comporta como promotora do gene. A inibigdo dos genes RB e
atividade ndo restringida da E2F provocam a expansao do timo nos ratinhos (Garfin et
al, 2013). Hirakata A. et al. (2010) estudaram o efeito da administracdo da
administracdo de um agonista da LHRH, Luteinizing Hormone- Realising Hormone, o
Lupron, normalmente utilizado no tratamento do cancro da préstata, no timo. Apo6s o
primeiro més de tratamento, a glandula pituitaria dessensibilizou-se devido ao
prolongamento de sinal, e os niveis de testosterona diminuiram, notando-se como
consequéncia um rejuvenescer do timo, indicando um relagdo inversa entre a sua
estrutura e os niveis de testosterona.

Na revisdo de 2011 de Aw D. e Palmer D., € dito que a involucdo do timo é
evolucionaria uma vez que esta presente em todos os vertebrados. Sabido que o timo é
um orgdo de elevado gasto energético, devido a extensiva proliferacdo celular, e que a
maioria dos timécitos em desenvolvimento é eliminada num processo de selecéo
natural, a involucdo do timo ocorre antes de qualquer outro 6rgao, pensando-se que a
causa estard por detras da acumulacdo de danos celulares, molecular e limitacdo nas
funcbes de reparacdo. Aw D. e Palmer D., através de Zoller et al (2007), evidenciam
também a diminuicdo do timo ocorrida durante a gravidez como forma de poupar
energia e prevenir uma rejeicdo do feto por causas imunoldgicas, assim como atraves de
Howard et al (1999), em que se demonstra que o estado de nutricdo influéncia a
involucdo timica e que a administracdo de Leptina, previne estas alteracGes devido ao
seu mecanismo de prevencdo de gasto energético. A Leptina é produzida nos adipocitos
e apresenta um papel efetor no sistema neuroendocrino de comportamento de saciedade
apos alimentacdo. A sua estrutura similar com as citoquinas de classe I, tal como a IL-6,
atribuem-lhe parametros de citoquina, promovendo a proliferacdo de Linfocitos T e de
protecdo do timo na atrofia induzida pelo Lipopolissacarido, LPS, presente nas
membranas de antigénios (Gruver A. et al, 2008). A involucdo timica pode ser induzida
por estimulacdo antigénica com a funcdo biol6gica protetora contra autoimunidade,
otimizacdo do repertdrio periférico ou para conservar energia.

O normal Envelhecimento é acompanhado pela reducdo do fator de transcricao
traduzido pelo gene FoxN1 expresso nas TEC, resultando numa perda da arquitetura

normal do timo aliado a um reduzido niamero de Linfécitos T naive gerados (Guo J. et
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al, 2012). Guo J. et al (2012) demonstraram que apds a infecdo com o virus Influenza, o
namero de Linfocitos T CD8 especificos estavam reduzidos tanto no grupo de ratinhos
em que se providenciou a uma delecdo deste gene como em ratinhos idosos,
demonstrando que a delecdo do gene e a idade apresentavam 0s mesmos efeitos
redutores na resposta especifica a vacinacao contra este virus. Destaca-se portanto que
para a Involugdo Timica ocorrer trés mecanismos a precedem, sendo estes: a reducéo de

Células Estaminais Hematopoiéticas e seus defeitos intrinsecos, a perda das TEC e

deterioragdo do microambiente do timo e, fatores circulantes extrinsecos (Dixit V,

ifocitoz T nalv
4+

2010).

Timo Jovem com Medula e Cortex Inveoloeio Timica com a Idade leva ao
bem diferenciados zurgimento de Adipocitoz e perda de
Eztrutura

Figura 6. Resumo das caracteristicas da Involugdo Timica e Moléculas Protetoras. Adaptado Dixit V.,
2010.

7.2. Linfocitos T

Os Linfécitos T devido a sua necessidade de expansdo clonal apresentam uma
capacidade de alongar os seus telomeros através da atividade da Telomerase que
excetuando as Células Estaminais, ndo se verifica nas outras Células do Organismo
denominadas Somaticas, sendo esta sua atividade maior nos Linfécitos T naive do que
nas Células Memdria (Fauce S. et al, 2008; Hohensinner P., Goronzy J. & Weyand C.,
2011). No final de cada cromossoma existe uma sequéncia tandem — TTAGGG - de
nucleotidos que os protegem, os Telémeros. A Telomerase € uma enzima proveniente
do gene hTERT capaz de restaurar o comprimento do ADN que é caracterizado por um
encurtamento progressivo de cerca de 200 pb a cada ciclo celular. Curiosamente a sua
atividade é bastante maior nos Linfocitos T CD4 do que nos Linfocitos T CD8, e perde-
se paralelamente a quando da perda do recetor CD28, mostrando uma relacdo entre a
sua atividade e a presenca deste recetor (Dock J. and Effros R., 2011). Sabendo que a

permanente perda da expressdo do recetor CD28 que € um marcador da
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Imunosenescéncia dos Linfocitos T, com um fendtipo CD8*CD28", demonstrando
telomeros mais curtos, perda da atividade da Telomerase e incapacidade de proliferar,
Parish e 0s seus colegas demonstraram que a estimulacdo continua da expressdo do
recetor CD28 por via exdgena mantinha a atividade da Telomerase, reduzia a secrecéo
de TNF-a e IL-6, assim como aumentava a expressdo de IFN-y e IL-2, porém a
capacidade proliferativa ndo era recuperada (Parish S. et al, 2010). Autores como Gillis
S. e Smith K. (1977) chegaram a considerar a hipotese de que in vitro a adi¢do continua
de Interleuquina-2 conferiria uma imortalidade celular que néo é atualmente verificada,
estando limitada a uma duplicacdo entre 20 a 40 ciclos até alcancar um estado de
senescéncia proliferativa (Dock J. and Effros R., 2011).

Os telémeros representam as terminagdes dos cromossomas lineares protegendo as
extremidades da cadeia de ADN. Pode-se verificar no esquema da Figura 7 a presenca
de um complexo dito shelter cuja funcdo consiste em proteger o ADN de constantes
tentativas de reparagdo ndo requeridas, portanto verifica-se na regido de dupla cadeia a
presenca de fator libertador de tirotropina 1 (TRF1), cuja remocdo resulta numa
elongacdo dos telomeros pela transcriptase reversa, e TRF2 que aquando verificada a
sua auséncia verifica-se um sinal de dano no ADN. A proteina POT1 confere a forma de
loop, e as proteinas TIN2 e TPP1 interligam as restantes, enquanto a RAP1 protege o

Teloémero de reparac6es ndo requeridas (Hohensinner P. et al, 2011).
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Figura 7. Esquema representativo do Complexo Shelter que protege os Telémeros. Fonte: Hohensinner P.,
Goronzy J. and Weyand C., 2011
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Fauce S. et al (2008) demonstrou que a molécula de cicloastragenol, ou TAT2,
apresentou aumento da atividade da Telomerase nos Linfocitos T tanto em dadores
saudaveis como em dadores infetados com VIH, associando a sua atividade a uma
melhoria da proliferacdo e capacidade de resposta imunoldgica, tais como producdo de
citoquinas, especificidade antigénica e reducdo significativa na replicacdo viral nos
doentes VIH'. A exposicdo a TAT2 levou a uma ativacio da cascata MAPK/ERK
seguida da transcricdo do hTERT levando a uma melhor eficicia antiviral (Fauce S. et
al, 2008).

Na presenca de telomeros disfuncionais, a inativacdo do gene p53 leva a um
acumular de danos a nivel do ADN que leva a formacdo de um fendtipo secretdrio
associado a senescéncia, SAPS. S&o portanto, necessarios mecanismos capazes de
prevenir o dano e as consequentes mutacdes celulares na forma de pelo menos dois
Supressores de Tumores, 0 gene p53 e 0 pRB. Quando a senescéncia ocorre sdo
ativados mecanismos de prevencdo da proliferacdo das células como forma de as
proteger contra o cancro. Um biomarcador de idade e Supressor Tumoral é também o
p16INK4a

inibem o ciclo regulatorio da fosforilagédo intracelulares que por sua vez inibem o pRB.

, um inibidor das quinases dependentes de ciclinas, CDKI, que por sua vez

64 aumenta com a idade e estudos

(Coppé J. et al, 2011). A expressdao de pl
demonstram que a sua inativacdo leva a uma morte prematura por tumores em roedores.
No entanto, também se verifica um abrandamento de caracteristicas de envelhecimento
nos musculos esquelético e adiposo dos roedores, com a caracteristica de serem BubR1
insuficiente. Esta por sua vez trata-se de uma proteina cuja expressdo € regulada pela

E2F que com a perda de p16™<*

revela um aumento de atividade. Importa referir que
no mesmo estudo a delecdo de outro Supressor Tumoral a p19” levou a um aumento
das caracteristicas de senescéncia ao contrario da sua homologa p16™"“* (Baker D. et al,

2008).

