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“A boa politica deve ter coragem de escutar a ciéncia, mesmo

quando ela é incomoda.”

Ailton Krenak



RESUMO

As mudangas climaticas, impulsionadas por atividades humanas como desmatamento, polui¢ao
e consumo insustentavel, representam uma ameaca crescente a saude global, ao intensificarem
a exposicdo a poluentes e agentes infecciosos e favorecerem a ativagdao cronica do sistema
imunoldgico, processo associado ao envelhecimento imunoldgico precoce, ou
imunossenescéncia. Esse fendmeno esta associado a redugado da eficiéncia imune ¢ ao aumento
da vulnerabilidade a infec¢des, inflamagdes e doengas cronicas. Embora fatores individuais
sejam amplamente reconhecidos, a influéncia de fatores ambientais coletivos permanece
subexplorada, especialmente em paises tropicais e de média renda. O objetivo desta tese foi
investigar como diferentes exposicdes ambientais influenciam o ritmo e o perfil da
imunossenescéncia em populagdes brasileiras. Para isso, foram analisados contextos
geograficos contrastantes no Brasil, por meio da integragdo de analises epigenéticas do
envelhecimento bioldgico, imunofenotipagem celular, dosagem de citocinas e avaliagdo de
indicadores ambientais ¢ de satde publica. Em area endémica para doengas infecciosas
(Governador Valadares), observou-se envelhecimento epigenético acelerado, acompanhado de
aumento na produgdo de IL-12p70, IL-17A e IL-9. Na comparagdo entre Sdo Paulo (SP) e Belo
Horizonte (BH), os residentes de SP apresentaram envelhecimento epigenético acelerado,
associado ao aumento de linfocitos B de memoria e de linfocitos T CD4+ e CD8+ com perfis
de exaustdo e senescéncia, além de maior producao de citocinas do perfil inflamatorio Th2 (IL-
4, IL-5, IL-15, CCL3, G-CSF), maior exposicao a poluentes atmosféricos e maior nimero de
hospitalizagdes por doengas respiratorias. Em contraste, em BH predominou um perfil
imunoldgico mais equilibrado, com producdo concomitante de mediadores inflamatorios e anti-
inflamatorios (IL-6, IL-1B, TNF-a, IL-10). Como contribuigdo original, esta tese demonstra de
forma integrada que contextos ambientais contrastantes modulam mecanismos imunologicos e
epigenéticos do envelhecimento humano em um pais tropical, reforcando a necessidade de
politicas publicas voltadas a mitigagcdo dos impactos ambientais adversos € a promogao de

estilos de vida mais sustentaveis.

Palavras-chave: meio ambiente; envelhecimento; imunossenescéncia; infec¢cdes endémicas;

poluicao



ABSTRACT

Climate change, driven by human activities such as deforestation, pollution, and unsustainable
consumption, represents a growing threat to global health by intensifying exposure to pollutants
and infectious agents and promoting chronic activation of the immune system, a process
associated with premature immune aging, known as immunosenescence. This phenomenon is
linked to reduced immune efficiency and increased vulnerability to infections, inflammation,
and chronic diseases. Although individual factors are widely recognized, the influence of
collective environmental factors remains underexplored, particularly in tropical and middle-
income countries. The objective of this thesis was to investigate how different environmental
exposures influence the pace and profile of immunosenescence in Brazilian populations. To this
end, contrasting geographic contexts in Brazil were analyzed through the integration of
epigenetic analyses of biological aging, cellular immunophenotyping, cytokine quantification,
and the assessment of environmental and public health indicators. In an area endemic for
infectious diseases (Governador Valadares), accelerated epigenetic aging was observed,
accompanied by increased production of IL-12p70, IL-17A, and IL-9. In the comparison
between Sdo Paulo (SP) and Belo Horizonte (BH), residents of SP exhibited accelerated
epigenetic aging associated with increased frequencies of memory B lymphocytes and CD4+
and CD8+ T lymphocytes with exhaustion and senescence profiles, as well as higher production
of Th2-associated inflammatory cytokines (IL-4, IL-5, IL-15, CCL3, G-CSF), greater exposure
to air pollutants, and a higher number of hospitalizations for respiratory diseases. In contrast,
in BH a more balanced immunological profile predominated, characterized by the concurrent
production of inflammatory and anti-inflammatory mediators (IL-6, IL-1B, TNF-a, IL-10). As
an original contribution, this thesis demonstrates in an integrated manner that contrasting
environmental contexts modulate immunological and epigenetic mechanisms of human aging
in a tropical country, reinforcing the need for public policies aimed at mitigating adverse

environmental impacts and promoting more sustainable lifestyles.

Keywords: environment; aging; immunosenescence; endemic infections; pollutants
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1. INTRODUCAO:

A pesquisa em saide humana tem se deparado com questdes cada vez mais complexas,
decorrentes de mudangas globais, como o crescimento populacional, a rdpida urbanizacao, a
invasdo de ecossistemas, o trafego globalizado, a poluicdo e o consumo insustentavel. Esses
fatores afetam diretamente as mudangas climaticas, contribuindo para o derretimento das
calotas polares, a elevagdo do nivel dos oceanos, alteracdes na dindmica ecoldgica de vetores,
extin¢do de espécies e outras consequéncias que levam ao desequilibrio ambiental (Zinsstag et
al., 2011).

No entanto, tais transformag¢des ndo resultam apenas em perturbagdes ambientais, conforme
evidenciado durante a pandemia de COVID-19, em 2020 (Barouki et al., 2021). Elas também
impactam diretamente a satide humana, levando, por exemplo, ao surgimento de novas doencas
infecciosas (Zinsstag et al., 2011). A figura 1, apresentada a seguir, ilustra a relagdo entre as

acdes antrdpicas, suas consequéncias ambientais e os efeitos sobre a saide humana.
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Figura 1- Impactos das acdes antrépicas: consequéncias ambientais e efeitos na saude
humana. O circulo mais interno representa as agdes antropicas que contribuem para o aumento
da temperatura global (indicado no centro da figura): em vermelho, os conflitos civis; em
laranja, a ineficiéncia de politicas publicas; em verde, o desmatamento; em verde-agua, as
queimadas intencionais; em azul-claro, a contaminagdo do solo e da 4gua; em azul-escuro, a
poluicdo do ar; em azul-royal, a extracdo de recursos naturais; em roxo, a introdugdo de
espécies; em rosa-claro, o crescimento populacional; e, em rosa-escuro, o acimulo de residuos
solidos. O circulo externo representa as consequéncias ambientais: em vermelho, o aumento do
efeito estufa; em laranja, a altera¢@o na dinamica de vetores; em verde, a elevacao do nivel dos
oceanos; em verde, o derretimento das calotas polares; em azul-claro, as alteragdes nos ciclos
biogeoquimicos; em azul-escuro, o aumento do buraco na camada de 0z6nio; em azul-royal, o
esgotamento dos recursos ndo renovaveis; em roxo, a extin¢ao de espécies; em rosa-claro, as
transmissdes zoondticas e horizontais; e, em rosa-escuro, o desequilibrio ambiental. Ao redor
da figura estdo dispostos os impactos dessas acdes antropicas na saide humana: desordens
mentais € comportamentais, doengas do sistema circulatorio, contaminagdes e intoxicagoes,
doencas do sistema digestivo, disrup¢des endocrinas e metabolicas, doencas do sistema
respiratorio, neoplasias, malformacdes congénitas, deformidades e anomalias cromossomicas,

infec¢des parasitarias e zoonoses, além de doengas autoimunes (Coelho, 2025).

Diante desse cendrio de mudangas rapidas e complexas, torna-se evidente a interconexao entre
seres humanos, animais e meio ambiente, o que exige abordagens integradas. A Saude Unica,
também conhecida como Omne Health, ¢ uma abordagem integrada que reconhece essa
interdependéncia (Zhang et al., 2025) e foi proposta pela Organiza¢gdo Mundial da Saude
(OMS), em colaboragdo com a Organizacdo Mundial de Satde Animal (OMSA) e a
Organizagao das Nacgoes Unidas para Agricultura e Alimentagao (FAO).

E sob essa essa perspectiva que examinaremos a questdo do envelhecimento das populagdes do
Sudeste brasileiro. O envelhecimento populacional impde pressdo aos sistemas de saude, que
precisam ser sustentaveis e integrados, uma vez que a demanda por servigos cresce de forma
exponencial. Além disso, as desigualdades no envelhecimento saudéavel refletem as
desigualdades ambientais, visto que o acesso a ambientes saudaveis, ar limpo, agua potavel e

alimentos seguros ndo ¢ igual para todos (Yusipov et al., 2024).

Desse modo, o envelhecimento saudavel passa a depender também de politicas ambientais e
urbanas bem estruturadas, uma vez que pode ser acelerado por fatores intrinsecos e extrinsecos,

como estilos de vida inadequados e a exposi¢do a estressores ambientais. Assim, individuos
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expostos a condi¢des ambientais menos favoraveis tendem a envelhecer biologicamente mais
rapidamente (Yusipov et al., 2024). Os fatores ambientais que influenciam o envelhecimento

estao ilustrados na figura 2, apresentada a seguir.
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Figura 2— Fatores ambientais que influenciam o envelhecimento. Em azul, mais proximo
ao centro da figura, estdo representados os fatores ambientais individuais que contribuem para
o envelhecimento: (1) estilo de vida sedentdrio e obesidade, (2) dieta ocidentalizada, (3)
tabagismo, (4) disbiose, (5) sono inadequado e (6) estresse cronico. Em amarelo, posicionados
externamente ao centro da figura, estdo os fatores ambientais coletivos que também contribuem
para a imunossenescéncia: (1) doencas e infecgdes crdnicas, (2) contaminacdo da agua e
condi¢des de saneamento bésico, (3) acumulo de residuos so6lidos, (4) polui¢do sonora, (5) uso

de pesticidas e (6) polui¢do do ar (Coelho, 2025).

Enquanto alguns individuos apresentam fragilidade e necessitam de assisténcia nas atividades
diarias por volta dos 70 anos, outros permanecem independentes e parecem escapar de uma
deterioragdo fisioldgica mesmo em idades extremamente avancadas. Entretanto, considerando

o aumento da longevidade global e a consequente expansdo da populagdo idosa, torna-se



cbz27

20

evidente a necessidade de uma compreensiao mais aprofundada dos mecanismos biologicos do
envelhecimento e dos determinantes do envelhecimento saudavel. Como ja mencionado, o
envelhecimento ¢ um fendmeno bioldgico multifatorial e heterogéneo, que afeta os individuos

de maneiras distintas (Cohen et al., 2020).

As alteracdes imunologicas desse processo, conhecidas coletivamente como
imunossenescéncia, estdo associadas ao aumento da suscetibilidade a infec¢des devido ao
declinio de algumas fungdes imunologicas (Hanlon et al., 2018; Kennedy et al., 2014). Esse
fenomeno ¢ caracterizado por diversas alteragdes associadas aos linfécitos B, como a
diminui¢ao da diferenciagdo dessas células na medula 6ssea, acompanhada da reducdo da
frequéncia de linfocitos B virgens; o aumento proporcional da frequéncia de células B de
memoria na periferia; e a consequente diminuicao do repertdrio global dessas células (Miller &
Cancro, 2007). Além disso, na tentativa de compensar essas alteragdes, Holodick e Rothstein
sugerem que as células B-1, responsaveis principalmente pela produgdo de imunoglobulinas
naturais, em especial IgM, possam desempenhar um papel protetor essencial em doencas
associadas ao envelhecimento (Holodick & Rothstein, 2015). Esses aspectos estdo ilustrados
na figura 3, apresentada a seguir, na qual sdo representadas as principais caracteristicas dos
receptores de diferentes subpopulagdes de linfocitos B comumente associadas a

imunossenescéncia.
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Figura 3— Representacio dos principais receptores de diferentes subpopulacdes de
linfécitos B. (a) Linfocitos B de memoria clédssicos (CD19+, CD27+ CD38-); (b) linfocitos B
de memoria ndo classicos (CD19+, CD27-, CD24+ CD38-/10); (c) plasmocitos imaturos
(CD19+, CD138+); (d) células secretoras de anticorpos (antibody-secreting cells — ASC)
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(CD19+, CD27+, CD38hi); (e) linfocitos B de memoria transicionais T1/T2 (CD19+, CD27-
,CD24+ CD38hi); e dos (f) linfocitos B-1a (CD19+, CD5-) (Coelho, 2025).

A 1munossenescéncia também envolve a involucao do timo, que leva a menor produgdo de
linfécitos T virgens, ao aumento proporcional da frequéncia de células T de memoria, a reducao
da diversidade do repertorio global de células T e ao acumulo de linfécitos com perfil de
senescéncia e exaustdo na periferia (Ajoolabady et al., 2024). Os linfocitos T senescentes sao
células que sofreram uma interrup¢ao permanente do ciclo celular, cessando sua proliferagao;
acumulam danos moleculares, apresentam metabolismo desregulado e produzem mediadores
associados a senescéncia. Além disso, expressam receptores como CD57 e TIGIT e perdem a
expressdo de moléculas coestimuladoras essenciais, como CD28 e CD27 (Di Micco et al.,
2021). Por outro lado, os linfocitos T exaustos apresentam um fenodtipo potencialmente
reversivel e sdo caracterizados pela expressao de correceptores inibitdrios, como PD-1, LAG-3
e TIM-3, além de possuirem reduzida capacidade proliferativa € menor producao de citocinas
(Wherry, 2011). Esses aspectos estdo ilustrados na figura 4, apresentada a seguir, na qual sdo
representadas as principais caracteristicas dos receptores de diferentes subpopulacdes de

linfocitos T CD4* e CD8* presentes na imunossenescéncia.
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Figura 4— Representacao dos principais receptores de diferentes subpopulacdes de
linfocitos T auxiliares (CD4+) ou citotéoxicos (CD8+). (a) Linfocitos naive
(CD45RO7/CCRT7Y); (b) linfocitos efetores (EFF) (CD45RO/CCR77), (c) linfécitos de
memoria efetora (EM) (CD45RO*/CCR7); e (d) linfocitos de memoria central (CM)
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(CD45RO*/CCRT"). Dentre essas subpopulagdes, foram considerados como células com perfil
(e) exausto aquelas que expressavam PD-1; e/ou; CTLA4, LAG3, ICOS; TIGIT; KLGI e (f)
senescentes aquelas que apresentavam perda da expressao de CD28; e/ou expressdao de CLTA-

4; CD57; LAG3; TIM3 e/ou KLRGI (Coelho, 2025).

As células “natural killer” (NK) também apresentam alteracdes importantes associadas ao
envelhecimento. Essas mudancas incluem a redu¢do na secregao de citocinas ¢ a diminuigdo da
atividade citotoxica, mesmo com o aumento no numero dessas células observado com o avango
da idade. Apesar dessas alteragdes, as células NK desempenham um papel fundamental na
imunovigilancia de células senescentes, embora também possam apresentar um fendtipo

senescente e exausto (Brauning et al., 2022). Esses aspectos estdo ilustrados na figura 5.
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Figura 5— Representacao dos principais receptores de diferentes subpopulacées de células
Natural Killer (NK). (a) NKs produtoras de citocinas (CD3- e CD56Bright); (b) NKs
produtoras de quimiocinas (CD3-, CD56-, CD16Bright); e (c) NKs citotoxicas (CD3- e
CD56Dim), com perfis de (d) exaustao (PD1+), (e) senescéncia (CD57+) e/ou (f) ativagdo
(NKG2D+ ou CD69+) (Coelho, 2025).

A imunossenescéncia também ¢€ caracterizada por um estado cronico de inflamagdo de baixo

grau, denominado inflammaging, identificado por alteragdes nos niveis de mediadores
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plasmaticos, como IL-6, TNF-q, IL-1 e IL-10 (Franceschi et al., 2007; Fulop et al., 2018). Essa
inflamacdo ¢ uma consequéncia sist€émica de diversos eventos associados ao envelhecimento,
incluindo modificagdes epigenéticas, disfungdo mitocondrial, instabilidade genomica,
mudangas na microbiota intestinal e o acimulo de células senescentes (Ajoolabady et al., 2024),

como representado na figura 6.
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Figura 6— O Envelhecimento como um Processo Adaptativo ao Longo da Vida. A ativagdo
cronica do sistema imunologico, as infec¢des cronicas, a exposi¢do a cargas antigénicas, o
aumento de células senescentes (fenotipo SASP) e a involugdo timica pode alterar o perfil
equilibrado de mediadores anti-inflamatorios (IL-10) versus pré-inflamatorios (IL-1, IL6,

TNF-0) (Adaptado de Batista et al., 2020).

Apesar disso, um estudo recente que avaliou especificamente os efeitos da industrializagao
sobre o perfil inflamatério demonstrou que as citocinas associadas ao envelhecimento em
individuos residentes em regides industrializadas sdo semelhantes aquelas comumente
observadas em estudos europeus. Ressalta-se, entretanto, que, embora os estudos europeus
tenham sido majoritariamente conduzidos em coortes provenientes de contextos
industrializados, a industrializagdo em si nao foi considerada um desfecho nem uma variavel

analitica explicita nas investigagdes até entdo realizadas. Entretanto, duas coortes de populagdes
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indigenas ndo industrializadas apresentaram resultados distintos, com pouca ou nenhuma
associacdo com as citocinas classicamente associadas a idade. Esses achados sugerem que o
envelhecimento inflamatorio parece ser, ao menos em parte, influenciado por estilos de vida
industrializados, apresentando grande variagdao entre ambientes e populacdes (Franck et al.,

2025).

Além disso, as células senescentes apresentam diversas alteracdes morfologicas e funcionais.
A senescéncia celular pode afetar todas as células do organismo, em diferentes graus e
momentos, levando a aquisi¢do de um fenotipo senescente. De modo geral, essas células sdo
maiores do que aquelas em proliferacdo, apresentam nucleos de formato irregular, perda da
proteina da lamina nuclear B1 e acumulo de focos de heterocromatina associados a senescéncia

(SAHF) (Wang et al., 2024).

O actimulo de SAHF ¢ consequéncia de danos persistentes ao DNA dessas células, o que leva
a fosforilacdo de genes supressores de tumores como p53, responsavel pela ativacdo de p21 e
pl6. A ativacdo dos inibidores das cinases dependentes de ciclina (CDK) p21 e pl6, CDK4 e
CDKS6, induzem a hipofosforilacdo das proteinas Rb, p107 e p130. Essa modificagdo inibe os
fatores de transcricao E2F e seus genes-alvo, como as ciclinas do tipo E, interrompendo o ciclo

celular na fase G1 (Wang et al., 2024).