Outros estudos efetuados sobre a erosdo funcional dos Linfocitos T, foi levada a
cabo por Tatari-Calderone Z. et al (2012) que demonstraram que a expressdo dos
recetores CD5 e CD3 pode ser entendida como marcadores de autoreatividade em
ratinhos com idade compreendida entre 18 a 24 meses. Ap0s compromisso do timo
evidenciou-se uma primeira fase de elevacdo do recetor CD5 e diminuicdo do recetor
CD3. Também se evidenciou um aumento da producdo de IL-10, seguida de um

decréscimo do recetor CD5 e subsequente ineficacia de resposta por parte dos
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Linfécitos, levando aos autores a crer tratar-se de um mecanismo de defesa contra

reacOes autoimunes.

Como j& foi referido, com a maturacdo os Linfécitos T comegcam a adquirir
carateristicas de recetores comuns as Células NK, entre 0s quais o surgimento dos
recetores KIR. Os recetores relativos a familia de multigenes KIR, Killer
Immunoglobulin-like Receptor, situam-se no cromossoma 19 e demonstram a sua
importancia nas moléculas MHC |. A sua distribuicdo ¢ mantida pela metilagdo do
ADN CpG, e uma vez inibida a acdo da enzima ADN metiltransferase por 5-Aza-dC, 5-
aza-2’-deoxicotodona, verifica-se a expressao de KIR nestas células. Esta desmetilacdo
tem especial importancia na diferenciagdo dos Linfocitos T em Linfocitos Th do tipo 1 e
Linfocito Th do tipo 2. A sua expressdo é normalmente encontrada nos Linfocitos T
CD8 efetor CD45RA e CD45R0O que se acumulam com a idade existindo um aumento
da desmetilacdo de CpG nos primeiros, e ndo se observando o mesmo nos Linfécitos T
CD4 (Li G. et al., 2009). Os Linfdcitos T helper estdo ligados a sintese de citoquinas,
diferenciando-se em Thl, Th2, Th9, Th17, T helper folicular ou Linfécito T memdria
apos ativacdo, aumentando com a idade o numero de Th2 comparando com Thl
(Michaud M. et al., 2013).

7.2.1. Linfdcitos T reguladores

Os Linfocitos T reguladores (Treg) participam na prevencdo de autoimunidade
espontanea e expressam um fenotipo CD4"'CD25"Foxp3'pSTATS", dividindo-se em
duas linhagens: as Treg derivadas do timo, tTreg, e a derivadas da periferia, pTreg. A
diferenciacdo destas células estd dependente da sinalizacdo por parte do TCR/CD28
sensibilizando-as para o sinal da IL-2 e da IL-15, seguida de uma inducdo da Foxp3 por
estas citoquinas, dependente de uma sinalizacdo STAT5 e do recetor CD122. A
citoquina IL-2 é mandataria para a hemostase destas células na periferia mas nao no
timo. A citoquina TNF-a quando se apresenta ausente ou diminuida também demonstra
uma descida de Treg’s no timo. Esta citoquina apresenta dois sinais através de dois
recetores: 0 TNFR-1, que pode induzir apoptose ou pode ativar a via NF-kB que regula
e ativa a diferenciacdo celular, e 0 RNFR-2, que também ativa a proliferacao celular.
Ratinhos deficientes em TGF-f apresentam-se deficientes em Treg’s e manifestam uma
autoimunidade letal (Goldstein J. et al, 2013). O declinio com a idade da IL-2, que
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compartilha o recetor IL-2/15RB e o CD132 com a IL-15, resulta numa reducéo de
CD25 e um aumento do recetor CD122. A redugdo de CD25 origina uma resposta mais
vigorosa por parte dos Linfocitos T CD4 em ratinhos envelhecidos. As Células Treg
FoxP3 maduras ostentam uma atividade supressiva igual ou aumentada comparando
com as mais recentes. As Treg tém como maior regulador acumulado com a idade a
molécula pro-apoptética BIM, existindo um aumento destas com a delegdo desta
molécula (Raynor J. et al., 2013).

Esta subpopulacéo de Linfocitos T suprime a producdo de IFN-y pelos Linfocitos T
efetores, aumenta com a idade e € responsavel por manter uma autotolerancia, assim
como reduzir o dano tecidual ap6s uma resposta inflamatéria. A expressao de FOXP3, é
necessaria para a sua funcdo e a deplecdo desta molécula resulta em auséncia destes
Linfocitos (Sakaguchi et al, 1995; Fontenot G. et al., 2003; Jiang L. et al., 2003; Lahl L.
et al 2007; Nishioka S. et al., 2006; Zhao S. et al., 2007, Lages S. et al., 2008 através de
Williams-Bey Y., Jang J. & Murasko D., 2011). Williams-Bey Y. et al. (2011) puseram
a hipotese de que o decréscimo da expansdo de Linfocitos T CD8 em ratinhos idosos
estava ligada a um aumento das Treg e para o verificar infetaram-nos com o virus
Influenza. Denotaram entdo uma ativacdo e um aumento na percentagem de Linfocitos
Treg, assim como da expressdo do seu recetor CD69 até pelo menos 5 dias apos a
injecdo e, apenas ao decimo dia estas células regressaram aos seus niveis basais e
finalmente os Linfocitos T CD8 puderam responder produzindo IFN-y. Estes autores,
ainda enfatizam a capacidade apresentadora de antigénio destas células através da
expressdo dos recetores GITR que podem estar a intervir com o correto funcionamento
da expanséo dos Linfécitos T CD8.

Esta estabelecido um papel imunossupressor de metastases a estas células,
evidenciando-se um aumento da expressdo de ARNm FoxP3, fator forkhead box P3,
aumentado em idosos com cancro pulmonar comparando com idosos e jovens saudaveis
(Vadasz Z. et al., 2013).

7.2.2. Linféocitos T CD8

Os Linfocitos T CD8 ou Linfécitos T citotoxicos apresentam um racio invertido
com os Linfocitos T CD4 que caracteriza a Imunosenescéncia do Sistema Imunitario
(Chou & Effros, 2013). Os linfocitos T CD8 reconhecem o antigénio atraves da

apresentagdo mediada pelas moléculas MHC-I existentes na superficie das APC, tais
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como a Celulas Dendriticas, os Macrdfagos e os Mondcitos. Tal interacdo é mediada
pelo co-recetor estimulatorio CD28 pertencente aos Linfocitos T e o ligando CD80 ou
CD86 das APC’s que induz a proliferagdo de sinal (Strioga M., Pasukoniene V. &
Characiejus D., 2011; Parish S., Wu J., & Effros R., 2010). Esta interagdo impele a
producdo de IL-2, ativa a telomerase, estabiliza 0 ARNm a determinadas citoquinas
(Parish S. et al, 2013), induz o metabolismo da glucose e provoca migracdo dos
Linfocitos T (Parish S. et al, 2010). O recetor CD28 trata-se de uma glicoproteina de
membrana com 44 kDa expresso nas membranas celulares do Linfocitos T, responsavel
pela apresentacdo de antigénio ao ligar-se ao recetor CD80, assim como é responsavel
pela transducdo e proliferacdo de sinais e estabilizacdo do ARN mensageiro para
diversas citoquinas (Stanley T., Wu, Jennifer & Effros R., 2010). Com o decréscimo do
recetor CD28, verifica-se um aumento da expressdo do recetor CD57, tambem
observado nos Linfocitos T CD4, verificando-se 0 mesmo numero de divisdes nas
células CD8'CD28'CD57" e CD8"'CD28'CD57". N&o se pode afirmar que o recetor
CD28 se trata de um marcador de senescéncia no sentido lato uma vez que estas células
podem ainda proliferar apos ativacdo com apresentacdo de APC (Strioga M. et al,
2011). Como demonstra a Figura 9, os Linfocitos T CD8 tendem a perder a expressao
dos recetores CD28 e ainda dos recetores CD27 com o desenvolver da sua maturacéo,
diferenciando-se num fenétipo intermédio CD28°CD27° ou CD28'CD27 e
posteriormente num fendtipo altamente diferenciado CD28'CD27, apresentando estes
altimos encurtamento dos telémeros e baixa capacidade de proliferacdo assim como de
producdo de IL-2 (Henson S. et al, 2009). A perda do recetor CD28 esté relacionada
com repetida ativacdo dos recetores dos Linfocitos T e com a ativacdo de citoquinas
com cadeia comum v tais como a IL-2, IL-7 e a IL-15. Também esta relacionada com
interferbes do tipo I, IFN-a ¢ IFN-B, e ainda, com a expressdo de moléculas LFA-1 de
adesdo como a perforina e a granzima B. Outra caracteristica € a expressdo de recetores
tipicos das células NK, KLR e KIR. A perda deste recetor é acompanha por perda de
complexos ligantes ao ADN nos Linfécitos T CD8, porém nos Linfécitos CD4 esta
perda é mais ténue conferindo mais resisténcia a perda do recetor (Weng N., Akbar A.
& Goronzy J., 2009). Os Linfécitos T CD28" apresentam-se mais citotoxicos e com
menor capacidade e proliferacdo e producdo de IL-2. S&o resistentes a apoptose
explicando-se assim a sua acumulacdo, sendo novamente ativados devido a expressao
dos recetores NK-like CD16, CD56, CD94, KLRG1, NKG2 ou CD159a e os recetores
KIR (Moro-Garcia M., Alonso-Arias R. and Lopez-Larrea C., 2012).
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Plunkett F. et al (2013) demonstraram como esta representado na Figura 8 que a
perda dos recetores CD28 e CD27 deve-se primariamente a uma estimulagdo crénica e
ndo ao fator idade por si s6 e que este recetor ndo € o Unico a induzir a atividade da
Telomerase. Os recetores CD137, CD134, ICOS e OX40 também demonstraram uma
inducdo desta enzima, ou seja, a senescéncia dos Linfocitos T ndo se deve a perda deste
recetor por si s, mas a um conjunto de fatores. A reduzida expressdo de hTERT, um

3 nas células com o fenétipo CD8*CD2°

substrato da Akt cujo local de fosforilagdo Ser
CD27" se encontra irregular também compromete a atividade da enzima. Embora células
com este fenotipo ndo sejam capazes de produzir IL-2, a suplementacdo exdgena desta
citoquina revelou um incremento na atividade da Telomerase, porém nédo alterou o
comprometimento da fosforilacdo por parte da Akt (Plunkett F. et al, 2013). Parish S.,
Wu J. e Effros R. (2013) concluiram num dos seus estudos que a inibicdo de TNF-a
atrasa a perda de expressdo do recetor CD28 e que culturas de células com elevada
expressdo de CD28 apresentam baixos niveis de caspase-3. O recetor 1 de TNF-a é um

sinal primatdrio para o desenvolvimento da via de desenvolvimento da caspase-3.
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Figura 8. Representacdo esquematica do DOT PLOT da atividade da Telomerase nos Linfécitos CD8*
purificados com VARIOMACS e ativados com anti-CD3. Adaptado de Plunkett F. et al, 2013.
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Nos Linfocitos CD8, a estimulacdo cronica repetitiva pode levar ao surgimento da
expressao de PD-1 (ou programmed cell death 1) que normalmente a expressdo diminui
com a geracdo de células memdria, no entanto tal ndo acontece se existir um estimulo
repetitivo de estimulacdo antigénica como no caso de infecdes crdnicas levando a
formacdo de Linfocitos T CD8 exaustos e sem resposta imunoldgica (Strioga M. et al,
2011).
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Parish et al (2013) demonstraram que Linfocitos T CD8"CD28" que apresentam a
enzima Adenosina Deaminase (ADA) essencial para a conversdo de Adenosina em
Inosina possuem uma maior atividade da Telomerase. Calculando-se que uma perda
superior a 50% da sua atividade esta associada a exposi¢do a Adenosina. A IL-2 regula
a ADA e o recetor CD26 na célula, a sua perda gradual com a idade estara relacionada
com a perda desta enzima aliado a perda do recetor CD28 (Parish S. et al, 2010).
Hesdorffer C. et al (2012) chegaram a concluséo de que a parte do Sistema Imunolégico
Mediado pela Adenosina nos Linfécitos T, tanto CD8 como CD4 difere em trés
principais aspetos, sendo o primeiro: a concentracdo nos fluidos extracelulares bastante
superior de Adenosina nos idosos em comparagdo ao grupo jovem, havendo uma
resposta na inibicdo de IL-2 e IFN-y em niveis constantes compreendidos entre 5 e
25uM; segundo, os jovens sentem mais o efeito de supressao da expressdo de CD4 e
CD8 nas células do que os idosos, afetando com mais significancia a expressdo do
recetor CD8 na superficie celular, e a terceira trata-se da diferenca do efeito da
Adenosina na Quimiotaxia celular, tanto a nivel exdgeno como enddgeno potenciado
por um inibidor da ADA, afetando mais uma vez os mais jovens, suprimindo a resposta
a quimioquina CCL21, um mediador critico ao normal funcionamento do tecido linfoide
(Hesdorffer et al, 2012).

A molécula co-inibitoria Killer Cell Lectin-like, KLRG1, sugerida como marcadora
de senescéncia replicativa encontra-se aumentada nos Linfocitos CD8'CD28'CD27
uma vez que estes mostram-se incapazes de proliferar, outra caracteristica da
senescéncia trata-se da defetiva fosforilacdo por parte da Akt, nestas células cuja acédo
estd relacionada com o KLRG1. O mecanismo de acdo do KLRG1 baseia-se na
interacdo do seu imunorecetor ITIM, com caderinas, nomeadamente a Caderina E, que
ao ser bloqueada permite um acréscimo na fosforilacdo por parte da Akt e uma
proliferacdo dos Linfocitos T CD8 (Henson S. et al, 2009).
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Figura 9. Caracteristicas da Proliferacdo dos Linfécitos CD8+. Adaptado de Strioga M. et al, 2011.

7.2.3. Linfocitos T CD4

As Células T CD4 naive permanecem constantes em namero durante a vida adulta
apesar da involucdo do timo. Estas caracterizam-se pela expressdo de CD45RA, CD27,
CD28, CD621, CCR7 e Recetor IL-7. Posteriormente diferenciam-se em Linfocitos T
CD4 de memoria central, produtoras de IL-2 e que por usa vez expressam 0s recetores
CD45R0+, CCR7 e CD621, importantes para a mobilizacdo destas células, sendo a sua
proliferacdo assegurada por IL-7 na auséncia de ativacdo. Estas células encontram-se
nos Nddulos Linfaticos e quando sdo ativadas diferenciam-se em células T efetoras com
maior sensibilidade do que as naive. Uma vez em contato com o antigénio entram num
processo de apoptose, diferenciando-se por sua vez as sobreviventes em células T de
memoria. As Células T CD4 memoria evidenciam heterogenia de subpopulacdes: EM1,

EM4 — memodria e EM3 — efetora com perda de expressdo do CCR7 e expressdo de
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CD26L. Apresentam funcdo efetora rapida, sdo produtoras de INF-gama, IL-4 e IL-5
apos horas de estimulacdo génica. Podem ser encontradas em maior quantidade nos
pulmdes, no figado, e na garganta e, manifestam consequentemente uma progressiva
perda de recetores CCR7, CD27 e CD28. As Células T CD4 memoria RA revelam ser
uma caracteristica de senescéncia independente da Telomerase, sendo comuns em
estados virais persistentes e sindromes pré-inflamatorios, podendo ser bastante
diferenciadas ou néo diferenciadas de todo (Moro-Garcia et al, 2013).

A diferenciacdo das varias linhagens depende da rede sinalizacdo por citoquinas,
fatores de transcricdo e modificacGes epigénicas. A senescéncia replicativa é tida como
um processo em que as células somaticas chegam a um estado irreversivel no seu ciclo
em que se denotam mudangas na expressao e funcdo dos genes, levando a uma alteracéo
fenotipica destas (Chou P. & Effros R., 2013).

A degeneracdo do timo leva a uma alteracdo na relacéo das células T CD4 naive e
de memoria é alterada, diminuindo as primeiras e aumentando as segundas. Os
Linfécitos T CD4 sdo mais resistentes a mudancas de fendtipo e funcionais, sendo
associada uma reducdo da capacidade proliferativa, conhecida como Senescéncia
Replicativa, onde se evidencia corrosdo dos telomeros (Deeks S. et al, 2012; Aw &
Palmer 2011). Johnson L. F. P et al, (2012), conduziram um estudo que defende que
uma selecdo periférica dos linfocitos explica melhor a contracdo de diversidade das
células CD4 naive do que a propria involucdo timica por si s6. Fato € que esta
populacdo adquire novas linhagens apenas através do timo ao contrario da populacéo de
linfocitos T memdria, que podem adquirir novas linhagens através da exposicdo a novos
antigénios durante a vida. A diversidade de Linfécitos T CD4 decresce subitamente com

a idade ap6s 0s 65 anos de idade.