A ativacdo do programa de senescéncia celular, com a inibicdo da proliferagdo apds a
identificacdo de danos ao DNA, constitui um mecanismo importante de protecdo contra a
transformagdo cancerigena, uma vez que parte desses danos poderia resultar em proliferagao
descontrolada e formacao de tumores (Marin et al., 2023). Assim, a senescéncia celular deve
ser considerada também sob essa perspectiva ao se discutir estratégias para o controle ou a

reversao desse processo.

Do ponto de vista estrutural e funcional, organelas como lisossomos, reticulo endoplasmatico e
mitocondrias mostram-se disfuncionais nesse estado celular. A atividade aumentada da B-
galactosidase associada a senescéncia (SA-B-gal) e a resisténcia a apoptose, decorrente do
aumento da expressao de proteinas da familia Bcl-2, sdo consideradas marcadores classicos de
senescéncia. Além disso, a presenga dos macroporos mitocondriais BAX e BAK ¢ essencial
para a liberagdo de DNA mitocondrial, um processo relacionado a permeabilizagao da

membrana externa da mitocondria (Wang et al., 2024).

Por fim, uma das principais caracteristicas funcionais das células senescentes € a secregdo

elevada de diversas moléculas inflamatorias, denominadas coletivamente como fenotipo
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secretor associado a senescéncia (SASP) (Wang et al., 2024). A figura 7, apresentada a seguir,
ilustra as principais caracteristicas da senescéncia celular. O SASP ¢ caracterizado pela secrecao
de citocinas, quimiocinas, proteases e fatores de crescimento, que exercem influéncia sobre o
microambiente tecidual por meio de vias autdcrinas e paracrinas. Esses mediadores contribuem

para o estabelecimento e a manuten¢do do inflammaging (Borodkina et al., 2018).
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Figura 7— Caracteristicas da senescéncia celular. As células senescentes sofrem alteragdes
morfologicas e sdo classificadas conforme seus indutores: senescéncia replicativa (RS),
induzida por oncogenes (OIS), por terapias (TIS), por disfungdo mitocondrial (MiDAS) e
imunologicamente induzida (IIS). A superexpressao dos inibidores de CDK p21 e p16 ¢ comum
e, ao inibir CDK4/CDKG6, reprime fatores de transcricao E2F, bloqueando o ciclo celular na fase
G1. Essas células apresentam tamanho aumentado, alteragdes nucleares (perda de lamin B1,

acimulo de SAHF), organelas defeituosas (lisossomos, RE e mitocondrias), aumento da
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atividade de SA-B-gal, resisténcia a apoptose (Bcl-2) e liberagdo de DNA mitocondrial mediada
por macroporos BAX/BAK. Além disso, caracterizam-se pela secre¢cdo aumentada de fatores

inflamatoérios, coletivamente denominados SASP (Wang et al., 2024).

No entanto, nem todos os idosos desenvolvem doencgas inflamatoérias cronicas ou manifestam
fragilidade decorrente do inflammaging. Estudos com nonagenarios e centenarios saudaveis na
Italia, bem como com idosos sauddveis no Brasil, demonstraram que esses individuos
desenvolvem mecanismos de remodelamento capazes de compensar os efeitos deletérios do
inflammaging e da imunossenescéncia (Caetano Faria et al., 2008; Caruso et al., 2022; Lima-

Silva et al., 2024; Santoro et al., 2021).

Portanto, o envelhecimento ndo resulta em um declinio linecar e universal da funcao
imunologica. Alguns individuos desenvolvem mecanismos de remodelamento imunologico que
lhes permitem atenuar os efeitos deletérios da imunossenescéncia (Speziali et al., 2004).
Estudos conduzidos por nosso grupo demonstraram que idosos nao infectados, residentes em
areas endémicas para esquistossomose, desenvolvem mecanismos de prote¢do imunoldgica
inata que compensam o declinio da funcao das células T associado a idade (Comin et al., 2007;

Speziali et al., 2004).

Um desses estudos revelou que a frequéncia de células NK produtoras de IFN-y aumenta com
o envelhecimento e se mantém elevada em individuos com mais de 70 anos (Speziali et al.,
2004). Em outro estudo, observamos um aumento na frequéncia de células NK expressando
receptores Toll-like, além de células dendriticas e mondcitos expressando diferentes TLRs
(Comin et al., 2007). Esses achados sugerem que a compensa¢ao da resposta imune inata pode
desempenhar um papel relevante na resisténcia a infec¢do e no envelhecimento saudavel em

individuos residentes em areas endémicas.

No entanto, também relatamos que a intensificagdo das respostas imunoldgicas inatas,
desencadeada por estimulos antigénicos continuos em individuos dessas regides, pode estar
associada ao envelhecimento bioldgico acelerado, conforme evidenciado pela metilagdo das
ilhas CpG no DNA (Durso et al., 2022). A metilagdo do DNA ¢ um dos principais mecanismos
de regulacao da expressdo génica e ¢ reconhecida como um biomarcador altamente preciso do
envelhecimento celular. Com base nesse mecanismo, foram desenvolvidos reldgios
epigenéticos capazes de estimar a idade biologica dos individuos, detectando tanto a aceleragdo

quanto a desaceleragcdo do envelhecimento (Field et al., 2018). Dessa forma, individuos com a
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mesma idade cronolédgica podem apresentar idades bioldgicas distintas, como ilustrado na
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Figura 8— Individuos com a Mesma Idade Cronologica Podem Diferir na Idade Bioldgica.
(a) Desenho esquematico mostrando que pessoas com a mesma idade cronoldgica podem ter
diferentes idades biologicas e consequente diferentes riscos associados a mortalidade, o
vermelho envelhece biologicamente mais rapidamente do que o azul. (b) Ilustragdo de trés
relogios de metilagdo, a direita um relogio perfeito, onde ndo € possivel distinguir entre
individuos que envelhecem biologicamente rapido (vermelho) ou lento (azul). Outro reldgio
biologico (no meio) pode distinguir entre envelhecimento ndo saudavel (vermelho) versus
envelhecimento saudavel (azul) e o relogio hibrido (a direita), menos preciso, onde a idade

biologica acompanha de perto a idade cronolédgica (Field et al., 2018).

Além disso, os padrdes de metilagdo do DNA estdo associados a diversas doencas relacionadas
a idade, incluindo Alzheimer (Pellegrini et al., 2021), doencas cardiovasculares (Fernandez-
Sanlés et al., 2021) e cancer (Fernandes Durso et al., 2017). Evidéncias indicam que a metilacao
do DNA pode ser modulada por estimulos ambientais, como exercicios fisicos (Turner et al.,
2020), dieta (Pauwels et al., 2017), tabagismo (Joubert et al., 2016) e exposi¢do a poluentes
(Plusquin et al., 2017). Assim, fatores associados ao estilo de vida, incluindo hébitos
alimentares, atividade fisica, bem-estar, estresse, tabagismo e qualidade do sono, exercem

influéncia significativa sobre o envelhecimento (Bloomberg et al., 2024; Friedman, 2020).
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As variagdes nas exposigdes antigénicas ao longo da vida também resultam em alteracdes no
perfil imunolégico durante o envelhecimento, processo conhecido como imunobiografia
(Franceschi et al., 2017). Diferengas na combinacao dos antigenos, quanto ao tipo, a dose, a
frequéncia e a sequéncia temporal de exposicdo, constituem elementos fundamentais desse
processo. Em outras palavras, o sistema imunologico reflete o acimulo das experiéncias

imunologicas ao longo da vida (Franceschi et al., 2017).

Embora diversos fatores individuais relacionados ao estilo de vida influenciem diretamente
essas exposicoes, os individuos também estdo sujeitos a fatores ambientais coletivos, como a
polui¢do do ar, a contaminagdo da dgua e dos alimentos e a exposi¢do a doencas infecciosas,

cuja prevengdo e controle dependem de decisdes associadas as politicas publicas.

Tradicionalmente, os estudos sobre envelhecimento tém sido conduzidos majoritariamente em
coortes de paises desenvolvidos, com foco em popula¢des predominantemente caucasianas. No
entanto, considerando que o ritmo e o perfil do envelhecimento ndo sao universais nem lineares,
a hipotese central desta tese ¢ que, além do estilo de vida, fatores ambientais coletivos, como a
exposicao cronica a agentes infecciosos e a polui¢do ambiental, estejam associados a padroes

distintos de imunossenescéncia.

Considerando que diferencas geograficas na exposi¢ao a antigenos podem estar associadas a
distintos padrdes de imunossenescéncia, esta tese compara trés cidades e apresenta seus
resultados em dois capitulos. No primeiro capitulo, analisamos o envelhecimento bioldgico de
voluntarios residentes em uma 4area endémica (AE), Governador Valadares, caracterizada por
alta prevaléncia de esquistossomose, leishmaniose, hanseniase e infecgdes virais, em

comparac¢ao com uma area ndo endémica (ANE), Belo Horizonte.

No segundo capitulo, investigamos o envelhecimento biologico de voluntarios residentes em
duas capitais brasileiras com caracteristicas sociais, econdmicas e urbanas distintas: Sdo Paulo
(SP) e Belo Horizonte (BH). Sao Paulo destaca-se como o principal centro financeiro da
América Latina, com elevada densidade populacional e intensa atividade econdmica. Em
contraste, Belo Horizonte apresenta menor densidade populacional e um planejamento urbano
que integra areas verdes ao espago construido. Essas diferengas, aliadas a aspectos culturais e
de organizacdo social, refletem-se em distintos contextos de qualidade de vida e interacao

social, potencialmente relevantes para o processo de envelhecimento.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Declaraciao de ética

Este estudo seguiu rigorosamente as diretrizes éticas estabelecidas pelo Comité Nacional de
Etica em Pesquisa (CONEP), assegurando a prote¢do, seguranca ¢ bem-estar de todos os
participantes. O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Federal de Minas Gerais (CEP-UFMG) e pelo CONEP, sob o
numero de Certificado de Apresentagdo para Apreciagio Etica (CAAE) 40208320.3.1001.5149.
Todos os voluntarios foram devidamente informados sobre os objetivos e procedimentos do
estudo e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) antes de sua

participagao.

2.2 Selecao e classificacao dos voluntarios

O estudo foi realizado em trés cidades brasileiras com perfis distintos. No primeiro capitulo,
comparamos coortes de individuos com diferentes perfis epidemioldgicos. Uma das coortes
incluiu 107 participantes residentes em Belo Horizonte (MG), uma area ndo endémica para
doencgas infecciosas, enquanto a outra foi composta pelo mesmo nimero de voluntarios
provenientes de Governador Valadares (MG), uma regido endémica. Dessa forma, a amostra
analisada no primeiro capitulo totalizou 214 individuos, cujas caracteristicas estdo apresentadas

na Tabela 1.

No segundo capitulo, foram comparadas coortes de individuos residentes em duas capitais
brasileiras com caracteristicas socioecondmicas e urbanisticas distintas. A analise incluiu 16
participantes recrutados em Belo Horizonte (MG) e outros 16 em Sao Paulo (SP), totalizando
uma amostra de 32 individuos, cujas informagdes estao apresentadas na Tabela 2. Em ambos os
capitulos, os voluntarios foram rigorosamente pareados quanto ao sexo, idade e presenca de

comorbidades.

O recrutamento dos voluntarios ocorreu entre dezembro de 2020 e outubro de 2021. No
primeiro capitulo, os individuos foram identificados e classificados em trés grupos: aqueles que
apresentavam sintomas compativeis com sindromes gripais de origem desconhecida e testaram
negativo para COVID-19; aqueles com infeccdo confirmada por COVID-19; e aqueles
assintomaticos que testaram negativo para COVID-19, compondo o grupo controle. Durante o

periodo de coleta, as variantes circulantes do SARS-CoV-2 incluiam tanto a cepa original
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quanto a variante P.1. J4 no segundo capitulo, a coorte foi composta exclusivamente por
individuos assintomaticos que testaram negativo para COVID-19. Todos os participantes
selecionados foram submetidos ao teste de Reagdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real

(RT-PCR) para a confirmagao da infeccao por SARS-CoV-2.

Os voluntarios foram recrutados em diferentes unidades de saude, incluindo a Unidade de
Pronto Atendimento Centro-Sul (UPA-Centro Sul) e o Hospital Universitario Risoleta Tolentino
Neves, ambos localizados em Belo Horizonte; o Hospital Unimed, em Governador Valadares;

e o Instituto de Infectologia do Hospital Emilio Ribas, em Sdo Paulo.

Os critérios de inclusdo abrangeram individuos adultos ou idosos, com idade igual ou superior
a 20 anos, independentemente da presenga de sintomas gripais, desde que concordassem em
assinar o Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido (TCLE). Foram estabelecidos critérios
de exclusao rigorosos, removendo do estudo criangas ¢ adolescentes (menores de 18 anos),
individuos com resultados inconclusivos no teste RT-PCR para detec¢ao da COVID-19, aqueles

com sintomas gripais persistentes por mais de nove dias e individuos vivendo com HIV.

Os participantes tiveram seu indice de massa corporal (IMC) classificado conforme os seguintes
critérios: abaixo do peso (IMC < 18,5), peso normal (IMC entre 18,5 e 24,9), sobrepeso (IMC
entre 25,0 € 29,9) e obesidade (IMC > 30,0).

A equipe do estudo foi responsavel pelo recrutamento dos voluntarios nas unidades de satde,
esclarecendo eventuais dividas sobre o TCLE. Os participantes foram submetidos a uma
entrevista clinica e sociodemografica, seguida da coleta de amostras sanguineas para separagao
de soro e plasma, além da coleta de swab nasofaringeo para a detec¢do do SARS-CoV-2 por
meio de RT-PCR. Os individuos com diagndstico confirmado de COVID-19 foram

telemonitorados por um periodo de 14 dias ap0s a entrega dos resultados do teste RT-PCR.

Os exames de RT-PCR para diagnostico da COVID-19 foram realizados no Centro de
Tecnologia de Vacinas (CT Vacinas) da UFMG, em colaboracdo com a professora Santuza
Teixeira e seu orientando Hugo Satori. Apos a identificacdo dos individuos positivos para o
SARS-CoV-2, os voluntarios foram classificados conforme a recomendacao da Organizagao
Mundial da Satde (WHO, 2020), utilizando um escore clinico. Os voluntarios com RT-PCR
positivo que se recuperaram sem necessidade de hospitalizacdo foram classificados como casos
de desfecho “leve” de COVID-19 (escores 1, 2 e 3). Aqueles que necessitaram de suporte
médico nao invasivo, sem agravamento do quadro clinico e com administracdo moderada de

oxigenoterapia, foram classificados como casos de desfecho “moderado” (escores 4 e 5). Por
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fim, os voluntarios que necessitaram de hospitaliza¢ao e evoluiram para quadros mais graves,
com necessidade de procedimentos médicos invasivos e maiores volumes de oxigenoterapia,
foram classificados como casos de desfecho “grave” (escores de 6 a 9). E importante destacar
que os voluntarios definidos como saudaveis foram aqueles que ndo apresentaram infec¢ao
prévia por SARS-CoV-2. Para as analises descritas no Capitulo 1 desta tese, foram utilizados
apenas os individuos com desfecho “leve” de COVID-19, a fim de viabilizar o pareamento entre
0s grupos experimentais. J& os voluntarios com resultado negativo no teste de RT-PCR para
COVID-19, mas que apresentavam sintomas gripais, foram incluidos no estudo como

individuos com sindrome gripal (Flu-like).

Tabela 1. Caracterizacao da amostra do estudo do capitulo 1

AE (Area Endémica) ANE (Area Nio Endémica)
Sindrome | COVID- Controle Sindrome COVID- Controle
Gripal 19 Negativo Gripal 19 Negativo
(n=45) (n=47) (n=15) (n=45) n =47 (n=15)
Idade 38 38,5 41 36 40,5 39
(anos) (18-60) (18-77) (19-78) (19-63) (18-76) (18-65)
Sexo Feminino
(%) 51,1 46,8 46,7 46,6 53,19 53,3
Sexo Masculino 48,9 54,2 53,3 53,4 46,80 46,6
(%)
IMC (Kg/m?) 28,3 +£5,57 26,29 26 4,21 28,4 +7 30 £5,67 27 +6,82
+4,53
Carga Viral (ct) _ 21,89 _ _ 27,3 _
+7,12 +5,14
Comorbidades 28,8 23,4 20 24.4 23,4 26,6
(%)
Hipertensdo (n) 9 6 2 6 6 3
Diabetes 3 3 0 4 3 1
Miellitus (n)
Doengas 0 2 1 1 0 0
Respiratorias
(n)
Outras (n) 1 0 0 0 2 0

ANE- area ndo endémica; AE- area endémica; NC- controle negativo; FS- sindrome gripal; IMC — Indice de massa
corporal, calculado pela formula kg/m?, em que kg representa o peso da pessoa em quilogramas e m? corresponde

a sua altura em metros quadrados.



32

Tabela 2. Caracterizacio da amostra do estudo do capitulo 2

BH (n=16) SP (n=16)
Idade (anos) 38 (18-60) 36 (19-63)
Sexo Feminino (%) 51,1 46,6
Sexo Masculino (%) 48,9 53,4
IMC (Kg/m?) 28,3 5,57 28,4 £7
Comorbidades (%) 25 18,75
Hipertensdo (n) 2 1
Diabetes Miellitus (n) 1 0
Doengas Respiratdrias (n) 0 1
Outras (n) 1 1

IMC — Indice de massa corporal, calculado pela formula kg/m?, em que kg representa o peso da pessoa em

quilogramas e m? corresponde a sua altura em metros quadrados

2.3 Medi¢ao de mediadores inflamatorios pelo Ensaio de Luminex-Multiplex

A quantificagdo dos mediadores inflamatorios no plasma heparinizado dos voluntarios foi
realizada por meio de ensaio Multiplex, utilizando o kit Bio-Plex® Pro Human Cytokine
Standard (Bio-Rad Laboratories). Esse método permite a analise simultdnea de multiplos
analitos por imunoensaio magnético, conduzido no equipamento Luminex (Bio-Plex® 200,

Bio-Rad).