Com a idade evidencia-se a perda da expressdo do recetor CD28, sendo esta tida
como um marcador associado ao declinio da funcéo destes Linfécitos, ndo havendo por
co-estimulacdo a producdo de IL-2 que promove a proliferacdo celular. Estas células
CD28" acumulam-se por reducdo da suscetibilidade a apoptose, virus CMV e outros
antigénios cronicos (Moro-Garcia et al, 2013). Acumulam-se com a idade perfazendo
60% do total em individuos idosos e existem numa percentagem maior naqueles

infetados com Herpes Virus e infe¢6es cronicas (Chou P. & Effros R., 2013).
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Outra caracteristica demonstrada com o tempo dos Linfocitos T CD4 naive é a perda
de sensibilidade aos recetores, nomeadamente aos recetores TCR. A diminuicdo da
expressdao de miR-181a aumenta a expressdo das proteinas DUSP6 que por sua vez
diminuem a fosforilagdo do regulador dos TCR’s, ERK, levando a uma resposta
imunolégica anormal. Leva-se, portanto, a crer que a repressao de DUSPS6 nos idosos
devolveria a resposta proliferativa aos Linfocitos T através da expressdo de miR181a
utilizando-se para o efeito ARN small interfering, ou a repressdo de DUSPS6 com o
inibidor (E) -2- bezilideno-3-(ciclohexilamino)-2,3-dihidro-1H-indenl-one, sendo
necessarios mais estudos que comprovem tal hipdtese (Li G. et al, 2012).

Qualguer anomalia com os linfocitos T pode comprometer o correto funcionamento
dos linfocitos B. (Frasca et al, 2011)

7.2.4. Linfocitos B

Os linfocitos B sdo os precursores dos Plasmacitos, produtores de anticorpos por
exceléncia. E, apresentam-se com a capacidade tanto de células apresentadoras de
antigenio, assim como de imunoregulacdo na medida em que produzem IL-10,
prevenindo estimulos do Sl desnecessarios que podem conduzir ao surgimento de
doencas autoimunes (Gibson K. et al, 2009). Estes estdo divididos em duas principais
populacbes denominadas de B-1, pertencentes ao Sl inato produtoras de
imunoglobulinas, produzidas a partir da fase embrionaria no saco vitelino e na fase
gestacional e, B-2 presentes nos 6rgdos linfoides e mediadoras da resposta adaptativa,
produzidas na medula Ossea apds o nascimento, dividindo-se por sua vez numa
populacdo folicular (FO) e noutra minoritaria de zonas marginais (MZ). As primeiras,
B-1, ainda se dividem em B-la, com um fendtipo sigM+CD11b+CD5+ e B-1b,
sigM+CD11b+Cd5-. Como a maioria dos estudos sdo efetuados em ratinhos, alguns
autores duvidam da presenca de Linfocitos B1 em humanos (Montecino-Rodriguez &
Dorshkind, 2012) porém, tem vindo a ser demonstrada a similaridade entre os linfocitos
B de velhos murinos e linfocitos B de humanos em que podem ser aplicados 0s mesmos
principios (Griffin D.O., Holodick N.E. & Rothstein T.L., 2011; Frasca D., 2013).

Os linfécitos B nos humanos adultos provém continuamente das Células Estaminais

Hematopoéticas (CEH) da Medula Ossea, revelando transformagdes tanto de tamanho
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como de fungdo com a idade. Tais alteracOes refletem-se no microambiente das CEH
provocadas por mudancas na expressdo génica tais como o gene ativador da
recombinacdo (RAG) essencial para a passagem da pro-célula B a pré-célula B que
apresenta a sua atividade diminuida assim como o fator de transcricdo E2A, onde se
evidencia um aumento na degradacdo do ARNm que como consequéncia revela uma
reducdo de reguladores da transcricdo E47 essencial para gerar pro-células B (Cancro
M. et al, 2009). O regulador da estabilidade do ARNm, Tristetraporlina (TTP)
desfosforilada encontra-se aumentado em estudos com ratinhos com mais de 18 meses e
liga-se a extremidade 3> UTR do ARNmM das citoquinas assim como nos fatores de
transcricdo destabilizando-o. Desta forma a capacidade de mudanga de classe de Ig, ou
Isbtopos, encontra-se alterada, comprometendo a resposta imunitaria. Uma das
principais caracteristicas dos Linfocitos B é esta sua capacidade de mutacdo de classe e
capacidade de regulacédo de fagocitose dos macréfagos e apresentacdo de antigénio que
se encontram diminuidas com a idade no ratinho devido a uma diminuicdo da ativagédo
induzida pela Citidina Deaminase, também afetada pela degradacdo do ARNm (Landin
A. et al, 2011). Landin A. e Frasca D., assim como 0s seus respetivos colegas (2011),
demonstraram que através da adicdo da regido 3” UTR por técnica retroviral foi possivel
recuperar a capacidade da célula B produzir os restantes fatores de transcrigdo e permitir
uma mudanca de classe para 1gG1, para niveis iguais e nalguns grupos mesmo
superiores aos demonstrados pelos ratinhos jovens, abrindo caminho para novos estudos
gue possam aumentar a resposta dos idosos a vacinas, nomeadamente ao virus Influenza
e HIN1. Nos estudos de Daniela Frasca et al (2012), foi constatado que células nédo
estimuladas de ratinhos mais velhos produzem mais TNF-o do que as homénimas mais
novas, existindo uma correlagdo inversa a quantidade de TNF-a produzido ¢ a
capacidade destas células de serem estimuladas in vitro. A producdo de TNF-a induz a
TTP que regula negativamente a estabilidade do ARNm para a producdo de fatores de
transcricdo e de citoquinas, sugerindo um controlo autécrino por feedback negativo da
inflamacdo. Por outro lado, a TTP reduz a efetividade da resposta imunoldgica das
células B através de uma diminuicdo da E47. Esta diminuicdo tem como consequéncia
uma diminuicdo da AID, Activation-Induced Cytidine Deaminase, e na Recombinacao
de Classes de Imunoglobulina, levando a uma reduzida expressdo de Anticorpos
Recombinados nomeadamente de IgG, afetando assim uma das principais fungbes dos
Linfécitos B aliado a baixa expressdo de Linfocitos naive em idosos (Frasca D. et al,

2013). A maioria dos Linfécitos B na periferia consiste em células maduras e foliculares
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que circulam num estado quiescente cuja principal funcao é a de preservar a diversidade
da memoria destas células face a novas infegdes. Para isso estdo dependentes de sinais
de sobrevivéncia tais como o complexo BCR, recetor do Linfocito B, e o recetor da
citoquina ativadora dos Linfécitos B, BAFF, juntos sinalizam a ativacdo de NF-kB. Este
fator de transcricdo é essencial para o desenvolvimento, manutencdo e estimulacdo dos
Linfocitos B e permite a sobrevivéncia destes através da estimulacdo das células para
entrar na fase S do ciclo celular, levando a um aumento de sintese de ADN e
consequente divisao celular, assim como, através do aumento da expressao da proteina
TAp63 que por sua vez, ativa o gene Bcl2 um agente antiapoptotico (Lantener F. et al,
2007).

Com a idade verifica-se nos ratinhos um decréscimo da frequéncia de precursores de
Linfocitos B na Medula Ossea, enquanto na periferia se evidencia uma reducgdo da sua
diversidade assim como um aumento de células maduras (Keren Z. et al, 2011). Keren
Z. et al (2011) adquiriram dados que suportam a hipotese de existéncia de um
mecanismo de feedback no controlo da Linfopoiese de Linfocitos B através de uma
regulacdo entre o acumular de células maduras na periferia e 0 desenvolvimento dos
seus progenitores na Medula Ossea. Demonstraram assim que, quando néo se evidencia
um acumular de linfécitos B maduros, a Linfopoese ndo decresce significativamente
com a idade nos ratinhos idosos. Mehr R. e Melamed D. (2011) conduziram um estudo
similar em ratinhos para demonstrar se seria possivel reverter as alteracdes sofridas pela
linhagem de Linfocitos B com a idade. Através da ablacdo do gene que codifica o
recetor BAFF, essencial para a sobrevivéncia de Linfécitos B maduros, levou a uma
ablacdo destas células ao nivel periférico, procurando saber se a pressdao homeostatica
estaria relacionada com a supressdo da Linfopoiese dos Linfocitos B com a idade e
ainda, noutro modelo, levaram a ablacéo destas células através de uma mimetizacdo da
terapéutica do Rituximab porém com anticorpos especificos, tentando demonstrar
defeitos nas células precursoras para justificar a pobre Linfopoiese com a idade. Tanto
num modelo como noutro, evidenciou-se uma regeneracdo do perfil de Linfocitos B nos
ratinhos, passando estes a apresentar um repertério mais jovem com a elevacdo dos
nameros de Linfocitos B pro-, pré- e imaturos nos ratinhos idosos. A Linfopoese deu-se
em resposta da necessidade de restaurar o perfil de Linfécitos B com resposta diminuida
e neutralizados, porém os autores referem a importancia de mais estudos para validar as
suas conclusdes uma vez que os ratinhos utilizados eram modelos imunoglobulino-
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transgénicos e ndo ratinhos normais. Keren Z et al (2011) obtiveram iguais conclusdes e
ainda acrescentam que a taxa de reconstituicdo celular aumenta ainda mais ap6s uma
segunda e terceira ablagdo linfatica. A ablacdo de Linfocitos B tem sido util para o
controlo de doencas autoimunes tais como Esclerose Multipla, Diabetes do tipo | e
Artrite Reumatoide, ndo estando a eficacia da terapéutica relacionada com os niveis de
anticorpos mas com a funcéo regulatéria destas células (Frasca D. and Blomberg B.,
2011).

8. O Sistema Imunitario e o Citomegalovirus Humano

Le Saux et al (2012) concluiram que 0s VArios mecanismos que provocam a
involucdo timica ndo eram suficientes para afetar o Sistema Imunitario por si s0.
Estudos comparativos demonstram uma Imunosenescéncia que acresce 50 anos em
individuos timetomizados infetados com o Citomegalovirus (CMV) comparativamente
a individuos CMV negativos, demonstrando que este virus tem efeito acelerador da
senescéncia do Sistema Imunitéario (Le Saux et al, 2012). A infe¢do crénica por CMV
caracteriza-se por um aumento progressivo de Células T memdria com recrutamento
continuo de células T naive, levando a um desgaste do Sistema Imunitario, originando
uma exaustdo prematura em individuos timetomizados (Appay et al, 2010). A
seropositividade relacionada ao CMV foi associada as mesmas mudancas fenotipicas e
funcionais dos biomarcadores relativos ao avancar da idade dos Linfocitos T (Candore
G., Caruso C. & Colonna-Romano G., 2010). Cicin-Sain L. et al. (2012) relacionaram a
infecdo com o CMV e o Envelhecimento com uma acentuacdo do declinio do sistema
imunitario. Evidenciou-se uma constante ativacdo e um crescimento no nimero de
Linfocitos T CD8 com encurtamento de telomeros, diminuindo o racio CD4/CD8,
diminuindo também a representacdo de células naive que consequentemente diminui a
resposta a outras morbilidades (Cicin-Sain L. et al., 2012). O CMV tem como
reservatorio as células da linhagem mieloide, tais como o0s mondcitos e as células
dendriticas imaturas, a acumulacdo de anticorpos especificos refletem a sua reativacao
frequente, assim como a acumulacdo de Linfocitos tardiamente diferenciados
acumulados. Este efeito acontece nos Linfécitos T CD4 memoria que revelam perda da

expressao dos recetores CD27 e CD28, revelando o marcador de senescéncia CD57.
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Estudos comparativos entre virus da familia Herpesviridae, caracteristicos pela sua
laténcia e permanente reativacao, revelam que a presencga do Virus Herpes Simplex, ndo
possuia qualquer impacto significante na distribuicdo e diferenciagdo dos Linfocitos
CD4", assim como os virus Epstein-Barr e Varicella-Zoster ndo reveleram a presenca de
células memoria diferenciadas ao mesmo nivel que o CMV (Derhovanessian E. et al,
2011). Células CD8"CD57" apresentam uma capacidade proliferativa limitadada mesmo
em resposta estimulos como a IL-2, IL-7 ou a IL-15, e ndo auxiliam & produgéo de Ig’s
por parte dos Linfécitos B, embora apresentem capacidade citotoxica expressando
porforina, granzima e granulusina. Estas células sdo comuns em ativacfes cronicas do
sistema imunitario e aumentam com a idade, como acontece na infecdo com CMV e
VIH. Adultos que ndo respondem a vacinagdo contra o virus Influenza apresentam altos
niveis de IgG antiCMV, e uma percentagem elevada de Linfocitos CD57" com altas
concentracdes de TNF-a, IL-6 e baixos niveis de cortisol (Focosi D. et al, 2009). Os
genes da familia de citoquina IL-6, LIF,IL-6 e OSM, sdo considerados timo-supressivos
e mediadores da involucdo do timo, estando presentes nas Celulas Epiteliais Timicas. A
LIF e a IL-6 sdo consideradas citoquinas pro-inflamatorias induzidas por LPS e verifica-
se uma protecdo contra a atrofia timica aquando do bloqueio de sinal da subunidade
gp130 destas. Sabe-se que a expressdo de LIF é dependente de producéo corticosteroide,
sendo incapaz de induzir atrofia timica quando o eixo esteroide é bloqueado pela

molécula metirapona ou extracdo da glandula adrenal (Gruver A. et al, 2008).

9. O Envelhecimento do Sistema Imunitario e o VIH

O Virus da Imunodeficiéncia Humana 1 (VIH-1) é um Retrovirus do género
Lentivirus que infecta o sistema imunitario do hospedeiro (Smith R. et al, 2013). A
resposta imunitaria na infecdo por VIH é constantemente ativada devido a persisténcia
de replicacdo do virus, levando a falhas no ciclo de replicacdo que conferem
especificidade antigénica na diferenciacdo e proliferacdo das células T e consequente
senescéncia destas (Deeks S. et al, 2012). A terapia muito ativa antirretroviral
(HAART) do VIH baseia-se em pelo menos trés farmacos de duas classes distintas das
seis principais existentes, cada uma da qual especifica para uma determinada fase do
ciclo de replicacdo do virus, sendo estes: os Bloqueadores de Entrada (El), os Inibidores
Nucleosideos da Transcriptase Reversa (NRTI), os Inibidores N&o-Nucleosideos da
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Transcriptase Reversa (NNRTI), os Inibidores da Protéase (IP), Inibidores da Maturagéo
(MI) e os Inibidores da Integrase (I1). Sem esta terapia o sistema imunitario dos
individuos afetados entra em colapso em poucos anos proporcionando um mau
progndstico (Smith R. et al, 2013). O objetivo do tratamento é o de alcancar niveis de
ARN viral do VIH indetetaveis em analise de forma a prevenir o surgimento de
comorbilidades e assim aumentar a qualidade e esperanca média de vida (Deeks S.,
2009). Apesar do grande avango na esperanga média de vida conseguida através da
HAART, ainda se verifica uma reducdo desta de cerca de 10 a 30 anos num individuo
infetado tratado, dependendo da sua idade aquando do inicio do tratamento,
permanecendo mais curta do que a da restante populacdo ndo infetada (Smith R. et al,
2013). Embora outros estudos refiram que a esperanca média de vida na populacéo
infetada permaneca tdo proxima quanto a de individuos ndo infetados desde que se
demonstrem assintomaticos apos 24 semanas apos o inicio do tratamento com HAART.
O tratamento com antirretrovirais faz decrescer o valor de dimero-D, associado a um
maior risco cardiovascular, high-sensitivity C reative protein, hs-CRP, e IL-6,
marcadores de inflamacdo e normalmente aumentados nesta populagdo (Aberg J.,
2011).

O VIH é visto como uma condicdo de inflamacéo cronica (Aberg J., 2012) que pode
estar associada a outras comorbilidades tais como o virus da Hepatite C ou o
Citamegalovirus. Pacientes VIH" apresentam manifestaces de doencas e do estado
imunitario caracteristico de idade mais avangcada mais precocemente, tipico de um
envelhecimento prematuro, afetando a sua qualidade de vida — figura 10. A terapia
antirretroviral geralmente melhora a funcdo imunoldgica, incluindo a funcéo
relacionada com a Imunosenescéncia. Em terapias de longo termo evidenciou-se
alteracdes persistentes dos niveis das células T CD4 e CD8 naive, havendo um aumento
do nimero de células memoria, porém existe uma reducdo de células sem o marcador
CD28 e uma melhoria das suas funcionalidades (Deeks S. et al, 2012).