O painel de mediadores analisados incluiu: IL-1f, IL-1Ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, CXCLS,
IL-9, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-15, IL-17A, CCL11, FGF-basico, G-CSF, GM-CSF, IFN-y,
CXCL10, CCL2, CCL3, CCL4, PDGF-BB, CCL5, TNF-a e VEGF. A anélise dos dados foi
realizada utilizando o software Bio-Plex™ xPONENT, versao 3.1 (Bio-Rad).

2.4 Analise por graficos de radar

A distribui¢dao dos niveis de citocinas e quimiocinas foi visualizada por meio de graficos de
radar, nos quais os mediadores foram categorizados como baixos produtores (< mediana global)
ou altos produtores (> mediana global). A mediana global foi calculada considerando todo o

conjunto de dados dos respectivos grupos (31).

No gréfico de radar, cada eixo representa um mediador especifico, sendo que os individuos com
niveis elevados desse mediador foram classificados como altos produtores. A interconexao dos
eixos forma uma darea poligonal, permitindo a visualizacdo do equilibrio entre fatores de
crescimento, mediadores inflamatorios e anti-inflamatorios. O aumento ou a reducgdo dessa area

indica uma maior ou menor contribuicao de cada mediador para o perfil inflamatorio geral.
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2.5 Extracido do DNA

Para a extragdo do DNA das amostras de PBMC, utilizou-se o protocolo com Trizol e
cloroféormio. Resumidamente, foram adicionados 500 uL de Trizol e 200 puL de cloroférmio a
cada amostra. O RNA presente na fase aquosa foi removido e, em seguida, adicionaram-se 150
uL de etanol 100% a cada uma delas. As amostras foram homogeneizadas em vortex e
incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente. Apos centrifugagdo a 2000 g, a 4 °C, por 5
minutos, retirou-se a fase TRIzodlica. Em seguida, adicionou-se 1 mL de solugdo de citrato de
sodio 0,1 M em etanol 10%, com pH 8,3, e as amostras foram incubadas por 30 minutos, com
homogeneizagdes perioddicas (inversdo dos tubos). As amostras foram novamente centrifugadas
a 2000 g, a 4 °C, por 5 minutos, ¢ o sobrenadante foi descartado. Esse processo de lavagem
com citrato de sédio, seguido de centrifugacdo, foi repetido duas vezes. Posteriormente,
adicionou-se 1 mL de alcool 75%, seguido de centrifugacdao a 2000 g, a 4 °C, por 5 minutos,
descartando-se o sobrenadante. Por fim, o pellet foi seco, € o DNA foi reconstituido com a

adi¢ao de 60 uL de agua grau molecular.

2.6 Identificacao das Ilhas CpG Metiladas

Foram utilizados 500 ng de DNA, tratados com bissulfito de sodio, utilizando um kit de
conversao de bissulfito especificado pela Illumina. Apdés o tratamento, as citosinas nao
metiladas foram convertidas em uracilas, enquanto as citosinas metiladas permaneceram
inalteradas. As amostras foram entdo desnaturadas e neutralizadas, preparando-as para a etapa
de amplificacdo. O DNA desnaturado foi amplificado isotermicamente, em uma Unica etapa,
durante a noite. Um processo enzimatico controlado fragmentou o produto amplificado. Em
seguida, o DNA fragmentado foi precipitado em isopropanol e centrifugado a 4 °C. O DNA
precipitado foi ressuspenso em tampao de hibridizagdo e distribuido em BeadChips. As
amostras foram incubadas nos BeadChips durante a noite, permitindo a hibridizacdo. O DNA
amplificado e fragmentado ligou-se a sequéncias de 50 nucleotideos de loci especificos,

covalentemente acopladas a mais de 500.000 tipos de Beads.

Cada locus CpG foi representado por dois tipos de Beads: um correspondente ao estado
metilado e outro ao estado ndo metilado. O DNA néo hibridizado, ou hibridizado de forma nao
especifica, foi lavado, e o BeadChip preparado para as etapas de extensao e coloragdo. Durante
a extensdo, incorporaram-se marcadores detectdveis no BeadChip, possibilitando a
determinagdo do nivel de metilacdo dos loci CpG analisados. Finalmente, o iScan System

escaneou o BeadChip, utilizando um laser para excitar o fluor6foro incorporado no produto de
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extensdo de base Unica das esferas. O scanner registrou imagens de alta resolugdo da luz emitida

pelos fluor6foros e gerou arquivos do tipo IDAT.
2.7 Estimativa da Idade Epigenética (DNAm Age)

Os arquivos IDAT foram importados para o software R, utilizando o pacote watermelon (versao
2.4.0) (Pidsley et al., 2013) para controle de qualidade, normalizacao e obtengdo das matrizes
de valores B de metilacdo. Essas matrizes contém as informagdes sobre o grau de metilagdo das
CpGs do genoma de cada amostra. O script utilizado encontra-se apresentado apds as
referéncias desta tese, no Anexo 1. Apds a obtengdo dos arquivos com as matrizes de valores 3,
utilizou-se o pacote metilclock (versdo 1.5.0) (Pelegi-Siso et al., 2021) para estimar as idades
bioldgicas e a aceleracdo do envelhecimento, com base em seis diferentes relogios de metilagdo.
Individuos com aceleracdo do envelhecimento igual a zero ndo alteram a média da coorte,
embora estejam incluidos nas andlises, e ¢ importante destacar que tanto jovens quanto idosos
podem ou nao apresentar aceleragdo do envelhecimento, o que € consistente com a influéncia
de multiplos fatores contextuais e comportamentais, como estilo de vida e exposigdes
ambientais. A estimativa da aceleracdo da idade epigenética considerou a idade extrinseca,
calculada com ajuste para as contagens de células sanguineas. O niimero de CpGs consideradas
em cada relogio, bem como a amostra utilizada para a sele¢do das CpGs associadas a idade
bioldgica dos individuos, encontra-se descrito, abaixo, na Tabela 3. O script utilizado na andlise

encontra-se apresentado apds as referéncias desta tese, no Anexo 2.

Tabela 3- Caracterizacao dos Diferentes Relogios Epigenéticos Utilizados:

Relogios CpGs selecionadas Amostra Referéncia
Hannum 71 sangue Hannum et
al. (2013)
Horvath (skinHorvath) 391 CpGs pele e sangue Horvath et
al. (2018)
PedBE 84 swabs epiteliais bucais McEwen et
al. (2019)
BLUP 319607 sangue
EN 514 sangue
Comprimento do 140 sangue Luetal. (2019)
telomero (TL)
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2.8 Sorologia

As andlises soroldgicas foram realizadas apenas nos participantes incluidos nas andlises do
Capitulo 1 desta tese. Nessas analises, foi possivel identificar anticorpos IgG contra o virus da
dengue e o citomegalovirus (CMV). Todas as analises foram terceirizadas para o Laboratério
Hermes Pardini (Belo Horizonte, Brasil), seguindo rigorosamente os protocolos institucionais

referentes as técnicas de detecgdo, transporte de amostras e armazenamento.

A sorologia para dengue foi realizada por ensaio imunoenzimatico (Enzyme Immunoassay —
EIA), permitindo a detec¢do quantitativa de IgG especifica contra os quatro sorotipos do virus
da dengue (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4). Ja a deteccao de anticorpos IgG contra o
CMV foi conduzida por meio do ensaio enzimatico de fluorescéncia (Enzyme-Linked
Fluorescent Assay — ELFA), permitindo a quantifica¢do de anticorpos IgG especificos contra

os antigenos dos sorotipos CMV-1 e CMV-2.

2.9 Analise de correlacio de Spearman

A andlise do coeficiente de correlacdo de Spearman foi realizada utilizando o software R, com
o objetivo de avaliar multiplas associagdes entre biomarcadores e determinar a forga e a dire¢ao
dos relacionamentos. O coeficiente de correlagdo de Spearman varia de -1 a +1, sendo que
valores positivos indicam uma relagdo direta entre as varidveis (aumento simultaneo), enquanto
valores negativos indicam uma relagao inversa (quando uma variavel aumenta, a outra diminui).

Um coeficiente proximo de 0 sugere auséncia de associagdo entre as variaveis analisadas.

As correlagdes estatisticamente significativas (p < 0,05) foram representadas graficamente, em
que o tamanho do circulo indica o nivel de significancia estatistica: circulos maiores
correspondem a valores de p menores, evidenciando associacdes mais robustas entre os

biomarcadores analisados.

2.10 Imunofonotipagem por citometria de fluxo

As PBMC:s (1x10°) dos voluntarios analisados no segundo capitulo desta tese foram submetidas
a coloragdo de células mortas (LIVE/DEAD Aqua, ThermoFisher Scientific, cat. n° L34957) e,
em seguida, marcadas com anticorpos conjugados a fluordforos especificos para seus
marcadores de superficie. O painel foi desenvolvido para a analise de linfocitos B de memoria,
células NK ativadas, exaustas e senescentes e linfocitos T senescentes e exaustos, conforme as
estratégias de gating ilustradas nas Figuras 9, 10 e 11. Todas as informacdes sobre os
marcadores, suas diluigdes e numeros de catdlogo estdo disponiveis na Tabela 4. A

compensa¢do de fluorescéncia foi realizada com esferas de captura de anticorpos (BD
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Biosciences), garantindo a correcdo de possiveis desvios nas intensidades de fluorescéncia. As
amostras de células foram analisadas em um citometro de fluxo BD LSRFortessa (BD
Biosciences), acoplado a computadores com os softwares DIVA e FlowJo-10 (Tree Star), que

possibilitaram a aquisi¢do e analise dos dados.

Tabela 4. Painel de Citometria de Fluxo para Avaliacido dos Fenotipos de Células NK,

Linfocitos B de e Linfocitos T

Dilution Catalog
Antibody Channel Used Number Clone
CD3 AF 700 1:320 317340 OKT3
NK Cell CD16 PE Cy 5.5 1:100 555408 3G8
CD25 PE 1:20 555432 M-A251
CD56 PE Cy 7 1:200 340723 NCAM 16.2
CD57 BV 421 1:640 317340 NK-1
CD69 APC Cy7 1:20 557756 FN50
CD 279 (PD-1) BV 605 1:40 563245 EHI2.1
NKG2D APC 1:20 558071 1D11
CD24 FITC 1:160 555427 ML5
CD 279 (PD-1) BV 605 1:40 563245 EHI2.1
CD38 PE 1:20 555460 HIT2
CD5 Percp Cy 5.5 1:80 341089 L17F12
B Cell CD19 PE Cy 7 1:640 557835 SJ25C1
IgD AF 700 1:40 561302 1A6-2
CD138 APC 1:20 347193 MI15
CD27 APC Cy7 1:20 560222 M-T271
CD20 BV 650 1:800 563780 2H7
CD4 PE Cy 7 1:400 557852 SK3
CDS8 PE Dezzle 594 1:1200 562282 RPA-78
CD25 PE 1:20 555432 M-A251
CD278 (ICOS) | Percp Cy 5.5 1:20 562833 DX29
CD57 BV 421 1:800 563896 NK-1
CD279 (PD1) BV 605 1:40 563245 EHI2.1
TIGIT BV 650 1:160 741182 FAB7898G
T Cell CD28 APC H7 1:20 561368 CD28.8
CD3 AF 700 1:320 317340 OKT3
CCR7 FICT 1:40 353216 G943H7
KLGI BV 711 1:40 138427 2F1/KLG1
Foxp3 APC Cy 7 1:20 21276106 3G3
CD45RO BV 785 1:80 304234 UCHLI
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Figura 9-Estratégia de Gating das Células NK. Foram selecionadas as células vivas (L_D),
e células T (L_D-, CD3+), dentro desse gating foram selecionadas as células NKT (L _D-,
CD3+, CD56+). Também foram selecionadas as células que ndo eram do tipo T (L_D-, CD3-)
e dentro desse gating foram selecionadas as células NK produtoras de quimiocinas (L_D-, CD3-
, CD56-, CD16Bright), células NK de quimiocinas ativadas (L._D-, CD3-, CD56-, CD16Bright,
CD69+e L D-,CD3-,CD56-, CD16Bright, NKG2D+), células NK de quimiocinas senescentes
(L_D-, CD3-, CD56-, CD16Bright, CD57+), células NL de quimiocinas exaustas (L_D-, CD3-
, CD56-, CD16Bright, PD-1+) e células NK de quimiocinas senescentes e exaustas (L _D-,
CD3-, CD56-, CD16Bright, PD-1+, CD57+). Foram selecionadas células NK produtoras de
citocinas (L _D-, CD3-, CD56Bright), células NK de citocinas ativadas (L _D-, CD3-,
CD56Bright, CD69+ e L D-, CD3-, CD56Bright, NKG2D+), células NK de citocinas
senescentes (L_D-, CD3-, CD56Bright, CD57+), células NK de citocinas exaustas (L_D-, CD3,
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CD56Bright, PD-1+) e células NK de citocinas senescentes e exaustas (L_D-, CD3-, 29
CD56Bright, PD-1+, CD57+). Por fim, foram selecionadas as células NK citotoxicas (L_D-,
CD3-, CD56Dim), c¢lulas NK citotoxicas ativadas (L_D-, CD3-, CD56Dim, CD69+ ¢ L D-,
CD3-, CD56Dim, NKG2D+), células NK citotoxicas senescentes (L D-, CD3-, CD56Dim,
CD57+), células NK citotoxicas exaustas (L _D-, CD3-, CD56Dim, PD-1+) e células NK
citotoxicas senescentes e exaustas (L_D-, CD3-, CD56Dim, PD-1+, CD57+).
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Figura 10-Estratégia de Gating dos Linfocitos B. Foram selecionadas as células vivas (L_D)
e os linfocitos B (L_D-, CD19+). Dentro desse gating foram selecionadas as células secretoras
de anticorpos (ASC) (L _D-, CD19+, CD27+, CD28hi), os plasmocitos imaturos (L D-,
CD19+, CD138+), os linfécitos B de memoria nao classicos (L_D-, CD19+, CD27-,CD24+
CD38-/10), os linfocitos B de memoria maduros (L_D-, CD19+, CD27-,CD24-, CD38+/-), os
linfécitos B de memoria maduros duplo negativos (L_D-, CD19+, CD27-,CD24-, CD38+/-,
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IgD-), linfécitos B naive maduros de memoéria (L D-, CD19+, CD27-,CD24-, CD38+/-, IgD+)
linfécitos B de memdria transicionais T1/T2 (L_D-, CD19+, CD27-,CD24+ CD38hi), linfocitos
B de memoria classicos (L D-, CD19+, CD27+ CD38-), linfocitos B de memoria
classicos,IgD- (L D-, CD19+, CD27-,CD24+ CD38hi, IgD-), linfocitos B de memoria
classicos IgD+ (L _D-, CD19+, CD27-,CD24+ CD38hi, IgD+) e linfocitos B-la (L _D-,
CD19+,CD5-).
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Figura 11-Estratégia de Gating dos Linfécitos T. Foram selecionadas as células vivas (L_D)
e os linfocitos T (L_D-, CD3+). Dentro desse gating nos selecionamos os linfocitos T auxiliares
(L_D-, CD3+, CD4+) e citotoxicos (L _D-, CD3+, CD8+) e identificamos as seguintes
subpopulagdes de linfocitos T CD4+ e CD8+: naive (L D-, CD3+, CD4+ ou CD&+,
CD45RO/CCR7%), linfécitos efetores (EFF) (L D-, CD3+, CD4+ ou CD8+,
CD45RO7/CCRT"), linfocitos de memoria central (CM) (L_D-, CD3+, CD4+ ou CDS8+,
CD45RO*/CCR7") e linfocitos de memoria efetora (EM) (L D-, CD3+, CD4+ ou
CD8+,CD45RO*/CCR77). Também foram identificados os linfécitos T senescente (L D-,
CD3+, CD4+ ou CD8+, CD28-), (L_D-, CD3+, CD4+ ou CD8+, CD57+) ¢ (L_D-, CD3+,
CD4+ ou CD8+, KLGI1+); e os linfocitos T com perfil de exaustdo (L_D-, CD3+, CD4+ ou
CD8+, PDI1+) e (L_D-, CD3+, CD4+ ou CD8&+, TIGIT+) .

2.11 Analises com base em bancos de dados publicos

As andlises de emissdao de PMio, PMa.s, CO, NO:, Os ¢ SO-, apresentadas no segundo capitulo
desta tese, foram realizadas com base nos dados disponibilizados pela Plataforma da Qualidade
do Ar do Instituto de Energia e Meio Ambiente (IEMA). Calculamos a média diaria de emissao
de cada poluente e comparamos as médias referentes aos anos de 2015 a 2019.
Também comparamos o numero de hospitalizacdes por doengas do sistema respiratério,
infeccdes e doengas parasitarias por 100.000 habitantes, de acordo com os registros do

Departamento de Informética do Sistema Unico de Satde (DATASUS), no mesmo periodo.

2.12 Analise estatistica

A significancia das diferencas entre os grupos foi avaliada por meio de testes estatisticos
paramétricos e ndo paramétricos, conforme a distribui¢do dos dados. Para varidveis com
distribuicao normal, foram utilizados o teste ¢ de Student e a analise de variancia (ANOVA),
seguida do pos-teste de Tukey. Para variaveis sem distribui¢ao normal, foram empregados o
teste U de Mann-Whitney e o teste de Kruskal-Wallis, seguido do pods-teste de Dunn. A
normalidade da distribuicdo das amostras foi verificada por meio do teste de Kolmogorov-

Smirnov.