No trabalho de Anna C. Hearps et al (2012) podemos constatar a semelhanca que
existe nas caracteristicas imunologicas dos individuos VIH positivos em relacdo a
individuos VIH negativos com uma idade superior em cerca de 30 anos em relacdo aos
primeiros, em termos de inflamacédo crdnica, de proporcdo de Linfocitos T senescentes
com Telomeros encurtados e um risco aumentado de doencas caracteristicas da terceira
idade, tais como risco cardiovascular devido a elevada expresséo de sCD163, problemas

renais e 0sseos, assim como perturbacdo neurocognitiva originada com a elevada
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expressdo de neopterina e CXCL10, produzida por monécitos como resposta ao IFNy.
A proporgdo de mondcitos CD16", produtores de TNF encontra-se aumentada nos
individuos jovens VIH", refletindo um nivel de maturacdo induzido por citoquinas,
nomeadamente a M-CSF. Evidencia-se também, um aumento na expressdo de CD11b,
associada ao aumento de risco para a arteriosclerose, e uma redugdo da molécula de
adesdo CD26L, possivelmente devido a uma exposicdo a TNF-a ou a Lipopolissacarido
(Hearps A. et al, 2012).

A expressao do recetor inibitério PD-1, ajuda a regular a resposta dos Linfécitos T a
auto-antigénios assim como a antigénios virais, possuindo um efeito inibitério nos
Linfocitos T ativados considerados assim exaustos por falta de resposta proliferativa e
secretora. Nos Linfécitos T CD8 e CD4 esta correlacionado positivamente com um
acumular de carga viral e esta correlacionado negativamente com a contagem de células
CD4, regulando portanto, a resposta a uma infecdo cronica. Nos pacientes com VIH que
expressavam PD-1 denotou-se nos Linfocitos T CD8 a expressao de recetores CD27 e
de granzima B, porém denotou-se baixos niveis de CD28, CCR7 e CD4RA e perforina,
e ainda niveis intermédios de CD57, CD62L e CD127. Demonstrando assim que estas
células possuem um fenotipo de células memoria efetoras especificas no combate ao
VIH. Nos Linfocitos T CD4, o blogueio da expresséo de PD-1 levou a uma proliferacédo
especifica contra o VIH (Day C. et al, 2006).

Em estudos de marcadores de Imunosenescéncia acelerada, Jennifer P. Chou et al
(2013) relacionaram um decréscimo acelerado da Adenosina Deaminase, ADA, nos
Linfécitos T de pacientes HIV+ relacionando-a com uma elevada expressdo de CD38,
sendo este relacionado a uma ativacdo imunoldgica, assim como a irregularidades nos
Linfécitos B, Diabetes do tipo 2 e Tumores sélidos. Deduzindo assim uma associagdo
entre a perda de atividade por parte da Telomerase e a elevada expressdo deste recetor
CD38. Ainda associaram que a expressdo do gene para a LRRN3 contribuia para uma
diminuicdo da expressao de senescéncia dos Linfocitos T, na medida em que o0 ARNm
desta proteina correlaciona-se com a expressao de CD28, levando a uma hipdtese ainda
por comprovar se a estimulacdo sustentada deste gene conduziria a uma manutencéo da
funcdo celular normal dos Linfécitos T (Chou J. et al, 2013).

Doentes VIH positivos apresentam uma redistribuicdo de Linfécitos Treg que
expressam FoxP3, este fator de transcricdo define a linhagem de células com capacidade

de suprimir a ativacdo ou funcdo de outras células. A expressdo cronica deste fator pelos
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linfécitos T CD8 esta associada a uma ativacdo imune cronica, aumentando em
pacientes com HIV. Comparativamente as células FoxP3"CD4" evidenciam-se poucas
FoxP3'CD8" que expressem CD28, CD45RO e CTLA-4. Ndo se evidenciando
diferencas entre individuos VIH" e VIH na expressio de CTLA-4, CD57, CD28,
CD45RO0 nas células FoxP3*CD4", FoxP3"CD8" ou FoxP3'CD8" (Lim A., French m. &
Price P., 2009).

A estimulacdo continua causada pela replicagdo persistente do virus VIH leva a um
estado de exaustdo imunoldgico e para o contrariar varias estratégias para ativar 0s
linfocitos T e a sua expansdo clonal foram efetuadas. Entre as quais a utilizacdo de
citoquinas, como a IL-2 e a IL-7, como adjuvantes da terapéutica antirretroviral. A 1L-2
sendo maioritariamente produzida por Linfocitos CD4" T helper comeca a decrescer em
nimero com a seropositividade. Esta citoquina promove as células NK e os Linfécitos
B e Th na sua citotoxicidade, na producdo de outras citoquinas e na modulagdo da
apoptose. No entanto, a sua administracio subcutinea em individuos VIH" com uma
contagem celular inferior a 200 CD4'/mm® em conjunto com a terapéutica
antirretroviral, apesar de elevar o valor destes Linfdcitos, a taxa de surgimento de
doencas oportunistas € morte permaneceu inalterada, levando ao abandono desta
estratégia. A utilizacdo de IL-7, produzida pela Medula Ossea, células do estroma do
Timo e Células Dendriticas Foliculares, apresentou resultados no aumento de Linfécitos
T CD4 e CD8 citotoxicos contra o virus e um aprimorar da resposta e expansdo de
Linfécitos Thl, sendo necessarios mais estudos para demonstrar possiveis beneficios
(Carcelaine G. and Autran B., 2013).
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Figura 10. Esquema representativo da influéncia do VIH na indugdo de Imunosenescéncia. Adaptado de
Deeks et al, 2012.
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10. Vacinacao

A vacinacéo representa a forma mais eficiente em relacéo a custo-efetividade como
forma de proteger a populacdo. As vacinas atualmente utilizadas sdo eficazes na
protecdo da populacdo jovem vulneravel, sendo no entanto esta eficacia cada vez menor
com o aumentar da idade. Os idosos apresentam maior uma suscetibilidade para contrair
infecBes presentes na comunidade, assim como infecdes nosocomiais.

A pneumonia, infe¢des do trato urinario e da pele, assim como, reativacdes de
infecdes latentes, como o virus Varicella-Zoster e infecdo por Mycobacterium
tuberculosis encontram-se entre as principais morbilidades na populacdo idosa. Os
niveis de anticorpos IgA e IgG encontram-se diminuidos e evidencia-se um declinio
mais rapido destes, com a taxa de seroconversao cada vez mais reduzida com o avancar
da idade. E portanto, recomendada nesta populacdo uma vacinacdo anual quando
aplicavel e um reforco para aumentar a eficacia desta, também quando aplicavel
(Dorrington M. and Bowdish D., 2013; Weinberger B. et al., 2007). Para tal efeito
recorrem-se a varias estratégias nomeadamente o uso de adjuvantes, alteracdo da dose

de antigenio e a identificacdo de melhores vias de administracdo (Liu W., et al., 2011).
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Os defeitos moleculares que prejudicam a producdo de is6topos secundarios séo a
causa da ineficcia da vacinacdo em idosos, por senescéncia dos Linfocitos B (Frasca D.
et al, 2013). Simpson R. et al., 2012, na sua revisdo demonstram os efeitos benéficos do
exercicio fisico como estimulador do SI. Nieman (1994) refere que pessoas que
praticam exercicio fisico regular de média intensidade demonstram menos infe¢fes
respiratorias do que as restantes. E denotado também um aumento da atividade da
enzima SOD, diminuindo o stress oxidativo nas células. Sendo necessario chamar a
atencdo para o contrario que acontece quando se efetua exercicio fisico extenuante. Em
todo o caso, com exercicio fisico regular e moderado, o nivel de proliferacdo dos
Linfocitos T é aumentado, o nimero de células senescentes diminui, evidencia-se um
aumento de IL-2 desencadeando aumento de células NK citoliticas e denota-se uma
menor resposta pro-inflamatoria nos idosos, embora seja denotada a necessidade de
mais estudos na populacdo idosa (Simpson R. et al, 2012).

10.1. Virus Influenza

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, o virus Influenza divide-se em tipo A, B
e C, sendo o tipo A 0 mais comum entre 0s humanos, nomeadamente os subtipos HIN1
e H3N2. Calcula-se que este virus seja responsavel por cerca de 3 a 5 milhdes de casos
graves a nivel mundial e cerca de 250 000 a 500 000 mortes anualmente, das quais,
cerca de 40 000 a 220 000 se verificam na Europa conforme a seriedade da estirpe
(WHO e European Centre for Disease Prevention and Control, 2011 através de Lang P.
et al., 2012). O virus Influenza interage com mediadores de sinal tais como os TLR, o0s
recetores NOD-like, como o NLRP3 e 0 NOD2, e os recetores RIG-like. Os primeiros
sdo expressos por Mondcitos, Células Dendriticas e NK e a interagdo com estes leva a
uma ativacdo de cascatas dependentes de MyD88 e TRIF conduzindo a uma producéo
de citoquinas e de interferdo do tipo I. Os recetores CD80 e CD86 expressos nas células
APC ajudam a ativar os Linfocitos T através da interacdo com o recetor CD28. No
entanto, a expressdo destes recetores CD80 encontra-se diminuida na populacdo idosa,
consequentemente a resposta imunoldgica encontra-se diminuida (Lambert N. et al.,
2012). Para manter os niveis séricos de anticorpos é recomendado a populacdo idosa
com mais de 65 anos de idade que receba a vacina inativada trivalente contra o virus
Influenza. As estatisticas revelam uma reducdo de cerca de 27 a 45% nas

hospitalizacGes e em 50% no nimero de 6bitos (Dorrington M and Bowdish D., 2013
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através de Gross et al., 1995; Jefferson et al., 2005 e Manzoli et al., 2012). Embora a
eficacia da vacina em adultos jovens se encontre entre os 70 a 90% esta eficicia desce
para valores entre 0s 17 e 53% na populacdo idosa (Li R. et al., 2008).

Atualmente utiliza-se para protecdo a vacina Trivalente com cerca de 15 pg de
hemaglutinina dos tipos A/HIN1, A/H3N2 e B para inducdo de anticorpos contra estes
tipos de virus Influenza (Lang P. et al., 2012). Para melhorar a resposta do idoso a
vacinacgdo contra o virus Influenza tém-se adotado varias estratégias que tém resultado
em melhores resultados. Por exemplo, o aumento da dose de antigénio para 60 pg ou
mais nos idosos, alteracdo da via de administracdo tem conduzido a um aumento de
anticorpos entre 48 a 70% numa vacinacdo intradérmica em compara¢do com a
tradicional via intramuscular (Liu W. et al., 2011). Outra estratégia proposta por Wang
B. et al. (2012) é a de desenvolver uma vacina através da fusdo de proteinas antigénicas.
Sendo assim, nos seus estudos, aumentaram a densidade de epitetos de membrana,
multiplicando as coOpias da proteina de membrana 2 do virus Influenza A, M2. De
seguida, fundiram-nas com a regido variavel grandemente imunogénica do flagelo da
Salmonella enterica serovar Typhimurium de fase I, FIiC, que interage como recetor
TLR5, sendo o complexo por sua vez incorporado em particulas irais M1-based, VPL’s,
do virus Influenza. Esta combinacdo demonstrou resultados nos ratinhos na medida em
que aumentou a imunidade das mucosas, conferindo total protecdo contra a estirpe
HIN1 e H3N2, com pouca perda de peso, e a replicacdo do virus nos pulmdes
restringida (Wang B. et al., 2012). A utilizacdo de adjuvantes também é utilizada
eficazmente, nomeadamente em idosos com patologias cronicas, com a utilizacdo da
combinacdo de antigénio com a adjuvante emulsdo O/A, MF59, com capacidade de
induzir moléculas envolvidas na migracao leucocitaria, assim como na apresentacdo de
antigenio, CCL2, CCRS5, entre outras (lob A. et al., 2005). Antrobus R. et al. (2012)
estudaram as propriedades de uma vacina recombinada com Virus Vaccinia Ankara
modificado com expressdo de nucleoproteina e proteina de matriz, M1, confirmando a
Sua seguranca para utilizacdo em adultos com mais de 50 anos de idade. Demonstraram
que apos a vacinacao destes voluntarios, existiu um aumento de secrecdo de TNF, IL-2
e IFN-y e wuma expansdo clonal evidenciada pela falta de Linfocitos
CD27+CD45RACD57-CCR7-, tipico de um fenotipo de senescéncia, encorajando para

uma imunizacdo duradora por parte dos Linfocitos T (Antrobus R. et al., 2012).
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10.2. Streptococcus pneumoniae

Recomenda-se nos idosos a vacina 23-polissacaridea comercializada sob o nome de
Pneumovax® 23 ou Pneumo® 23. A taxa de efic4cia destas vacinas encontra-se entre 0s
50 a 70% na populacdo idosa, embora ndo induza uma resposta robusta em termos
imunoldgicos, reduz a mortalidade na doenca invasiva pneumocdcica. Quinze a trinta
por cento dos casos de pneumonia estdo associados a doenca invasiva pneumocdcica
com uma taxa de mortalidade até 40% em idosos com mais de 85 anos de idade
(Weinberger B. et al., 2007; Dorrington M. and Bowdish D., 2013). A vacina Prevenar
13® é recomendada nas criancas ndo s6 para sua propria protecdo mas como forma de
prevenir novas infe¢Ges incluindo na populacdo idosa que com estas convive (Prelog
M., 2012).

Os anticorpos contra polissacarideos capsulares contribuem para a opsonizacdo e
clearence contra a bactéria Streptococcus pneumoniae, sendo produzidos por células B-
1b e células B da zona marginal como resposta ao um estimulo pela imunizagdo com
polissacarideo pneumocécico (PPS), como por exemplo a Pneumovax® 23, ou proteina-
PPS, como no caso da Prevenar 13®. Os resultados demonstraram uma melhor
capacidade das células B-1b de produzir anticorpos especificos PPS nos ratinhos mais
velhos. (Haas K. et al., 2013). Sogaard O. et al (2010) conduziram um estudo para
demonstrar o efeito da adicdo de um agonista do recetor TLR9 na resposta imunoldgica
de individuos VIH+ com baixa resposta a imunizacdo, através da vacinagdo composta
por uma dupla vacinacdo com 7vPnC — Prevenar 13® - aos 0 e 3 meses e, uma dose de
PPV-23 — Pneumovax © 23 — aos 9 meses. A adicdo deste agonista, denominado CGP
7909, teve como resultado um aumento da proporcdo de 1gG especificos aos 9 meses
com uma duracdo maior, assim como a magnitude de resposta, seguida do reforco com
PPV-23 que levou a uma maior funcionalidade comparado com o grupo de controlo. No

entanto, a adicdo deste composto ao PPV-23 ndo revelou qualquer aumento de eficacia.
10.3. Diphtheria, Tetanus e Pertussis

Os idosos apresentam a mais alta taxa de incidéncia destas patologias, sendo
recomendada a vacinacdo a maiores de 65 anos de idade sendo 0s niveis de anticorpos
desta aumentados com a administracdo da mesma vacinagdo ao longo da idade adulta

(Dorrington M. and Bowdish D., 2013; Prelog M. 2012). A eficacia da vacina encontra-
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se entre 0s 84 e 99%, ap6s inducdo por booster de uma quantidade mais baixa da
mesma vacina e outra vacina de virus inativado contra a poliomielite, que por sua vez

apresenta uma eficacia de 99% (Weinberger B. et al., 2007).

10.4. Herpes Zoster

A doenca Herpes Zoster (HP) é causada pela reativacdo do virus Varicella-Zoster
cuja laténcia persiste nos nervos dorsais causando uma dor muitas vezes desabilitante
que pode durar varios meses, inclusive pode mesmo surgir uma forma de complicagdo
denominada neuralgia p6s-herpética (Tseng H., et al, 2011). A sua vacina composta por
virus atenuado e apresenta uma eficcia de aproximadamente de 64% na populacao
idosa (Weinberger B. et al., 2007). Um estudo desenvolvido por Levin M. et al. (2013)
teve como objetivo determinar o nivel imunogénico da vacina contra a HP numa
populacdo compreendida entre os 50 e os 59 anos. Demonstrando uma eficécia de
69,8% da vacina, contra 0s 64% evidentes na faixa etaria dos 60 aos 69 anos e 38%
numa populagdo com idade superior aos 70 anos de idade. A vacina Zostavax®
recomendada pela Food and Drugs Administration (2005) é recomendada para idosos
com idade superior a 60 anos, porém nd € recomendada a doentes
imunocompremetidos devido a perigo de uma disseminacao e reativacdo da doenca.
Porém, em pacientes imunocompetentes, recomenda-se a sua administracdo
independentemente da histéria de reativacdo devendo-se prestar especial atencdo a casos
ndo tratados de depressdo que revelam falha terapéutica (Triglav T. and Poljak M.,
2013).