As caracteristicas dos participantes foram descritas como média (desvio padrao) ou mediana
(intervalo minimo-méximo) para varidveis continuas e como frequéncia absoluta (nimero de
casos) para variaveis categéricas. Quando apropriado, os resultados foram apresentados

graficamente como médias (desvio padrdo) ou medianas (intervalo interquartil — IQR).
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Todas as andlises estatisticas foram conduzidas utilizando o software GraphPad Prism 8.0,

considerando um nivel de significancia de p < 0,05.
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3. CAPITULO 1

3.1 Viver em Area Endémica de Doencas Infecciosas Esta Associado a Diferencas nas
Assinaturas de Imunossenescéncia

Considerando que a imunossenescéncia ¢ um fenomeno influenciado por diversos fatores
ambientais, neste Capitulo 1 conduzimos o estudo a partir de dois pontos centrais.
Primeiramente, a imunossenescéncia ¢ reconhecida como uma consequéncia da exposi¢ao
antigénica cronica (Giron et al., 2024); entretanto, ainda carece de avaliacdo detalhada o
impacto imunologico em individuos residentes em areas endémicas (AEs) para doencas
infecciosas, em compara¢ao com aqueles que vivem em areas nao endémicas (ANEs). Em
segundo lugar, conforme mencionado anteriormente, estudos prévios do nosso grupo
demonstraram que o envelhecimento saudavel em areas endémicas € alcangado a custa de um
aumento nas respostas imunoldgicas inatas, o que confere maior resisténcia a agentes
infecciosos (Comin et al., 2007; Speziali et al., 2004).Diante desse contexto, o objetivo deste
capitulo foi avaliar o envelhecimento bioldgico e o perfil de imunossenescéncia de individuos
residentes em uma area endémica (AE) no Brasil, caracterizada por elevada prevaléncia de
esquistossomose, leishmaniose, hanseniase e infecgdes virais. O estudo apresentado neste

capitulo foi publicado como artigo cientifico e encontra-se anexado ao final desta tese.
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4. RESULTADOS CAPITULO 1

4.1 Individuos Residentes em Area Endémica Apresentam Envelhecimento Epigenético
Acelerado

Estudos prévios conduzidos por nosso grupo demonstraram que individuos residentes em area
endémica para doencgas infecciosas apresentam uma aceleragdo do envelhecimento biolédgico,
conforme estimado por marcadores epigenéticos baseados na metilagdo do DNA (Durso et al.,
2022). No estudo anterior, essa analise incluiu voluntarios de Governador Valadares, MG (area
endémica — AE) e dados publicos disponiveis de individuos de Sao Paulo, SP (4rea nao
endémica — ANE) (Durso et al., 2022). Neste estudo, também comparamos o envelhecimento
epigenético dos voluntarios, utilizando uma coorte de outra cidade, Belo Horizonte, MG, como
amostra de uma ANE. As andlises epigenéticas confirmaram que individuos residentes em AE
apresentaram um envelhecimento acelerado em relagao aqueles que vivem em ANE, conforme
evidenciado por seis diferentes relogios epigenéticos: skinHovarth (Fig. 12a), PedBE (Fig.

12b), Wu (Fig. 12¢), TL (Fig. 12d), BLUP (Fig. 12¢) e EN (Fig. 12f).
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Figura 12 — Relogios epigenéticos construidos a partir de calculos da metilacio do DNA
de individuos residentes em area endémica (AE) e em area nio endémica (ANE).

(a-f) Aceleracao do envelhecimento biologico em individuos residentes em ANE, representados
por boxplots pretos (n = 11), em comparacdo com individuos residentes em AE, representados
por boxplots vermelhos (n = 11). Foram utilizados os relogios skinHorvath, PedBE, Wu, TL,
BLUP e EN do pacote methylclock 1.5.0 do software R. O teste # ndo pareado foi realizado. As
diferencas estatisticas foram representadas por p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), e p < 0,001 (***).

4.2 Individuos Residentes em Area Endémica para Doencas Infecciosas Apresentam

Maior Producio de IL-12p70, IL-17A e IL-9

Considerando que o envelhecimento estd associado a diversas alteragdes na resposta imune
(McElhaney & Effros, 2009), investigamos as repercussdes imunoldgicas nos perfis
inflamatorios de nossa coorte. Individuos residentes em AE apresentaram uma produgao
significativamente elevada de IL-12p70 (Fig. 13a), IL-17A (Fig. 13b) e IL-9 (Fig. 13c) quando

comparados aos residentes em ANE.

Por outro lado, individuos de ANE demonstraram maior producao de IL-6 (Fig. 13d), IL-1B
(Fig. 13e), IL-2 (Fig. 13f), IL-1Ra (Fig. 13g) e IL-10 (Fig. 13h). Além disso, os residentes em
AE exibiram um perfil imunolégico menos homogéneo e apresentaram uma maior frequéncia
de altos produtores para PDGF-BB, VEGF, CXCL11, IL-9, IL-12p70 e IL-17A em comparagao
com os residentes em ANE (Fig. 13i-)).

Notavelmente, mais de 60% dos individuos em AE testaram positivo para CMYV, enquanto 80%
foram sororreativos para o virus da dengue. Em contraste, entre os individuos de ANE, apenas

6% apresentaram positividade para CMV e dengue (Tabela 5).
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Figura 13 -Perfil global de mediadores séricos de individuos que residem em area
endémica (AE) e nio endémica (ANE).

Comparacao da produgdo de (a) IL-12p70, (b) IL-17A, (c) IL-9, (d) IL-6, (e) IL-1B, (f) IL-2,
(g) IL-1ra e (h) IL-10 entre individuos residentes em ANE (barras pretas, n = 15) e aqueles
residentes em AE (barras vermelhas, n = 15). (i) Grafico de radar ilustrando a produgdo de

mediadores inflamatérios em individuos residentes em ANE (n = 15). (j) Grafico de radar
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representando a produ¢do de mediadores inflamatorios em individuos residentes em AE (n =
15). Nos graficos de radar, cada eixo representa a porcentagem (%) de voluntarios que exibem
uma alta frequéncia de produgdo de mediadores inflamatérios, conforme indicado pela linha a
esquerda. A area poligonal central reflete o perfil geral de cada grupo. A producao de
mediadores inflamatérios foi avaliada por meio do ensaio Luminex. As diferengas estatisticas
foram determinadas pelo teste de Mann-Whitney, com significancia representada por p < 0,05

(*), p= 0,01 (*%), e p< 0,001 (***).

Tabela 5. Prevaléncia de infeccdes por CMYV e Dengue dos individuos do grupo controle
negativo (NC) residentes em areas nao endémicas (ANE) e endémicas (AE), com base em

analise soroldgica

Individuos controle negativo Individuos controle negativo
residentes de ANE (n=15) residentes de AE (n=15)
CMV 6% 66,6%
Dengue 6% 80%

A tabela apresenta a positividade de anticorpos IgG especificos contra os quatro sorotipos do virus da dengue

(DENV-1, DENV-2, DENV-3 ¢ DENV-4) e contra os sorotipos do citomegalovirus humano (CMV-1 e CMV-2).

4.3 Individuos de Area Endémica com Sintomas Semelhantes 3 Gripe ou COVID-19
Apresentam Maior Producio de Mediadores Plasmaticos

Alteragdes na atividade imunoldgica associadas ao envelhecimento podem aumentar a
vulnerabilidade a doencas infecciosas (Franceschi & Campisi, 2014). Neste estudo,
investigamos diferengas na produc¢do de mediadores inflamatorios em resposta a infecgdes
virais entre as duas coortes analisadas. Para isso, comparamos participantes residentes em area
endémica para doencas infecciosas (AE) e individuos de area ndo endémica (ANE) que
apresentaram sintomas semelhantes aos da gripe (sindrome gripal, FLS) ou infec¢do por

COVID-19.

Os resultados indicaram que individuos com sintomas gripais e os individuos com COVID-19
residentes na AE exibiram maior producgdo de IL-12p70 (Fig. 14a), IL-6 (Fig. 14b), IL-1P (Fig.
14c), IL-2 (Fig. 14d) e IL-1ra (Fig. 14e) em comparacdo com os residentes de ANE. Além disso,
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os individuos da AE infectados por COVID-19 demonstraram niveis significativamente

elevados de IL-10 em relagdo aos individuos ANE (Fig. 14f).
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Figura 14 — Niveis de mediadores séricos em individuos com sindrome gripal (Flu-like) ou
da COVID-19 que residem em area endémica (AE) e nao endémica (ANE).

Comparacao da producao de (a) IL-12p70, (b) IL-6, (c) IL-1p, (d) IL-2, (e) IL-1ra e (f) IL-10
em individuos com sindrome gripal (Flu-like, n = 45) ou da COVID-19 (n = 47), residentes em
ANE, representados por barras pretas, ¢ em AE, representados por barras vermelhas. A
producdo de mediadores inflamatdrios foi avaliada por meio do ensaio Luminex. O teste de
Mann-Whitney foi realizado, e as diferencas estatisticas foram representadas por p < 0,05 (*),

p<0,01 (**), e p < 0,001 (***).

4.4 Perfil de Altos Produtores de Individuos Infectados: Area Endémica vs. Area Nio
Endémica
Além das diferengas quantitativas na producgdo de citocinas, também observamos frequéncias

mais elevadas de altos produtores de mediadores inflamatdrios, anti-inflamatdrios, quimiocinas
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e fatores de crescimento entre os individuos residentes em AE, tanto no grupo com sindrome

gripal (Fig. 15a-b) quanto no grupo com COVID-19 (Fig. 15¢c-d).

Notavelmente, a analise do perfil inflamatério global indicou que individuos residentes em AE
e ANE apresentaram perfis imunoldgicos semelhantes, independentemente do tipo de infec¢ao

viral (Fig. 15¢-d).
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Figura 15— Padrao global de mediadores séricos em individuos infectados que residem em
area endémica (AE) e nio endémica.

(a) Grafico de radar ilustrando a produ¢do de mediadores inflamatdrios em individuos com
sintomas semelhantes aos da gripe, residentes em ANE (n = 45). (b) Grafico de radar
representando a producdo de mediadores inflamatorios em individuos com sindrome gripal
(Flu-like), residentes em AE (n =45). (¢) Grafico de radar mostrando a produ¢do de mediadores
inflamatérios em individuos com COVID-19, residentes em ANE (n =47). (d) Grafico de radar

exibindo a producdo de mediadores inflamatorios em individuos com COVID-19, residentes
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em AE (n =47). Nos graficos de radar, cada eixo representa a porcentagem (%) de voluntarios
que apresentam alta frequéncia de producdo de mediadores inflamatorios, conforme indicado
pela linha a esquerda. A area poligonal central reflete o perfil geral de cada grupo. A producao

de mediadores inflamatorios foi avaliada por meio do ensaio Luminex.

4.5 Individuos de Area Endémica Apresentam Correlacdes Distintas entre Mediadores
Inflamatorios e Idade Epigenética

O envelhecimento est4 associado a um estado de inflamacgao cronica de baixo grau, conhecido
como inflammaging (De Martinis et al., 2005a; Fulop et al., 2018). Considerando que
individuos residentes em AE apresentaram envelhecimento epigenético acelerado e um perfil
inflamatoério distinto em relacdo aos individuos ANE, buscamos identificar biomarcadores

associados ao envelhecimento biologico por meio da comparac¢do de matrizes de correlacao.

O correlograma revelou que individuos residentes em AE apresentaram correlagdes positivas
mais intensas entre mediadores inflamatérios do que aqueles residentes em ANE (Fig. 16a-b).
Além disso, a idade epigenética apresentou correlagdes positivas distintas entre os grupos. Em
individuos AE (Fig. 16c¢), foi positivamente correlacionada, em ordem crescente, com CXCLS,
CCL5, CCLA4, IL-5, CCL3, TNF-a, IL-17A, CXCL11, IL-9, IL-6, bFGF, CXCL10, G-CSF, IL-
7, CCL2, IL-4, VEGF e GM-CSF. Ja nos individuos ANE, a idade epigenética correlacionou-
se positivamente, em ordem crescente, com IL-17A, CCL2, IL-4, IL-10, CXCL11, IL-12p70,
IL-7, CCLS5 e IL-9 (Fig. 16d).

Esses achados reforcam a hipotese de que individuos residentes em areas endémicas para
doencas infecciosas apresentam um perfil imunoldgico distinto e um envelhecimento
epigenético acelerado, possivelmente influenciado pela exposi¢do recorrente a patogenos e

inflamacao cronica.
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Figura 16 — Correlacées entre os mediadores e a idade biolégica em individuos que
residem em area endémica (AE) e ndo endémica (ANE).

(a) Correlogramas de Spearman representando a correlagdo entre citocinas plasmaticas,
quimiocinas e fatores de crescimento com a aceleracao do envelhecimento biologico (/EAA4 =
skinHorvath, 2EAA = PedBE e 3EAA = BLUP) em individuos residentes em ANE (n = 11) e
(b) em AE (n= 11). A intensidade da correlacdo entre duas varidveis ¢ representada pela cor do
quadrado em sua interseccao, variando de vermelho brilhante (forte correlagdo positiva; r? =
1,0) a azul brilhante (forte correlacao negativa; »? = -1,0). (¢) Correlograma de Spearman entre
a aceleragdao do envelhecimento bioldgico (EAA = skinHorvath) e a producdo de citocinas,
quimiocinas e fatores de crescimento plasmaticos em individuos residentes em ANE (n=11) e

(d) em AE (n = 11). A exibicdo apresenta correlagdes variando de 0,4 a -0,3 para ANE e de 0,5



51

a -0,5 para AE. Os dados representam valores de p <0,05 na anélise estatistica realizada entre

0S grupos
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5. DISCUSSAO CAPITULO 1

Fatores ambientais, como o estilo de vida, desempenham papel crucial na promog¢do do
envelhecimento sauddvel. Enquanto o envelhecimento cronoldgico ocorre a uma taxa fixa, a
taxa de envelhecimento bioldgico pode variar significativamente entre os individuos (Pu et al.,
2024). A idade bioldgica pode ser estimada por meio de reldgios epigenéticos, os quais siao

baseados em padrdes de metilagao do DNA (Field et al., 2018).

Com o objetivo de investigar se a exposicao frequente a antigenos infecciosos esta associada
ao envelhecimento acelerado, utilizamos seis relogios epigenéticos para comparar a idade
bioldgica de individuos residentes em uma area endémica (AE) com a daqueles residentes em
uma area nao endémica (ANE). Nossos achados indicaram que os individuos residentes em AE
apresentam envelhecimento epigenético acelerado em todos os reldgios de metilagdo analisados
(Fig. 12a-f). Esses resultados sdo consistentes com os de um estudo prévio conduzido por nosso
grupo, apesar do uso de uma coorte distinta na ANE, correspondente a cidade de Sdo Paulo

(Durso et al., 2022).

Dentre as diversas modifica¢des associadas ao envelhecimento e a imunossenescéncia, uma das
mais proeminentes ¢ o fenomeno do inflammaging, caracterizado pelo aumento da produgao
sistémica de IL-1, IL-6 e TNF-a (Ajoolabady et al., 2024). No presente estudo, diferentemente
da investigagcdo anterior, analisamos a produ¢do de mediadores inflamatorios em ambas as
coortes e identificamos que os individuos residentes em AE apresentaram aumento na produgao
de IL-12p70 (Fig. 13a), IL-17A (Fig. 13b) e IL-9 (Fig. 13¢c). Em contraste, os residentes em
ANE demonstraram niveis mais elevados de IL-6 (Fig. 13d), IL-1P (Fig. 13e), IL-1ra (Fig. 13f),
IL-2 (Fig. 13g) e IL-10 (Fig. 13h).

Embora nossos resultados indiquem maior producao de IL-6 (Fig. 13d) e IL-1P (Fig. 13e) nos
residentes de ANE, citocinas tipicamente associadas ao inflammaging, ¢ importante ressaltar
que os individuos de ambas as coortes apresentavam a mesma idade cronoldgica. Além disso,
este estudo ndo se concentra exclusivamente em individuos idosos, mas em duas coortes com
perfis distintos de envelhecimento bioldgico. O envelhecimento ¢ um processo continuo ao
longo da vida, iniciando-se no nascimento, o que refor¢a a necessidade de abordagens que

considerem fatores ambientais e imunoldgicos na determinacao da idade bioldgica.

A IL-12p70 é composta pelas subunidades p35 e p40, que se combinam para formar a citocina

bioativa. Essa interleucina desempenha papel fundamental na producgao de IFN-y e na ativagdo
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de células Thl (Gee et al., 2009). A IL-17A ¢ predominantemente secretada por células Th17
em resposta a IL-1P e a IL-23, sendo essencial para a imunidade contra fungos e bactérias e
esta relacionada a patogénese de doengas inflamatorias cronicas, como a doenga de Crohn, e de
doengas autoimunes, como a esclerose multipla (Mills, 2023). A IL-9, por sua vez, ¢ uma
citocina pleiotropica produzida por células Th2, ILC2s, mastdcitos e basofilos, com funcdes
importantes na imunidade do tipo 2, na alergia e na resposta imune a tumores (Pajulas et al.,

2023).

ATL-6 ¢ uma citocina pro-inflamatoéria de fase aguda, secretada principalmente por macréfagos,
sendo essencial na regulagdo de disturbios inflamatérios, como infecgdes virais (Aliyu et al.,
2022; Gubernatorova et al., 2020). A IL-1, também produzida por macrofagos, ¢ ativada pelo
inflamassoma, um complexo regulador da resposta imune, sendo clivada pela caspase-1. Além
de desempenhar um papel protetor contra patéogenos, a IL-1p esta envolvida na regulagdo de
respostas estéreis, bem como na proliferacdo, diferenciacdo e apoptose celular (Bent et al.,

2018).

Em contrapartida, a IL-1ra atua como um inibidor natural da IL-1fB, funcionando como
antagonista do receptor de interleucina-1 (Yazdi & Ghoreschi, 2016). O aumento na produgao
de IL-1ra observado em individuos de ANE pode representar uma resposta regulatoria destinada
a conter a producdo elevada de IL-1B. Por fim, a IL-10 exerce potentes efeitos
imunossupressores, sendo essencial para a modulacdo da resposta inflamatéria e para a
manutengdo da homeostase imunolodgica, tanto em contextos fisioldgicos, como na mucosa

intestinal, quanto em contextos patologicos (Wang et al., 2019).

Esses achados reforgam a hipotese de que fatores ambientais e a exposi¢do a patdgenos
influenciam tanto o envelhecimento epigenético quanto a regulagdo da resposta inflamatoria,
contribuindo para um perfil imunoldgico distinto entre individuos residentes em dareas

endémicas e ndo endémicas.

Por outro lado, a IL-2 apresenta fun¢des complexas e, por vezes, opostas, desempenhando papel
essencial tanto na promocdo da inflamag¢do quanto na supressdo da resposta imune. Essa
citocina estd envolvida na proliferacdo e diferenciacao de células T, facilitando a geracao de
células efetoras e de memoria, além de ser fundamental para a manutencdo de células T

reguladoras (Abbas et al., 2018).