10.5. Virus Sincicial Respiratério

O Virus Sincicial Respiratorio (RSV), que inclui dois serotipos, 0 A e 0 B, é uma
das principais causas de doenca respiratoria em criancas e ndo confere reacdo imunitaria
permanente podendo existir infecdes recorrentes (Alvarez R. et al, 2009). Cherukuri A.
et al (2012) conduziram um estudo em que demonstraram que a populacdo idosa possui
menor nimero de Linfécitos T CD8 CD107a especificos para a proteina RSV-F levando
a uma maior suscetibilidade para este virus. A expressdao dos recetores CD107 e
CD107a é essencial para a secrecdo de moléculas citoliticas, como a perforina e a

granzima B, assim como de IFN-y. Estes autores propdem um reforgo como forma de
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proteger esta popula¢do. Contudo, nos idosos preocupa o fato deste virus desencadear
uma exacerbacdo de qualquer doenga crénica, ndo existindo uma forma eficaz e segura
de conferir uma imunizacdo em qualquer faixa etaria. A vacina viva atenuada tem-se
demonstrado pouco eficaz nesta populagdo e uma qualquer tentativa de melhorar a sua
eficacia através de associagdo de adjuvantes tem de ser cuidadosa, pois um efeito
indesejavel verificado desta adjuvaticacdo € a promocdo das células Th, exagerada
(Zeng R. et al., 2012). A promessa de uma vacina inativada com a adjudicacdo de uma
nanoemulsdo tem oferecido boas espectativas na resposta especifica 1gG e IgA, ndo
existido uma potencia¢do da Thy, e os niveis de IgE ndo se demonstrando aumentados.
Esta vacina demonstrou um aprimorar das células Th; e Th;;, aumentando a resposta de
ativacdo de neutrofilos e na produgdo de anticorpos (Lindell D. et al., 2011). A
incorporacédo de citoquinas como a IL-12, ou membros da sua familia, como a I1L-23 ou
a IL-27, tem sida estudada como uma hipdtese concreta de adjuvante na vacina GIF/M2
contra 0 RSV como reguladoras do SI. A 1L-23 permite a produgéo de IFN-y a partir
das células Th; e de IL-17 a partir das células Th;;. A IL-27 apresenta capacidade de
supressdo de hiperatividade, levando a sua auséncia a um exacerbar da resposta das
células Th, potencialmente originarias de Doencas Pulmonar apds a injecdo com
GIF/IM2 (Zeng R. et al, 2012). Alvarez R. et al. (2009) propuseram silenciar a
transcricdo génica do ARNm do virus RSV a partir da incorporacdo de pequeno ARN
sintéticos, ARN smal interfering (ARNsi), denominados pelos cientistas como ALN-
RSV01, complementar a regido codificadora para a proteina N do RSV. Esta vacina
seria veiculada por incorporacdo nasal com uma acdo local preventiva e a rapida

degradacdo do ALN-RSVO01 preveniria exposi¢do sistémica.

11. Concluséo

A Imunosenescéncia trata-se de uma diminuicdo da capacidade do Sistema
Imunitario de responder corretamente as agressdes internas e externas, devido a
alteracdes surgidas com a idade. Estas alteracGes refletem-se na capacidade de resposta
Inata e Adaptativa, assim como na proliferacdo das suas células devido a constantes
estimulos ou agressdes. Na Imunidade Inata, a ineficiéncia de transducdo de sinal
relaciona-se com baixa citotoxicidade das células NK e diminuicdo da capacidade de

apresentacdo celular das APC’s. Alia-se a estas, uma capacidade pro-inflamatdria
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aumentada por niveis circulatorios de agentes homdlogos dos macrofagos, contribuindo
para estados propicios de degeneracdo de tecidos e nervos. Isto, contribui para o
desenvolvimento de doencas caracteristicas da popula¢do idosa tais como, doencas
coronérias, desenvolvimento de placa aterosclerdtica e doencas cardiovasculares, assim
como neurodegenerativas.

Na Imunidade Adaptativa, a involucdo timica dispde de diversas teorias, entre as
quais, a perda de progenitores das TEC e diminuida capacidade de rearranjo por
alteracfes hormonais e de citoquinas, com possiveis reversdes em estudo. Esta contribui
para a reducdo de desenvolvimento de novos Linfdcitos T naive circulantes resultando
numa inaptiddo de manter o repertério dos Linfocito T, invertendo o récio CD4/CDS8.
Com a idade revela-se uma progressiva acumulacdo de Linfocitos T CD28", denotados
com perda de proliferacdo, encurtamento de telomeros e produtores de citoquinas pro-
inflamatdrias. Estes linfocitos denotam também uma perda de recetores de ativacédo
TCR e surgimento de recetores carateristicos Natural Killer-like.

A Inflamacdo consiste numa rede de resposta imunolégica a um estimulo
antigenico, sendo necessaria para combater infecOes, reparar tecidos e suprimir
iniciacdo tumorogenica. No entanto, devido a estimulos persistentes e/ou desregulacédo
dos mecanismos celulares carateristicos com o avancar da idade, verifica-se uma
reducdo de sinais anti-inflamatorios, essenciais para prevenir qualquer dano tecidual e
genético. A relacdo existente entre Inflamacdo cronica carateristica da populacéo idosa e
o declinio progressivo do Sl leva ao surgimento de doencas denominadas tipicas do
século XX, tais como doencas cardiovasculares, diabetes, deméncias e o cancro. A
elevacdo da interleucina IL-6 e de TNF-a sdo marcadores pro-inflamatérios
caracteristicos. Células senescentes inflamatdrias podem induzir instabilidade gendémica
através da producdo de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio. O préprio
processo de Senescéncia é defendido como sendo uma evolucdo contra 0 progressivo
mau funcionamento celular desencadeador de patologias, tumores e cancros. Todos
estes fatores tornam os idosos mais propensos a doencas infeciosas com pior
prognostico e ao ressurgimento de infecGes latentes, uma vez que muitas vezes estdo
associadas outras morbilidades sendo por isso recomendada uma vacinacao preventiva.
A infecdo com virus persistentes, como é o caso do CMV e do VIH, tem uma
capacidade de esgotar o Sistema Imunoldgico acelerando o processo de
Imunosenescéncia e conferir estados pro-inflamatérios crénicos, oferecendo uma

oportunidade de estudo para a sua compreensao.
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A eficécia da vacinacdo considerada financeiramente vidvel como forma de evitar
morbilidade e mortalidade entre a populagdo de todas as faixas etarias, demonstra-se um
pouco alterada nos idosos devido & sua mais fraca resposta imunitaria que levantam
questBes de possivel ineficacia e de proposito farmacoldgico. Considera-se a falta de
Linfocitos T naive e a fraca resposta proliferativa dos Linfocitos B como a principal
causa de menor eficacia da vacinacdo na terceira idade e grande parte de adjuvantes
utilizados procuram estimular a resposta dos Linfécitos na resposta imunoldgica de
meméria. Uma alternativa seria a de prevenir resposta inflamatoria, ou auxiliar na
resposta anti-inflamatoria, através de citoquinas anti-inflamatérias ou mesmo anti-
inflamatorios. O exercicio fisico regular tem sido relacionado com uma melhor resposta
a vacinacdo melhorando a capacidade proliferativa dos linfécitos T, melhora a
capacidade de apresentagdo de antigénio das APC’s e diminui a resposta pro-

inflamatdria cronica na populacéo de idosos.
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Anexo |

ANEXOS

Esquema representativo da diferenciagdo das diversas linhagens celulares

sanguineas elaborado por Arosa F. et al, 2007.
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ANEXOS

Anexo 11
Esquema Representativo do Sistema de Reconhecimento para ativagdo da

Fagocitose elaborado por Dale D., Boxer L. and Liles W., 2008

beta-glucano Lipoproteinas |L-1/IL-18  Proteinas LPS

TLR2 TLR1 § IL-1R TLRS TLR4
- R11
UU TLR6 IL-18R []U TL []U Mok
plasmitica
W\ Cﬂ l ‘ m Citoplasma
TIRAP TRAM

MyD88 TRIF p—
L-1 ’ RICK |
Varios ligandos Pép/tidos % _TBK1
Q.\ :
NALP NOD or IPAF @

ASC[ EIYEE@@

—_

-
A roncas

Citoquinas pré-inflamatérias

83



Imunosenescéncia

84



ANEXOS

Anexo 111
Biomarcadores da senescéncia celular identificados em neoplasias iniciais.
Fonte: Kuilman T. et al., 2010.
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