Em resposta a estimulos imunogénicos, a imunidade adaptativa normalmente se polariza para

diferentes vias, como Thl, Th2 ou Thl7. Entretanto, nossos dados revelaram auséncia de
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polarizagdo no perfil inflamatério dos individuos residentes em AE, os quais apresentaram
niveis elevados de citocinas inflamatdrias associadas a multiplas fungdes imunoldgicas. Em
contraste, os individuos residentes em ANE demonstraram um perfil mais equilibrado,
caracterizado pela producao simultanea de citocinas inflamatdrias precoces e citocinas anti-
inflamatoérias. Esses achados sugerem que, em estado basal, os individuos que vivem em AE

apresentam um perfil imunologico substancialmente distinto daqueles que vivem em ANE.

A inflamacao € um processo fisioldgico essencial para diversas funcdes biologicas, incluindo
embriogénese, reparo tecidual e defesa imunoldgica (Ramos, 2012). Um perfil imunologico
equilibrado ¢ considerado um marcador de saude, uma vez que a inflamagdo cronica esta
associada a disfung¢des fisiologicas e pode acelerar o envelhecimento bioldgico. Estudos prévios
demonstraram que a inflamagao persistente estd implicada em condigdes como infecgdo por
citomegalovirus (CMV) (Pawelec, 2014), doengas autoimunes, como lupus eritematoso
sistémico (Mazzone et al., 2019), e sindromes metabdlicas, incluindo obesidade e diabetes tipo

2 (Ling & Ronn, 2019).

Apesar das diferencas observadas na produc¢do de mediadores inflamatdrios entre os grupos
analisados, os participantes mantiveram um estado inflamatorio subclinico, caracterizado por
baixa intensidade, sem relatos de sintomas. Além disso, ndo foram identificadas diferencas
significativas em idade, sexo ou presenga de comorbidades entre os grupos estudados (Tabela
1). No entanto, a alta prevaléncia de soropositividade para CMV (60%) e dengue (80%) nos
individuos de AE (Tabela 5) sugere que infecgdes prévias possam ter impacto relevante no perfil

inflamatorio desses individuos (Hofstee et al., 2023).

Um artigo de revisdo recente discute a improbabilidade da existéncia de uma assinatura
universal do inflammaging, uma vez que o conjunto de estressores que resultam na
imunossenescéncia varia conforme a espécie, o contexto ambiental ou mesmo o individuo
(Franck et al., 2025). Os autores destacam estudos que mostram que populagcdes nao
industrializadas apresentam baixas taxas de doencas associadas ao envelhecimento quando
comparadas a populagdes industrializadas (Kaplan et al., 2017; Gurven et al., 2013; Rowan et
al., 2021; Gatz et al., 2023). Entretanto, essas populacdes exibem niveis persistentemente
elevados de mediadores inflamatorios, em decorréncia do ambiente de alta carga infecciosa. Os
trabalhos citados indicam que populagdes com estilo de vida de subsisténcia, caracterizado por
intensa atividade fisica e dieta minimamente processada, rica em fibras e carboidratos (Gurven

et al., 2013; Kraft et al., 2018), associadas a exposi¢do continua a patogenos, especialmente
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helmintos, apresentam um perfil inflamatério distinto (Blackwell et al., 2016; Gurven et al.,

2009, 2008).

Além disso, relogios epigenéticos sugerem que a idade de metilagdo ¢ mais baixa em adultos
dessas populacdes em comparagdo a outras, indicando que, nesse contexto, a inflamacao pode
ndo acelerar o envelhecimento (Horvath et al., 2016). De forma contrastante ao presente estudo,
que compara areas endémicas € ndo endémicas, nossos dados demonstram que a exposi¢ao

antigénica cronica esta associada a maior idade de metilagao (Coelho et al., 2025).

Governador Valadares, area endémica analisada neste trabalho, esta localizada a
aproximadamente 320 km a leste de Belo Horizonte, capital do estado de Minas Gerais (MG).
Trata-se da nona cidade mais populosa de MG, com cerca de 266 mil habitantes e 17 distritos
distribuidos em uma area de 2.342 km?. Historicamente, o municipio ¢ conhecido pelo intenso
fluxo migratorio para os Estados Unidos, fator que contribuiu para o desenvolvimento de redes
de comércio e servicos influenciadas por essa conexdo internacional. Sua economia ¢

predominantemente baseada nos setores de comércio e servicos.

A regido apresenta elevada prevaléncia de doengas infecciosas, provavelmente em decorréncia
de multiplos fatores, incluindo questdes relacionadas ao saneamento basico € ao ambiente
urbano. A esquistossomose esta associada a auséncia de saneamento adequado (Palasio et al.,
2021); a leishmaniose depende da presenca de vetores e reservatorios animais, sendo favorecida
pelo acamulo de lixo, habitagdes precarias e degradagdo ambiental (Khosravi et al., 2025); a
hanseniase esté relacionada ao contato proximo e a vulnerabilidade social, como condic¢des de
superlotacdo e pobreza (Pescarini et al., 2018); e a dengue ¢ favorecida pela presenca de lixo e
de 4gua parada, ambientes propicios a proliferacio do mosquito transmissor (Abdullah et al.,
2024). Dessa forma, trata-se de um contexto substancialmente distinto daquele observado nas
populacdes ndo industrializadas descritas nos estudos anteriores, sendo provavel que a
aceleracdo do envelhecimento observada esteja mais relacionada ao desequilibrio da resposta
imune frente aos estressores ambientais do que simplesmente ao contato com multiplos
antigenos. Nossos estudos tém demonstrado que individuos com respostas imunes mais
homogéneas, caracterizadas pela producdo concomitante de mediadores inflamatorios e anti-
inflamatorios, exibem menor aceleragdo do envelhecimento bioldégico quando comparados

aqueles com respostas mais heterogéneas.

Alteragdes na atividade imunoldgica associadas ao envelhecimento podem aumentar a

vulnerabilidade a diversas doengas (Franceschi & Campisi, 2014; McElhaney & Eftros, 2009).



56

Diante disso, investigamos se individuos residentes em AE apresentavam diferengas na
producdo de mediadores inflamatorios em resposta a infec¢des virais. Para tal, comparamos
residentes de AE e ANE que desenvolveram sindrome gripal ou COVID-19 leve, de acordo
com os critérios de classificagdo estabelecidos pela Organizagao Mundial da Satde (OMS,

2020).

Nossos resultados demonstraram que individuos de AE diagnosticados com COVID-19 ou
sindrome gripal apresentaram niveis aumentados de IL-12p70, IL-6, IL-1P, IL-2 e IL-1ra em
comparagdo com aqueles residentes em ANE (Fig. 14a-e). Além disso, pacientes de AE com
COVID-19 apresentaram produ¢do significativamente maior de IL-10 em relacdo aos
individuos de ANE (Fig. 14f). De forma notavel, os individuos residentes em AE exibiram
maior frequéncia de altos produtores de citocinas inflamatorias, quimiocinas e¢ fatores de
crescimento, tanto entre aqueles com sintomas gripais (Fig. 15a, b) quanto entre os

diagnosticados com COVID-19 (Fig. 15¢, d).

Dessa maneira, os individuos residentes em AE ndo apenas demonstraram respostas
imunoldgicas mais intensas a infecgdes virais quando comparados aos de ANE, como também
apresentaram um perfil distinto de mediadores inflamatorios durante essas respostas. Propomos

que essas diferengas possam ser explicadas pela combinagao de dois fatores principais:

1. Um perfil inflamatério imunossensivel, caracteristico de individuos expostos a

multiplas infec¢des ao longo da vida.

2. A resposta imune desencadeada pelos antigenos virais aos quais os individuos foram

expostos no momento do estudo.

Um estudo prévio corrobora essa hipotese ao demonstrar que adultos jovens coinfectados por
CMV e pelo virus Epstein-Barr ja apresentavam um fen6tipo de células T associado ao
envelhecimento (Hofstee et al., 2023). Esses achados reforcam a necessidade de novas
investigagdes sobre o impacto da exposi¢ao cronica a patdgenos sobre o sistema imunoldgico

e sua relacdo com o envelhecimento epigenético.

Uma das alteragdes mais significativas associadas ao envelhecimento € o declinio na atividade
e na capacidade proliferativa das células, acompanhado pelo desenvolvimento de um fendtipo
secretor associado a senescéncia (SASP). Células senescentes secretam citocinas pro-
inflamatoérias, quimiocinas e proteases, desempenhando papel central na inflamacao cronica

(Ghosh & Capell, 2016; Wang et al., 2024).
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A exposi¢do continua a antigenos infecciosos ao longo da vida induz ativacdo persistente do
sistema imunologico, favorecendo o aciimulo de células T senescentes. Essas células, que
integram o SASP, sdo caracteristicas do processo de envelhecimento e estdo associadas a
disfungdes imunologicas (Wang et al., 2024). Paralelamente, observa-se aumento na frequéncia
de células T exaustas, caracterizadas pela elevada expressao de receptores inibitdrios, redugdo
da capacidade de producao de citocinas e comprometimento da fungdo efetora apods reexposicao
ao antigeno (Wherry, 2011). Esses fenotipos celulares estao diretamente associados a respostas

menos eficazes a vacinag¢ao, maior fragilidade e maior suscetibilidade a doencas relacionadas a

idade (Kennedy et al., 2014).

Nossos resultados demonstraram que, embora individuos residentes em AE com COVID-19
apresentassem niveis mais elevados de mediadores inflamatorios quando comparados aqueles
com sintomas gripais (Fig. 14c, d), o perfil inflamatério dos individuos de AE permaneceu
semelhante, independentemente do tipo de infeccdao (Fig. 15b, d). O mesmo padrio foi
observado entre os individuos residentes em ANE (Fig. 15a, c). Esses achados sugerem que
fatores ambientais e estressores locais influenciam nao apenas as taxas individuais de
envelhecimento bioldgico, mas também os perfis imunologicos basais e as respostas imunes

durante infecgdes virais.

Para investigar a existéncia de diferencas nos mediadores inflamatorios associados ao
envelhecimento entre individuos de AE e ANE, correlacionamos trés relogios epigenéticos com
os niveis desses mediadores. A analise da matriz de correlacdo revelou maior nimero de
correlacdes positivas e interagdes mais robustas entre os mediadores inflamatérios nos

individuos de AE, em comparag¢do ao grupo ANE (Fig. 16a, b).

Além disso, nos individuos de AE, a idade epigenética correlacionou-se positivamente, em
ordem decrescente, com os seguintes mediadores inflamatorios: CXCLS, CCL5, CCLA4, IL-5,
CCL3, TNF-q, IL-17A, CXCLI11, IL-9, IL-6, bFGF, CXCL10, G-CSF, IL-7, CCL2, IL-4,
VEGF e GM-CSF (Fig. 13d). Em contraste, nos individuos de ANE, a idade epigenética
apresentou correlagdo positiva, em ordem decrescente, com IL-17A, CCL2, IL-4, IL-10,

CXCLI11, IL-12p70, IL-7, CCLS5 e IL-9 (Fig. 16c).

Propde-se que o envelhecimento nao represente apenas um processo de deterioracao e declinio
funcional, mas também envolva um mecanismo de remodelagdo adaptativa, permitindo ao
organismo lidar com desafios imunologicos ao longo da vida (Franceschi et al., 2007; Fulop et

al., 2018). Nesse contexto, o envelhecimento € caracterizado por mudancas compensatorias que
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refletem a historia imunologica individual. Nossos achados corroboram essa hipotese ao
demonstrar que o ambiente e a exposigdo prévia a patogenos desempenham papel fundamental

na configuragdo do sistema imunoldgico e na trajetoria do envelhecimento epigenético.

Diversos estudos indicam que o envelhecimento pode ser acelerado por fatores relacionados ao
estilo de vida, incluindo dieta inadequada e consumo frequente de alimentos ultraprocessados
(Friedman, 2020). No presente estudo, acrescentamos uma nova dimensao a essa compreensao
ao demonstrar que a exposicao continua a agentes infecciosos em areas endémicas pode
impactar significativamente tanto o perfil imunoldgico quanto o processo de envelhecimento

dos individuos.

A intensa e persistente estimulacdo antigénica a qual os residentes dessas regides estdo
submetidos provavelmente desempenha papel determinante nas diferengas imunologicas
observadas. Esse achado sugere que o impacto da exposi¢do a patdogenos sobre a
imunossenescéncia pode representar um fator critico no envelhecimento populacional em
diferentes regides do mundo, ndo se restringindo ao contexto brasileiro. Assim, os dados
apresentados sdo relevantes ndo apenas para a compreensdo global dos mecanismos da
imunossenescéncia, mas também para o desenvolvimento de estratégias voltadas a promog¢ao

do envelhecimento saudavel.

Entretanto, o presente estudo apresenta algumas limitagcdes. Apesar do pareamento das amostras
por sexo, idade e auséncia de comorbidades, o tamanho amostral foi reduzido, especialmente
nos grupos de individuos assintomaticos para infec¢des respiratorias e negativos para COVID-
19. Além disso, a caracterizacdo fenotipica detalhada de células senescentes e exaustas por meio
de imunofenotipagem teria sido fundamental para uma compreensao mais aprofundada do perfil

imunossenescente desses individuos.

Essas limitagdes reforcam a necessidade de estudos futuros com amostras populacionais
ampliadas, a fim de confirmar os achados apresentados e aprofundar a compreensdo dos
mecanismos envolvidos na interacdo entre exposi¢cdo ambiental, sistema imunoldgico e

envelhecimento biologico.
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6. CAPITULO 2

6.1 Viver em Diferentes Contextos Urbanos Pode Influenciar o Ritmo e o Perfil da
Imunossenescéncia

No capitulo anterior, mostramos que individuos residentes em areas endémicas para diversas
doencas infecciosas no Brasil apresentam envelhecimento epigenético acelerado, alteragcdes na
producao de mediadores inflamatorios e diferentes correlagdes entre a aceleracao do
envelhecimento e as citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento (Coelho et al., 2025). Além
disso, estudos ja demonstraram que outros fatores geograficos que refletem o padrio de vida e
os indicadores socioecondmicos impactam o envelhecimento (Yusipov et al., 2024; Hernandez

et al., 2024).

Considerando que as diferencas nos fatores ambientais e geograficos, como doengas infecciosas
endémicas, diferencgas culturais que impactam o estilo de vida e a exposi¢ao a poluentes podem
influenciar o envelhecimento, neste capitulo, tivemos como objetivo avaliar o ritmo e o perfil
de imunossenescéncia de individuos residentes em duas metropoles brasileiras, Belo Horizonte
e Sao Paulo, que apresentam caracteristicas sociais, culturais, econdmicas e urbanas bastante

distintas.

Belo Horizonte (BH), capital do estado de Minas Gerais, conta com uma populagdo superior a
2 milhdes de habitantes, de acordo com o Censo Demografico de 2022 (IBGE, 2023). Embora
nao seja uma cidade litoranea, destaca-se por sua expressiva arborizagdo, com ampla presenga
de parques e areas verdes. Sua economia ¢ fortemente impulsionada nos setores secundario e
terciario, além de apresentar significativa produgdo artistica e cultural, especialmente no que se
refere ao artesanato. Em contraste, Sdo Paulo (SP) configura-se como a cidade mais populosa
do pais, com mais de 11 milhdes de habitantes, conforme o mesmo censo (IBGE, 2023). Possui
a maior economia urbana da América Latina, consolidando-se como um relevante polo
financeiro. A cidade conta com uma ampla variedade de museus, teatros e espacos culturais,
além de uma infraestrutura complexa e densa de transportes e servigos. Diante dessas
distingdes, acreditamos que as diferentes exposicdoes ambientais as quais estdo submetidos os
individuos residentes em BH e SP possam influenciar tanto o ritmo quanto o perfil da

imunossenescéncia observada nas duas coortes.


https://www.nature.com/articles/s41591-025-03808-2#auth-Hernan-Hernandez-Aff1
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7. RESULTADOS CAPITULO 2

7.1 Analise Comparativa de Indicadores Populacionais e de Satide Publica em BH e SP

Os dados apresentados na Tabela 6 revelam diferencas relevantes entre BH e SP em diversos
indicadores demograficos, socioeconomicos e de saude publica. Ambas as capitais apresentam
niveis elevados de desenvolvimento humano, com IDH-M superior a 0,80, sendo o de BH um
pouco maior (0,810) em comparagao ao de SP (0,805). A expectativa de vida em BH (77,4 anos)
também supera a de SP (76,8 anos). No que se refere a desigualdade de renda, o Indice de Gini

¢ ligeiramente menor em BH (0,58) do que em SP (0,60).

A taxa de mortalidade infantil é de 9,8 por mil nascidos vivos em BH ¢ 10,2 em SP; no entanto,
esses valores aumentam significativamente nas periferias, alcancando 16,3 em BH e 18,5 em
SP. A razdo de mortalidade materna € de 55 por 100 mil nascidos vivos em BH e 60 em SP,
sendo ainda mais alta entre mulheres negras, atingindo 82 em BH e 95 em SP. A diferenga na

expectativa de vida entre bairros ricos e pobres chega a 15 anos em BH e 14 anos em SP.

A cobertura da Estratégia Satde da Familia (ESF) ¢ maior em BH (75%) do que em SP (68%).
Quanto a densidade médica, BH possui 25,1 médicos por 10 mil habitantes e SP, 27,3; porém,
esses profissionais estdo concentrados nos centros urbanos (40 em BH e 45 em SP), enquanto
nas periferias os niimeros caem para 8 ¢ 6, respectivamente. O Indice de Concentragio (IC) de
médicos ¢ de 0,32 em BH e 0,38 em SP, sendo que valores mais proéximos de zero indicam
maior equidade. Sdo Paulo apresenta um percentual maior de populagdo com plano de satde
(48%) em comparacao a BH (42%), mas registra um tempo médio de espera mais elevado para

atendimentos no SUS: 18 dias, frente a 14 dias em BH.
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Tabela 6. Comparativo de indicadores demograficos, socioecondomicos e de satide publica

entre BH e SP

Indicador Belo Horizonte Sao Paulo (SP) Fonte Ano
MG)
Expectativa de Vida (anos) 77.4 76.8 PNUD/IBGE 2010
IDH-M 0,810 0,805 Atlas Brasil 2010
(PNUD)
indice de Gini 0,58 0,60 IBGE 2010
Mortalidade Infantil (por 1.000 9.8 (periferia: 16.3) 10.2 (periferia: DataSUS 2022
nascidos) 18.5)
Razio de Mortalidade Materna 55 (mulheres 60 (mulheres Ministério da 2022
(por 100 mil) negras: 82) negras: 95) Saude
Diferenca de Longevidade 15 anos (Sion vs. 14 anos (Moema vs. Atlas Brasil 2010
(IDSL) Serra) Grajan) (PNUD)
Cobertura de Estratégia Satde 75% 68% Ministério da 2023
da Familia (ESF) Satude
Médicos por 10 mil Habitantes 25.1 (centro: 40; 27.3 (centro: 45; CFM 2020
periferia: 8) periferia: 6)
Indice de Concentraciio (IC) de 0.32 (0 = equidade) 0.38 CFM/IPEA 2020
Médicos
Populaciio com Plano de Saude 42% 48% ANS/IBGE 2021
(%)
Tempo Médio para Atendimento 14 (urgéncia: 2) 18 (urgéncia: 3) DataSUS 2022
no SUS (dias)

Expectativa de Vida (anos): Média de anos que uma pessoa nascida em determinado local

pode esperar viver, considerando as condi¢des de saude, sociais € econdmicas vigentes.

IDH-M - Indice de Desenvolvimento Humano Municipal: Mede o desenvolvimento humano
em nivel municipal, considerando trés dimensdes: longevidade, educagdo e renda. Varia de 0

(pior) a 1 (melhor).

Indice de Gini: Mede a desigualdade de renda. Vai de 0 (igualdade total) a 1 (desigualdade
maxima).
Mortalidade Infantil (por 1.000 nascidos vivos): Numero de criancas que morrem antes de

completar 1 ano de idade a cada 1.000 nascimentos vivos.

Raziao de Mortalidade Materna (por 100 mil): Numero de mortes maternas (relacionadas a

gestagdo, parto ou puerpério) a cada 100 mil nascidos vivos.

IDSL — indice de Diferenca de Longevidade: Expressa a desigualdade na expectativa de vida

entre diferentes grupos sociais ou territoriais. Quanto maior o indice, maior a diferenga.

Cobertura da ESF — Estratégia Saude da Familia (%): Percentual da populagao coberta por

equipes da ESF, principal modelo de atengdo primaria no SUS.
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Médicos por 10 mil Habitantes: Numero de médicos disponiveis para cada 10 mil habitantes,

indicando a densidade de profissionais de saude.

IC de Médicos — Indice de Concentracao de Médicos: Mede a concentracao dos médicos em
determinadas areas da cidade. Valores mais altos indicam maior concentragdo ¢ menor

distribuicdo equitativa.

Populaciao com Plano de Satide (%): Percentual da populagdo residente com acesso a planos

ou seguros privados de saude.

Tempo Médio para Atendimento no SUS (dias): Tempo médio que os usudrios do Sistema

Unico de Saude (SUS) aguardam por atendimento em servigos de satide.

7.2 Individuos Residentes em Sio Paulo Apresentam Envelhecimento Epigenético
Acelerado em Relac¢ao a Individuos Residentes em Belo Horizonte

No capitulo anterior, demonstramos que individuos residentes em diferentes cidades podem
apresentar variagdes na aceleracdo do envelhecimento bioldgico, estimado pelos relogios
epigenéticos (Durso, 2022; Coelho, 2025). Considerando que as diferengas na exposi¢do a
antigenos, resultantes de variagdes demograficas, socioecondmicas ¢ de saude publica, podem
estar associadas a padroes e ritmos distintos de imunossenescéncia, neste capitulo comparamos
também o envelhecimento epigenético de individuos residentes em duas cidades brasileiras.
Comparamos uma coorte de Belo Horizonte, MG, com uma de Sao Paulo, SP. Nossas andlises
epigenéticas revelam que os individuos residentes em Sao Paulo apresentaram envelhecimento
epigenético acelerado em comparacdo aqueles que vivem em Belo Horizonte, conforme
evidenciado por seis diferentes relogios epigenéticos: skinHorvath (Fig. 17a), PedBE (Fig.

17b), Wu (Fig. 17¢), TL (Fig. 17d), BLUP (Fig. 17e) e EN (Fig. 17f).
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Figura 17 — Individuos que residem em Sio Paulo (SP) apresentam envelhecimento
epigenético acelerado em comparac¢io com aqueles que vivem em Belo Horizonte (BH).

(a-f) Acelerag@o do envelhecimento bioldgico em individuos residentes em BH, representados
por boxplots azuis (n = 10), em comparagao com individuos residentes em SP, representados
por boxplots verdes (n = 10). Foram utilizados os relogios skinHorvath, PedBE, Wu, TL, BLUP
e EN do pacote methylclock 1.5.0 do software R. O teste ¢ ndo pareado foi realizado. As
diferengas estatisticas foram representadas por p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), e p < 0,001 (**%*).

7.3 Individuos Residentes em Sio Paulo e Belo Horizonte Apresentam Diferencas na
Producio dos Mediadores Inflamatorios

Considerando que o envelhecimento pode estar associado a alteragdes no perfil inflamatério
(Ajoolabady et al., 2024), ndés mensuramos a producdo de citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento para comparar as duas coortes. Nossos resultados mostraram que individuos

residentes em BH apresentaram uma produgao significativamente elevada de IL-6 (Fig. 18a),
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IL-1pB (Fig. 18b), IL-1ra (Fig. 18¢c), TNF-a (Fig. 18d), IL-10 (Fig. 18¢) quando comparados aos
residentes em SP. Por outro lado, os individuos de SP demonstraram maior produgdo de 1L-4

(Fig. 18f), IL-5 (Fig. 18g), IL-15 (Fig. 18h), CCL3 (Fig. 18i) e G-CSF (Fig. 18;).

Além disso, nossa andlise de perfil global da producdo dos mediadores inflamatdrios mostrou
que residentes de BH tem um perfil mais homogéneo e equilibrado na produ¢do de citocinas
inflamatoérias e anti-inflamatdrias, apesar de exibir uma maior frequéncia de altos produtores
em mais mediadores do que os residentes em SP (Fig. 18k). Em contraste, o perfil da produgao
dos mediadores inflamatdrios dos residentes em SP ¢ mais heterogéneo, chamando a atengao
para a maior frequéncia de altos produtores de CCL3, IL-15, IL-13, IL-9, IL-5, IL-4 ¢ G-CSF
(Fig. 181). Considerando que os individuos residentes em SP apresentaram um envelhecimento
epigenético acelerado e um perfil inflamatdrio distinto em comparacao aos individuos de BH,
buscamos identificar biomarcadores associados ao envelhecimento bioldgico por meio da

analise comparativa de matrizes de correlacao.

Os correlogramas revelaram que os individuos residentes em SP apresentaram correlagdes
positivas mais intensas e um numero maior de correlagdes entre a aceleragdo do envelhecimento
e os mediadores inflamatdrios do que os residentes em BH (Fig. 19a-d). Além disso, a
aceleragdo do envelhecimento epigenético dos residentes de BH exibiu correlagdes positivas,
em ordem crescente, com IL-17A, CCL2, IL-4, IL-10, CXCL11, IL-12p70, IL-7, CCLS5 e IL-9
(Fig. 19c¢). Por outro lado, o correlograma dos individuos residentes em SP demonstrou que a
1dade epigenética se correlacionou positivamente, em ordem crescente, com CXCL10, CCL2,
IL1ra, IFN-y, IL-4, bFGF, CXCL11, IL-5, CXCLS, IL-6, IL-13, IL-15, PDGF-bb, IL-2, GM-
CSF, IL-10, IL-1pB, CCL7, IL-7, CCL5, VEGF e G-CSF (Fig. 19d).
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Figura 18— Individuos que residem em Sao Paulo (SP) apresentam diferencas na producio
de mediadores inflamatdorios em comparac¢ao com aqueles que vivem em Belo Horizonte
(BH).

(a) Comparacdo da producao de IL-6, (b) IL-1B, (c) IL-1ra, (d) TNF-a, (e) IL-10, (f) IL-4, (g)
IL-5, (h) IL-15 (1) CCL3 e (j) G-CSF entre individuos residentes em Belo Horizonte (BH)
(barras azuis, n = 16) e aqueles residentes em SP (barras verdes, n = 16). (k) Grafico de radar
ilustrando a producdo de mediadores inflamatdrios em individuos residentes em BH (n = 16).
(I) Gréfico de radar representando a produ¢do de mediadores inflamatdrios em individuos
residentes em SP (n = 16). Nos graficos de radar, cada eixo representa a porcentagem (%) de

voluntarios que exibem uma alta frequéncia de producdo de mediadores inflamatoérios,
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conforme indicado pela linha a esquerda. A area poligonal central reflete o perfil geral de cada
grupo. A producao de mediadores inflamatorios foi avaliada por meio do ensaio Luminex. As
diferencas estatisticas foram determinadas pelo teste de Mann-Whitney, com significancia

representada por p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), e p < 0,001 (**%*).
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Figura 19- Individuos que residem em Sao Paulo (SP) apresentam diferentes correlacées
entre os mediadores inflamatorios e a aceleracdo do envelhecimento epigenético do que os
individuos que residem em Belo Horizonte (BH).

(a) Correlogramas de Spearman representando a correlagdo entre citocinas plasmaticas,
quimiocinas e fatores de crescimento com a aceleragdo do envelhecimento biologico (/4CC =
skinHorvath, 2ACC = PedBE e 3ACC = BLUP) em individuos residentes em BH (n = 10) e (b)
em SP (n = 10). A intensidade da correlagdo entre duas variaveis € representada pela cor do
quadrado em sua intersec¢do, variando de vermelho brilhante (forte correlagdo positiva; r? =

1,0) a azul brilhante (forte correlacao negativa; »? = -1,0). (c¢) Correlograma de Spearman entre
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a aceleragdo do envelhecimento biologico (ACC = skinHorvath) e a producdo de citocinas,
quimiocinas e fatores de crescimento plasmaticos em individuos residentes em BH e (d) em SP
(n = 10). A exibi¢do apresenta correlagdes variando de -0,3 a 0,4 para BH e de -0,4 a 0,7 para

SP. Os dados representam valores de p < 0,05 na analise estatistica realizada entre os grupos.

7.4 Individuos Residentes em Sdo Paulo e Belo Horizonte Apresentam Diferencas na
Frequéncia de Subtipos de Células NK

O envelhecimento esta associado a diversas alteragdes no perfil das células NK (Brauning et
al., 2022). Considerando que os individuos residentes em SP apresentaram envelhecimento
epigenético acelerado em relagdo aos individuos residentes em BH e que cada coorte apresentou
um perfil inflamatério distinto, nosso proximo passo foi investigar as frequéncias de diferentes
subtipos de células NK identificando, por citometria de fluxo, as células NKT (CD3+ CD56+),
NK citotéxicas (CD3- CD56Dim), NK produtoras de citocinas (CD3- CD56") ¢ NK
produtoras de quimiocinas (CD3- CD56- CD16"€") com perfil de ativagdo (NKG2D+ CD69+),

senescentes (CD57+) e exaustas (PD1+).

Nossos resultados mostraram que os individuos residentes em BH apresentaram uma maior
frequéncia de células NKT (Fig. 20a), NK citotdxicas (Fig. 20b), NK produtoras de citocinas
NKG2D+ (Fig. 20c), NK citotoxicas NKG2D+ (Fig. 20d) e NK citotéxicas CD69+ (Fig. 20e),
enquanto os individuos residentes em SP apresentaram uma maior frequéncia de células NK
citotoxicas CD57+ (Fig. 20f), NK citotoxicas PD1+ (Fig. 20g), NK citotdxicas PD1+CD57+
(Fig. 20h) e NK produtoras de quimiocinas CD57+ (Fig. 201).

Ao compararmos as matrizes de correlacdo entre os fenotipos de células NK e a aceleracdo do
envelhecimento, observamos que o correlograma dos individuos residentes em SP apresentou
correlagdes positivas mais intensas entre os diferentes fendtipos do que o dos individuos
residentes em BH (Fig. 21a, b). Além disso, a aceleracdo do envelhecimento dos individuos
residentes em SP apresentou um maior nimero de correlagdes positivas, com os fenotipos de

células NK que a dos individuos de BH (Fig. 21a-d).

O correlograma dos individuos residentes em BH indica que a acelera¢do do envelhecimento
estd correlacionada positivamente, em ordem crescente, com células NK produtoras de
citocinas NKG2D+, NK produtoras de citocinas CD69+, NK produtoras de citocinas CD57+,
NKT, NK citotéxicas CD69+, NK produtoras de quimiocinas NKG2D+, NK citotdxicas
NKG2D+, NK produtoras de quimiocinas CD57+ e NK produtoras de quimiocinas (Fig. 21c¢).
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Por outro lado, o correlograma dos individuos residentes em SP mostra que a aceleracdo do
envelhecimento esta correlacionada positivamente, em ordem crescente, com as células NK
produtoras de quimiocinas CD57+, NK produtoras de quimiocinas PD1+, NK citotoxicas
CD57+, NKT, NK produtoras de quimiocinas CD57+ PDI1+, NK citotoxicas NKG2D+, NK
produtoras de citocinas CD69+, NK produtoras de quimiocinas NKG2D+, NK citotoxicas
CD69+, NK produtoras de quimiocinas, NK produtoras de citocinas ¢ NK produtoras de
quimiocinas CD69+ (Fig. 21d).
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Figura 20 — Diferencas nas frequéncias de subtipos de células NK em individuos residentes
em Sao Paulo (SP) e Belo Horizonte (BH). (a) Comparagao dos subtipos de células NKT, (b)
NK citotédxicas, (¢) NK produtoras de citocinas NKG2D+, (d) NK citotoxicas NKG2D+, (e)
NK citotéoxicas CD69+, (f) NK citotoxicas CD57+, (g) NK citotoxicas PD1+, (h) NK
citotoxicas PD1+CD57+ e (i) NK produtoras de quimiocinas CD57+. As comparagdes foram
realizadas entre individuos residentes em Belo Horizonte (BH) (barras azuis, n = 8) e em Sao

Paulo (SP) (barras verdes, n = 8). As diferencas estatisticas foram determinadas pelo teste de



Mann-Whitney, sendo consideradas significativas quando p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), e p <

0,001 (*+%),
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Figura 21 — Diferencas nas correlacdes entre os subtipos de células NK e envelhecimento
epigenético em individuos residentes em Siao Paulo (SP) e Belo Horizonte (BH).

(a) Correlogramas de Spearman representando a correlagdo entre a imunofenotipagem de
células NK e a aceleracdao do envelhecimento bioldgico (14CC = skinHorvath, 2ACC = PedBE
e 3ACC = BLUP) em individuos residentes em BH (n = 10) e (b) em SP (n = 10). A intensidade
da correlagdo entre duas varidveis € representada pela cor do quadrado em sua interseccao,

variando de vermelho brilhante (forte correlagdo positiva; »? = 1,0) a azul brilhante (forte
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correlacdo negativa; r?> = -1,0). (c) Correlograma de Spearman entre a aceleracdo do
envelhecimento biologico (ACC = skinHorvath) e a imunofenotipagem de células NK em
individuos residentes em BH e (d) em SP (n = 10). A exibic¢ao apresenta correlagdes variando
de -0,4 a 0,4 para BH e de -0,2 a 0,3 para SP. Os dados representam valores de p <0,05 na

analise estatistica realizada entre os grupos.

7.5 Individuos Residentes em Sao Paulo e Belo Horizonte Apresentam Diferencas na
Frequéncia em Diferentes Subtipos de Linfocitos B

O envelhecimento também estd associado a modificagdes no perfil dos linfocitos B (de Mol et
al., 2021). Por esse motivo, investigamos as frequéncias de diferentes subtipos de células B
identificados por citometria de fluxo. Comparamos os perfis das células secretoras de
anticorpos (do inglés ASC) (CD19+, CD27+, CD38"e"), dos plasmécitos imaturos (CD19+
CD138+) e dos linfocitos B-1a (CD19+ CD5+).

Também investigamos diferentes subtipos de linfocitos B de memoria. Analisamos a frequéncia
de linfocitos B de memoria classicos (CD19+ CD27+ CD38-), de linfécitos B de memoria
classicos IgD- (CD19+ CD27+ CD24+ CD38- IgD-) e de linfocitos B de memoria classicos
IgD+ (CD19+ CD27+ CD24+ CD38- IgD+), de linfocitos B de memoria ndo classicos (CD19+
CD27- CD24+ CD387/°%), de linfécitos B de meméria maduros (CD19+ CD27- CD24-
CD38+/), de linfocitos B de memoria maduros duplo negativos (CD19+ CD27- CD24 CD38+/-
IgD-), de linfocitos B maduros de memoria mais precoce (CD19+ CD27- CD24- CD38+/-
IgD+), de linfocitos B de memoria transicionais T1/T2 (CD19+ CD27- CD24+ CD3ghieh),

Nossos dados indicam que os individuos residentes em BH apresentam maior frequéncia de
linfocitos B de memoria nao classicos (Fig. 22a), enquanto os individuos residentes em SP
apresentam maior frequéncia de ASCs (Fig. 22b), plasmocitos imaturos (Fig. 22¢) e linfocitos

B de memoéria maduros (Fig. 22d).

Ao compararmos as matrizes de correlagao entre os fendtipos de linfocitos B e a aceleracdo do
envelhecimento, observamos que os correlogramas revelaram que os individuos residentes em
SP apresentaram correlagdes positivas mais intensas (Fig. 23a, b) € um niimero maior de
correlagdes entre a aceleragdo do envelhecimento e os mediadores inflamatorios do que os

residentes em BH (Fig. 23a-d).

A matriz de correlagdo dos residentes em BH mostrou que a aceleragdo do envelhecimento

biologico apresentou correlagdes positivas, em ordem crescente, com linfécitos B de memoria
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ndo cléssicos, plasmocitos imaturos, linfécitos B de memoria classicos IGD+ e linfocitos B

maduros de memoria precoce (Fig. 23c¢).

Ja a matriz de correlacao dos residentes em SP indicou que a aceleragao do envelhecimento
bioldgico apresentou correlagdes positivas, em ordem crescente, com linfocitos B de memoria
ndo classicos, linfécitos B maduros de memoria precoce, linfocitos B de memoria maduros,

linfocitos B de memoria classicos IGD+ e ASCs (Fig. 23d).

a b
Células B de mamoria néo classicas Células secretoras de anticorpos
o BH SP BH SP
© 1 B —_— . ~
8 50 Fi = 15 a E) 8 5
[=] 2 3 | cooss coms ) g CLASSIC MEMORY  ASC o ‘DJECL&SSWCMEMDPV ASC
o 8 10H{coze, cose- g 1 267 8 4] B e | 0101 i s
& 40 a0, 2 z 41
3 o 7 & Ed 3 104
3 J ) 10
a 10 bk I = =
8 a0 V) (= | 8 ] 3 8.
G T 10 MATURE x of g 4 5
o & A | & 5 b £ epar.
20 g-ol 5§10 2 & T
:J 3 87| = 8 § Mg
& 10 0 00 10 a 10° 1010° 8, 1 N 4 107 1010
a Comp-PE-A 2 CD38 Comp-PE-A : CD38 = T Comp-PE-A:: CD38 Gomp-PE-A : CO38
o T BH sP
- T u
9 BH sP
-
c d
Plasmécitos imaturos Células B de maméria maduras
BH SP BH SP
—_— 3 U
8 2 2 ]
i 5 40® ——— | 8 4o®1 . coie+ cpisad 8 100 3 ]
E 9 o OD19+,CD138+ O 'y +54 I3} 8 8
1,59 3 A =
=6 Y, 3 4% TOREER | 3 s b &
=} I IRk % & b ;
2 g" g 8 g g
& e 0 4’3 2 i ©
@4 30 % o, 5 s0 g 3
v G- §-
8 3 & 8 R B S Bl s
- 3
A2 a 10° 100’ 0 100 10w & 25 0 w10t o 10° 10%0°
] & Comp-APC-A :; CD138 Comp-APC-A 1 CD138 2 Comp-PE-A 1 CD38 Comp-PE-A : CD38
. o
0 T T & T T
BH sP
BH SP 2

Figura 22 — Diferencas nas frequéncias dos diferentes subtipos de linfécitos B em

individuos residentes em Sao Paulo (SP) e Belo Horizonte (BH).

(a) Comparagdo entre as frequéncias de linfocitos B ndo classicos de memoria, (b) células
secretoras de anticorpos, (c) plasmocitos imaturos, (d) linfécitos B maduros de memoria. As
comparagdes foram realizadas entre individuos residentes em Belo Horizonte (BH) (barras
azuis, n = 8) e em Sao Paulo (SP) (barras verdes, n = 8). As diferencas estatisticas foram
determinadas pelo teste de Mann-Whitney, sendo consideradas significativas quando p < 0,05

(*), p<0,01 (**), e p<0,001 (***).
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Figura 23— Diferencas nas correlacoes entre os subtipos de linfocitos B e o envelhecimento

epigenético em individuos residentes em Sao Paulo (SP) e Belo Horizonte (BH).

(a) Correlogramas de Spearman representando a correlag@o entre os subtipos de linfocitos B e
a aceleracdao do envelhecimento biologico (/ACC = skinHorvath, 2ACC = PedBE e 3ACC =
BLUP) em individuos residentes em BH (n = 10) e (b) em SP (n = 10). A intensidade da

correlagdo entre duas varidveis ¢ representada pela cor do quadrado em sua interseccao,

variando de vermelho brilhante (forte correlagdo positiva; #? = 1,0) a azul brilhante (forte
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correlacdo negativa; r?> = -1,0). (c) Correlograma de Spearman entre a aceleracdo do
envelhecimento biologico (ACC = skinHorvath) e as frequéncias de diferentes subtipos de
linfocitos B em individuos residentes em BH e (d) em SP (n = 10). A exibi¢cdo apresenta
correlagdes variando de -0,4 a 0,3 para BH e de -0,4 a 0,4 para SP. Os dados representam valores

de p <0,05 na analise estatistica realizada entre os grupos.

7.6 Individuos Residentes em Sdo Paulo e Belo Horizonte Apresentam Diferencas na
Frequéncia em Diferentes Subtipos de Linfécitos T

Além de estar relacionado a alteragdes nos perfis das células NK e dos linfocitos B, o
envelhecimento também ¢ amplamente associado a mudangas significativas nos linfocitos T
(Mittelbrunn & Kroemer, 2021). Com base nisso, realizamos a analise das frequéncias de
diferentes subtipos de linfocitos T CD4* e CD8" por citometria de fluxo com o objetivo de
comparar os perfis de subpopulacdes especificas: linfocitos naive (CD45RO- CCR7Y),
linfocitos efetores (EFF) (CD45RO~ CCR7"), linfécitos de memoria central (CM) (CD45RO*
CCRT7") e linfocitos de memoéria efetora (EM) (CD45RO* CCR7). Dentre essas subpopulagdes,
foram considerados como células com perfil senescente aquelas que apresentavam perda da
expressdao de CD28 e/ou expressao de CD57 e/ou KLRGI; e como células com perfil exausto

aquelas que expressavam PD-1 e/ou TIGIT.

Nossos dados indicam que os individuos residentes em BH apresentam maior frequéncia de
linfocitos T CD4* EFF (Fig. 24a) e CD4* CD28  PD-1* (Fig. 24b). Por outro lado, os individuos
residentes em SP demonstram maior frequéncia de linfécitos T CD4* CM (Fig. 24c), CD28~
CD57" (Fig. 24d), CD28 KLRGI1* (Fig. 24e), CD28 TIGIT* (Fig. 24f), KLRGI1* (Fig. 24g) e
TIGIT" (Fig. 24h).

Adicionalmente, os resultados revelam que os individuos de BH apresentam maior frequéncia
de linfocitos T CD8" naive (Fig. 26a), KLRGI* (Fig. 26b) e TIGIT* (Fig. 26c). Em
contrapartida, os residentes em SP exibem maior frequéncia de linfocitos T CD8* PD-1* (Fig.
26d), CD28~ CD57 (Fig. 26e), EM CD28" PD-1* (Fig. 26f) EFF (Fig. 26g) e EFF PD-1" (Fig.
26h).

Ao compararmos as matrizes de correlag@o entre os fenotipos de linfocitos T CD4+ e CD8+ e
a aceleragdo do envelhecimento, observamos que a intensidade e o nimero de correlagdes sao
muito semelhantes entre as duas cidades (Fig. 25a, d, Fig. 27 a, d).

A matriz de correlagdo dos linfocitos T CD4+ dos residentes de BH mostrou que a aceleragao
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do envelhecimento bioldgico apresentou correlagdes positivas, em ordem decrescente, com
CD28-KLGI1+, TIGIT+PD1+CD57+, CD28-CD57+, EMCD28-, KLG1+, CD57+, CD28-
CD57+KLG1+, CD28-, KLG1+ PDI+, PD1+, CD57+PD1+, Naive, CD28-PD1+, CD4+ e
CD28-ICOS+ (Fig. 25c¢).

A matriz de correlagdo dos linfocitos T CD4+ dos residentes em SP indicou que a aceleracao
do envelhecimento bioldgico apresentou correlagdes positivas, em ordem decrescente, com
CD28-PD1+, CD28-CD57+, CD4+, CD57+, CD57+PD1+, CM, CD28-, TIGIT+PD1+CD57+,
EMCD?28-, CD28-CD57+KLGI1+, KLG1+PD1+, CD28-PD1+, PD1+, Naive ¢ CD28-KLG1+
(Fig. 25d).

A matriz de correlagdo dos linfocitos T CD8+ dos residentes de BH mostrou que a aceleragao
do envelhecimento bioldgico apresentou correlagdes positivas, em ordem decrescente, com
PDI+KLGI1+, CD57+, EM CD28-, EFF CD28-PDI1+, KLG1+, CD28-KLG1+, EFF, CD28-,
CD28-CD57+, CM, CD57+PD1+, TIGIT+ICOS+, EFF PD1+, EFF CD28-KLG1+, EMCD28-
PD1+, CD28-PD1+, EffCD28-CD57+ (Fig. 27¢).

A matriz de correlacao dos linfocitos T CD8+ dos residentes de SP indicou que a aceleragao do
envelhecimento biologico apresentou correlagdes positivas, em ordem decrescente, com EFF
CD28-PD1+, EFF CD28-CD57+, EFFCD28- KLG1+, EM, CD28- KLG1+, KLG1+, CD57+,
CD57+ PD1+, CD28- CD57+, TIGIT+, EFF, CM, CD28- ICOS+, Naive, PD1+ KLGI1+ ¢
CD28- KLG1+ (Fig. 27d).
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Figura 24 — Diferencas nas frequéncias de subtipos de linfécitos T CD4+ em individuos

residentes em Sao Paulo (SP) e Belo Horizonte (BH).

(a) Comparagdo das frequéncias de subtipos de linfocitos T CD4+ efetores, (b) linfocitos T
CD4+ CD28-PD1+, (c) linfocitos T CD4+ de memoria central, (d) linfocitos T CD4+ CD28-
CD57+, (e) linfocitos T CD4+ CD28-KLGI1+, (f) linfocitos T CD4+ CD28-TIGIT+, (g)
linfocitos T CD4+ KLG1+ e (h) linfocitos T CD4+ TIGIT+. As comparagdes foram realizadas

entre individuos residentes em Belo Horizonte (BH) (barras azuis, n = 10) ¢ em Sao Paulo (SP)

(barras verdes, n = 10). As diferencas estatisticas foram determinadas pelo teste de Mann-

Whitney, sendo consideradas significativas quando p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), e p < 0,001
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Figura 25— Diferencas nas correlacoes de subtipos de linfocitos T CD4+ e o envelhecimento
epigenético em individuos residentes em Siao Paulo (SP) e Belo Horizonte (BH).

(a) Correlogramas de Spearman representando a correlagdo entre a imunofenotipagem de
células TCD4+ e a aceleracdo do envelhecimento biolégico (/ACC = skinHorvath, 2ACC =
PedBE e 34CC = BLUP) em individuos residentes em BH (n = 10) e (b) em SP (n = 10). A
intensidade da correlagdo entre duas variaveis € representada pela cor do quadrado em sua
intersec¢do, variando de vermelho brilhante (forte correlacdo positiva; > = /,0) a azul brilhante
(forte correlacdo negativa; »? = -1,0). (c) Correlograma de Spearman entre a aceleragdo do
envelhecimento biologico (ACC = skinHorvath) e as frequéncias de subtipos de linfocitos

TCD4+ em individuos residentes em BH e (d) em SP (n = 10). A exibigao apresenta correlagdes
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variando de -0,3 a 0,4 para BH e de -0,7 a 0,5 para SP. Os dados representam valores de p < 0,05

na andlise estatistica realizada entre os grupos.
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Figura 27 — Diferencas nas correlacdes entre os subtipos de linfocitos T CD8+ e o

envelhecimento epigenético em individuos residentes em Sao Paulo (SP) e Belo Horizonte

(BH).

(a) Correlogramas de Spearman representando a correlagdo entre a imunofenotipagem de

células TCD8+ e a aceleracdo do envelhecimento biolégico (/ACC = skinHorvath, 2ACC =
PedBE e 3A4CC = BLUP) em individuos residentes em BH (n = 10) e (b) em SP (n = 10). A

intensidade da correlagdo entre duas variaveis € representada pela cor do quadrado em sua

intersec¢do, variando de vermelho brilhante (forte correlacdo positiva; > = 1,0) a azul brilhante

(forte correlagdo negativa; 2

-1,0). (c) Correlograma de Spearman entre a aceleragdo do
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envelhecimento bioldgico (ACC = skinHorvath) e a imunofenotipagem de células TCD8+ em
individuos residentes em BH e (d) em SP (n = 10). A exibi¢ao apresenta correlagdes variando
de -0,4 a 0,5 para BH e de -0,4 a 0,7 para SP. Os dados representam valores de p <0,05 na

analise estatistica realizada entre os grupos.

7.7 Sao Paulo e Belo Horizonte Apresentam Diferencas na Emissao de Poluentes

Nossas analises epigenéticas demonstraram que os individuos residentes em SP apresentaram
envelhecimento epigenético acelerado (Fig. 17a—f), além de um perfil de linfocito B mais
maduros (Fig. 22b-d) e células NK (Fig. 20f-i) e linfocitos T (Fig. 24c-h) (Fig. 25d-f, h-1) mais
senescentes € exaustos, em comparagdo com aqueles que vivem em BH. Nossa hipdtese
explicativa para esses resultados ¢ que as diferencas na exposicdo a antigenos entre os
individuos das duas cidades, decorrentes de variagdes geograficas, demograficas e de
organizac¢do urbana, possam estar associadas aos distintos ritmos de envelhecimento. Como os
individuos de SP apresentaram maior producdo de citocinas como IL-4 (Fig. 18f) e IL-5 (Fig.
18g), bem como uma maior frequéncia de altos produtores de IL-9, IL-5 e IL-4 (Fig. 18I),
caracteristicas da polarizagdo da resposta imune do tipo 2 associada a doencas alérgicas,
decidimos avaliar as diferengas na emissao de poluentes entre as duas cidades utilizando dados
publicos disponibilizados pela Plataforma da Qualidade do Ar do Instituto de Energia e Meio
Ambiente (IEMA). Nossos resultados mostraram que a cidade de SP apresentou maiores
emissoes de PMio (Fig. 28a), PMa.s (Fig. 28b), CO (Fig. 28c) e NO: (Fig. 28d), BH apresentou
maiores emissoes de Os (Fig. 28e) e SO: (Fig. 28f), no periodo de 2015 a 2019, que antecedeu

a coleta das amostras dos nossos voluntarios.
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Figura 28 — Diferencas na emissdo de poluentes em Sao Paulo (SP) e Belo Horizonte (BH),
no periodo de 2015 a 2019.

(a) Comparagdo da emissdo média de PMio (ug/m*) em Belo Horizonte (linha azul) e Sao Paulo
(linha verde) no periodo de 2015 a 2019. (b) Comparagao da emissdo média de PMa.s (ug/m?)
em Belo Horizonte (linha azul) e Sdo Paulo (linha verde) no periodo de 2015 a 2019. (¢)
Comparacdo da emissdao média de CO (ug/m?) em Belo Horizonte (linha azul) e Sao Paulo
(linha verde) no periodo de 2015 a 2019. (d) Comparacao da emissao média de NO: (ng/m?)
em Belo Horizonte (linha azul) e Sao Paulo (linha verde) no periodo de 2015 a 2019. (e)
Comparacao da emissdo média de Os (ug/m?) em Belo Horizonte (linha azul) e Sdo Paulo (linha
verde) no periodo de 2015 a 2019. (f) Comparagdo da emissdao média de SO: (pg/m?) em Belo
Horizonte (linha azul) e Sao Paulo (linha verde) no periodo de 2015 a 2019. Foi realizado o
teste t nao pareado. As diferencas estatisticas foram indicadas por p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), e

p <0,001 (**¥),

7.8 Diferencas nas Hospitalizacées por Doencas do Sistema Respiratorio, Infeccoes e

Doencas Parasitarias entre Residentes de Sao Paulo e Belo Horizonte

Para avaliar os possiveis efeitos da maior emissao de PMio, PM2.5, CO e NO: (Fig. 28a-d), que
encontramos na cidade de SP no periodo de 2015 a 2019, ndés comparamos as hospitalizagdes

por doencas do sistema respiratorio por 100.000 habitantes, segundo os registros do
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Departamento de Informatica do Sistema Unico de Saude (DATASUS) no mesmo periodo.
Nossas analises mostraram que SP registrou um nimero mais elevado de hospitalizagdes por
doengas do sistema respiratorio que BH nesse periodo (Fig. 29a). Como observamos uma
polarizacao da resposta imune do tipo 2 nos individuos de SP (Fig. 18f-g, 1), que, além de estar
associada a doencas alérgicas (Ogulur et al., 2025), também se associa a doencas parasitarias
(Romagnani, 1996b), avaliamos ainda o nimero de hospitalizagcdes por infecgdes e doencas
parasitarias por 100.000 habitantes, no mesmo periodo, utilizando o mesmo banco de dados.
Nossos resultados indicaram que SP registrou um nimero maior de hospitalizagdes por essas

condi¢des (Figs. 29 e 30).
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Figura 29— Diferencas nas hospitalizacoes por doencas do sistema respiratério em Sao
Paulo (SP) e Belo Horizonte (BH), no periodo de 2015 a 2019.
Comparacao no nimero de hospitalizagdes por 100.000 habitantes devido a doengas do sistema

respiratorio em Belo Horizonte (linha azul) e Sdo Paulo (linha verde), no periodo de 2015 a
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2019. Foi realizado o teste t ndo pareado. As diferengas estatisticas foram indicadas por p <

0,05 (*), p < 0,01 (**), e p < 0,001 (***).

a
Doencas infecciosas e parasitarias
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Figura 30 — Diferencas nas hospitalizacoes por infeccoes e doencas parasitarias em Sao
Paulo (SP) e Belo Horizonte (BH), no periodo de 2015 a 2019.

Comparacdo no nimero de hospitalizagdes por 100.000 habitantes devido a infecg¢des e doengas
parasitarias em Belo Horizonte (linha azul) e Sao Paulo (linha verde), no periodo de 2015 a
2019. Foi realizado o teste t ndo pareado. As diferencas estatisticas foram indicadas por p <

0,05 (*), p < 0,01 (**), e p < 0,001 (***),
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8. DISCUSSAO CAPITULO 2

Ao longo da vida, os individuos estdo continuamente expostos a uma ampla gama de antigenos,
incluindo microrganismos, parasitas, nutrientes, componentes celulares e metabolitos,
provenientes do ambiente e do proprio organismo, desempenhando papel central na formacao
e modulagdo do sistema imunologico. Nesse contexto, a teoria da imunobiografia, proposta por
Franceschi (2017), permite compreender como as exposi¢des antigénicas, considerando tipo,
dose, frequéncia e sequéncia temporal, moldam os perfis imunologicos e influenciam o
processo de envelhecimento (Franceschi, 2017). Além disso, estudos anteriores vém
demonstrando que fatores geograficos associados ao padrio de vida e aos indicadores
socioecondmicos exercem impacto sobre o envelhecimento humano, especialmente quando
analisado sob a perspectiva do envelhecimento bioldgico (Yusipov et al., 2024; Hernandez et
al., 2024). No entanto, essas investigagoes tém sido conduzidas majoritariamente em coortes de
paises desenvolvidos, com foco em popula¢des predominantemente caucasianas e em fatores
ambientais caracteristicos desses contextos, limitando a extrapolacdo dos achados para

realidades marcadas por maior heterogeneidade social e epidemiologica.

No presente estudo, contribuindo de forma inédita na investigagao do envelhecimento bioldgico
em um contexto urbano latino-americano, observa-se que, conforme apresentado na Tabela 6,
embora Belo Horizonte (BH) e Sdo Paulo (SP) apresentem elevados Indices de
Desenvolvimento Humano Municipal (IDH-M), os indicadores de BH sugerem um perfil social
e assistencial ligeiramente mais favoravel. Esse cenario inclui expectativa de vida mais alta,
menor desigualdade de renda, medida pelo Indice de Gini, e maior cobertura da Estratégia
Saude da Familia (ESF). Adicionalmente, BH apresenta menor tempo médio de espera para
atendimentos no Sistema Unico de Satde (SUS), o que é consistente com maior eficiéncia dos
servicos publicos de saude. Por outro lado, SP apresenta maior densidade de médicos, porém
com distribui¢do espacial mais desigual, refletida por um Indice de Concentragio (IC) elevado,

0 que sugere acesso heterogéneo aos servigos de satide dentro do proprio municipio.

Esse cendrio ¢ agravado por indicadores preocupantes observados nas periferias de ambas as
cidades, como a elevada taxa de mortalidade infantil ¢ a razdo de mortalidade materna,
especialmente entre mulheres negras. A diferenca expressiva na expectativa de vida entre
bairros de maior e menor renda, que alcanca aproximadamente 15 anos em Belo Horizonte e

14 anos em Sao Paulo, reforca que os determinantes sociais influenciam de forma desigual a
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saude das populagdes, evidenciando a coexisténcia de multiplas realidades epidemioldgicas no

Brasil (Tabela 6).

Em decorréncia dessas desigualdades estruturais, particularmente relacionadas ao acesso aos
servigos de saude, a qualidade de vida e a exposi¢do ambiental, o ritmo de envelhecimento
bioldgico pode variar entre individuos e populagdes, uma vez que o ambiente pode induzir
alteragdes epigenéticas que modulam a expressdo génica. Nesse contexto, os relogios
epigenéticos representam uma ferramenta amplamente utilizada para essa mensuragdo, com
base em padrdes de metilacdo do DNA, permitindo estimar a idade bioldgica relativa da coorte
estudada e identificar aceleragdo ou desaceleracao do envelhecimento, sem que isso represente,

necessariamente, rejuvenescimento biologico (Field et al., 2018).

Individuos com aceleracdo do envelhecimento igual a zero ndo alteram a média da coorte,
embora estejam incluidos nas andlises, ¢ ¢ importante destacar que tanto jovens quanto idosos
podem ou nao apresentar aceleragdo do envelhecimento, o que € consistente com a influéncia
de multiplos fatores contextuais € comportamentais, como estilo de vida e exposigdes

ambientais.

Partindo da hipotese de que diferencas geograficas possam refletir exposigdes antigé€nicas
distintas e, consequentemente, trajetorias divergentes de envelhecimento bioldgico, neste
capitulo comparamos a aceleracdo do envelhecimento de individuos residentes em BH e SP.

Para isso, utilizamos os relogios epigenéticos em nossas analises.

Nossas analises indicaram que os individuos residentes em SP apresentam maior aceleracao do
envelhecimento bioldgico nos seis reldgios avaliados, em comparagdo aos residentes em BH
(Fig. 17a—f). Esse achado sugere que os residentes dessas duas cidades seguem trajetorias

distintas de envelhecimento, possivelmente moduladas por fatores ambientais.

Embora fatores individuais relacionados ao estilo de vida, como alimentacao, qualidade do sono
e pratica de atividade fisica, influenciem diretamente a saude e os processos de envelhecimento,
¢ fundamental reconhecer a influéncia de determinantes ambientais de natureza coletiva, como
a poluicdo do ar, a contaminacao da dgua e dos alimentos, bem como a exposi¢do a doengas
infecciosas (Hernandez et al., 2025). Esses fatores dependem, em grande medida, da
formulagdo e da implementagdo de politicas publicas, o que reforga que o envelhecimento
bioldgico ndo pode ser interpretado exclusivamente como resultado de escolhas individuais
(Hernandez et al., 2025). Além disso, esses determinantes ambientais individuais e coletivos

refletem desigualdades sociais estruturais, frequentemente invisibilizadas quando interpretadas
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apenas como resultado do comportamento pessoal. Com o objetivo de minimizar a influéncia
de variaveis individuais, os voluntarios incluidos nessas analises foram rigorosamente pareados

quanto ao sexo, a idade e a presenca de comorbidades (Tabela 2).

Um estudo recente de Yusipov e colaboradores demonstrou diferengas no envelhecimento
bioldgico, avaliadas por meio de reldgios epigenéticos, associadas a aspectos geograficos e
socioecondmicos em 25 paises. Embora o estudo apresente limitacdes metodoldgicas
relevantes, decorrentes do uso de bancos de dados publicos, seus achados estdo alinhados com
a hipdtese de que o contexto geografico e social influencia o envelhecimento humano, apoiando

a interpretacdo dos resultados observados na nossa coorte (Yusipov et al., 2024).

Dessa forma, nossos dados sugerem que as diferengas ambientais e sociais entre BH e SP sdo
consistentes com o envelhecimento bioldégico mais acelerado observado nos individuos
residentes em SP, quando comparados aos de BH. No mesmo sentido, dados referentes a
expectativa de vida indicam que os moradores de BH vivem, em média, 77 anos, enquanto os
moradores de SP apresentam uma média de vida de aproximadamente 76 anos. Contudo,
observa-se grande variabilidade intraurbana, especialmente em SP, o que reforca o papel das

desigualdades sociais na determinacdo da saude ao longo da vida (Tabela 6).

Considerando que as variagdes nas exposicoes antigénicas observadas entre os diferentes
contextos (Tabela 6) e as diferengas no ritmo de envelhecimento identificadas em nossos
resultados (Fig. 17a—f) podem estar associadas a alteracdes no perfil inflamatorio (Ajoolabady
et al., 2024), mensuramos, em nossa coorte, a producdo de 27 mediadores inflamatorios, com o
objetivo de identificar padrdes relacionados ao envelhecimento bioldgico entre os residentes

das duas cidades.

Nossos dados indicaram que os individuos residentes em BH apresentaram maior produgado de
IL-6 (Fig. 18a), IL-1B (Fig. 18b), IL-1ra (Fig. 18c), TNF-a (Fig. 18d) e IL-10 (Fig. 18e).
Estudos demonstram que células imunes inatas, como monocitos € macrofagos residentes em
tecidos, sdo importantes fontes dessas citocinas (Wang et al., 2024). A IL-1 pode atuar tanto
no meio extracelular quanto intracelularmente, promovendo a ativagdo de outras interleucinas
inflamatoérias, como a IL-6, que, por sua vez, pode induzir senescéncia paracrina e modular
respostas imunes (Wang et al., 2024). Embora niveis elevados de IL-6 ¢ TNF-a estejam
associados a doengas relacionadas a idade, como doenca de Alzheimer e fragilidade (Fabbri et
al., 2015), nossos achados sugerem que esse perfil inflamatorio em BH, ocorre de forma

dissociada da aceleracdo do envelhecimento bioldgico. Diferentemente de uma interpretacao



87

centrada exclusivamente na senescéncia celular, a maior produgdo das interleucinas IL-6 (Fig.
18a), IL-1P (Fig. 18b), e o TNF-a (Fig. 18d), que estdo entre os principais componentes do
fenotipo secretor associado a senescéncia (SASP), parece ser refletir um estado de inflamagao,

contrabalanceado por respostas regulatérias como IL-1ra (Fig. 18c) e IL-10 (Fig. 18e).

Nesse contexto, a maior produgdo de IL-10, uma citocina com propriedades anti-inflamatorias
e imunorreguladoras associada ao envelhecimento bem-sucedido (Lukyanova et al., 2024; Li et
al., 2024), juntamente com o aumento de IL-1ra, antagonista do receptor de IL-1, € consistente
com a ativacao de mecanismos compensatorios de regulacao inflamatoria. Esse padrao sugere
a coexisténcia de estimulos pro-inflamatérios e mecanismos ativos de contengdo da inflamacao,
apoiando a hipdtese de que o envelhecimento em BH esteja associado a um processo de

remodelamento imunolégico.

O remodelamento imunolégico pode ser compreendido como uma estratégia adaptativa frente
a perda progressiva de funcdes efetoras. Individuos capazes de ativar mecanismos mais
eficientes de remodelamento tendem a atenuar os efeitos deletérios da imunossenescéncia,
processo frequentemente associado ao envelhecimento saudavel em populagdes longevas

(Caruso et al., 2022; Lima-Silva et al., 2024).

Por outro lado, os individuos residentes em SP apresentaram maior producdo de IL-4 (Fig. 18f),
IL-5 (Fig. 18g), IL-15 (Fig. 18h), CCL3 (Fig. 181) e G-CSF (Fig. 18j), configurando um perfil
inflamatério predominantemente associado a polarizagdo da resposta imune do tipo Th2.
Citocinas como IL-4 e IL-5 sdo caracteristicas desse perfil e estdo associadas tanto a doengas

alérgicas quanto a infec¢des parasitarias (Ogulur et al., 2025; Romagnani, 1996).

Em concordancia com nossos dados, que indicam que, em SP, a predominancia de um perfil
Th2 associa-se a aceleragdo do envelhecimento epigenético, evidéncias prévias demonstram
que a producao de IL-4 e IL-5 tende a aumentar com o avanco da idade (Candore et al., 1993;
Hobbs et al., 1993; Caruso, 1996; Castle, 1997; Jing et al., 2007). Nesse mesmo sentido, a maior
producdo de CCL3, um componente associado ao SASP (Suryadevara et al., 2024), tem sido
relacionada ao desenvolvimento de asma bronquica, frequentemente em associagdo com IL-5
(Tillie-Leblond et al., 2000; Manni et al., 2014), contribuindo para um ambiente inflamatorio
compativel com esse perfil. Adicionalmente, a elevagdo do fator estimulador de colonias de
granulocitos (G-CSF), embora possa favorecer a sobrevivéncia e a quimiotaxia de neutréfilos
(Brach et al., 1992; Wolach et al., 2007), mostrou-se, neste estudo, associada a um perfil

inflamatorio menos regulado, compativel com a acelera¢do do envelhecimento bioldgico.
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No entanto, o aumento da IL-15 circulante, descrito em individuos longevos saudaveis
(Gangemi et al., 2005), apresenta efeitos benéficos sobre a massa muscular € a composi¢do
corporal (Quinn, 2002; Quinn, 2009), mas também estimula a proliferagao de células T de
memoria, cujo acimulo ¢ caracteristico da imunossenescéncia (De Martinis et al., 2005). Dessa
forma, os niveis elevados de IL-15 observados em SP podem estar associados a um mecanismo

distinto de remodelamento imunolégico.

A anélise integrada dos mediadores inflamatérios por meio de graficos radar revelou que,
embora os individuos residentes em BH apresentem maior frequéncia de altos produtores de
citocinas associadas ao SASP, eles exibem um perfil inflamatério mais homogéneo e
equilibrado (Fig. 18k). Por sua vez, os individuos residentes em SP apresentaram um perfil mais
heterogéneo, caracterizado por maior frequéncia de altos produtores de citocinas associadas ao

eixo Th2 (Fig. 18I).

Essa resposta imune do tipo Th2, observada nos residentes de SP, ¢ biologicamente compativel
com um contexto ambiental caracterizado por elevados niveis de poluicao atmosférica (Zhou
et al., 2024), o que pode estar associado a maior incidéncia de doengas respiratorias
inflamatorias. Evidéncias experimentais e epidemioldgicas indicam que exposi¢des ambientais
especificas, como o material particulado fino (PMa,s), o carbono negro € o monoxido de
carbono, podem modular diretamente a produ¢do de mediadores inflamatorios, influenciando
tanto respostas pro-inflamatorias quanto regulatorias. Estudos de exposi¢cdo individual
demonstraram que aumentos agudos de PMa,s e CO estdo associados ao aumento da produgao
de quimiocinas como CXCL10 e CCL5, enquanto a exposi¢ao ao carbono negro pode reduzir
a produgdo de CCL5 e TNF-a (Raqib et al., 2022). Essas associa¢des devem ser interpretadas
como convergéncias bioldgicas entre exposi¢cdes ambientais e perfis imunologicos, € ndo como

evidéncia de causalidade direta em nivel individual.

De Oliveira Fernandes e colaboradores (2020) demonstraram que a cidade de SP lidera o
numero de excedéncias aos padrdes finais de qualidade do ar, com destaque para a emissao de
material particulado fino (PM>5), que apresentou a maior média anual, de 16,9 pg/m? em 2018,
e excedeu os padrdes finais nos anos de 2016 a 2018 (De Oliveira Fernandes et al., 2020). Além
disso, de Toledo e Nardocci demonstraram, em uma revisao bibliografica, que diversos estudos
relacionam a poluicao do ar na cidade de SP a problemas respiratorios, aumento da mortalidade
e hospitalizacdes, entre outros efeitos, particularmente em idosos e criancas (de Toledo &
Nardocci, 2011).Corroborando esses achados, estudos experimentais indicam que a exposicao

ao PM:,s estd associada a lesdo endotelial, evidenciada pelo aumento de microparticulas
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endoteliais apoptdticas, acompanhada por elevacdo de citocinas pro-inflamatorias, como IL-6

e IL-1PB, e de moléculas de adesdo endotelial (Pope et al., 2016).

Com o objetivo de investigar a relacdo entre os mediadores inflamatorios e a aceleracao do
envelhecimento epigenético, realizamos analises de matrizes de correlagdo. Os correlogramas
indicaram que os individuos residentes em SP apresentaram maior numero e maior intensidade
de correlacdes positivas entre mediadores inflamatorios e envelhecimento epigenético, quando

comparados aos residentes de BH (Fig. 19a-b).

Especificamente, entre os residentes de BH, a aceleragdo do envelhecimento epigenético
apresentou correlagdes positivas com um conjunto restrito de citocinas (Fig. 19¢). J& entre os
residentes de SP, a idade epigenética se correlacionou positivamente com um amplo espectro
de mediadores inflamatorios, incluindo as citocinas associadas ao perfil Th2 e inflamatério (Fig.
19d). Nossos achados indicam que, com excecdo da IL-10, as citocinas elevadas em BH nao
apresentaram correlacgao significativa com a aceleragdo do envelhecimento bioldgico, enquanto,
em SP, a maior produg¢ao de IL-4, IL-5, IL-15 e G-CSF mostrou-se associada ao
envelhecimento, reforcando a existéncia de perfis inflamatorios distintos e trajetorias

divergentes de envelhecimento imunoldgico entre as duas cidades.

Essas diferencas nos padrdes inflamatorios observados entre BH e SP sugerem que o
envelhecimento imunolégico ¢ fortemente modulado pelo contexto urbano. Nos ja
demonstramos que diferentes contextos urbanos, como areas endémicas para doengas
infecciosas, podem estar associados a variagdes no perfil inflamatdrio relacionadas a aceleragao
da idade epigenética (Coelho, 2025). De modo semelhante, um estudo recente sugere que
individuos residentes em areas industrializadas apresentam diferencas na producdo de
mediadores inflamatdrios quando comparados aqueles que vivem em areas nao industrializadas
(Franck et al., 2025). Em conjunto, esses achados refor¢am a hipdtese de que o fendmeno do
inflammaging nao ¢ universal, sendo moldado por exposi¢des ambientais especificas e pelos

mecanismos adaptativos de remodelamento imunologico ativados em cada contexto urbano.

Esses achados sdo concordantes com o conceito de imunobiografia (Franceschi, 2017). A
imunobiografia propde que as variagdes nas exposi¢des antigénicas ao longo da vida,
considerando tipo, dose, frequéncia e ordem temporal, moldam progressivamente o perfil
imunoldgico durante o envelhecimento. Nesse sentido, a imunossenescéncia ¢ compreendida
como o resultado acumulado dessas exposi¢cdes, refletindo interagdes continuas do sistema

imunoloégico com bactérias, virus, fungos, parasitas, nutrientes e metabodlitos ao longo da vida
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(Franceschi, 2017). Assim, cada individuo representa uma trajetoria singular de envelhecimento

imunoldgico, construida a partir de suas experiéncias imunologicas cumulativas.

Estudos tém demonstrado que o envelhecimento esta associado a diversas alteragdes no perfil
das células NK (Brauning et al., 2022; Almeida-Oliveira, 2011; Gounder, 2018). Considerando
a populacdo investigada neste estudo, a observacdo de envelhecimento epigenético acelerado
entre os residentes de SP, em comparagdo aos de BH, associada a presenca de perfis
inflamatoérios distintos, sugere que essas populagdes possam apresentar trajetérias divergentes
de envelhecimento imunoldgico, potencialmente moduladas por diferencas contextuais de

exposi¢ao ambiental urbana.

Assim, levantamos a hipdtese de que essas diferengas estejam associadas a variacdes nos
subtipos de células NK. Por essa razdo, realizamos a fenotipagem dessas células, com o objetivo
de identificar, por meio da citometria de fluxo multiparamétrica, diferencas nas frequéncias
relativas dos subtipos de células NKT, NK citotoxicas, NK produtoras de citocinas ¢ NK
produtoras de quimiocinas. Esses subtipos foram posteriormente analisados quanto aos estados
de ativagdo, senescéncia e exaustao. Entretanto, ¢ importante considerar o carater observacional
da andlise, que permite a identificagdo de associagdes robustas, mas ndo o estabelecimento de

relagdes causais diretas.

Nossos achados revelaram que os individuos residentes em BH apresentaram maior frequéncia
de células NKT (Fig. 20a), de células NK citotoxicas (Fig. 20b) e de fendtipos ativados,
incluindo células NK produtoras de citocinas NKG2D* (Fig. 20c), células NK citotdxicas
NKG2D" (Fig. 20d) e células NK CD69* (Fig. 20e).

O subtipo NKT, observado em maior frequéncia entre os residentes de BH, representa um
subconjunto especializado de linfocitos T inatos que reconhecem glicolipidios apresentados
pela  molécula CDId, estruturalmente semelhante ao complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) de classe I. Uma vez ativadas, essas células sdo capazes de liberar
rapidamente citocinas e quimiocinas com propriedades pro-inflamatdrias e imunomoduladoras,
destacando-se, entre elas, o interferon gama (IFN-y) e a interleucina 4 (IL-4) (Kumar et al.,
2017). Esses achados sugerem a presenca de um ambiente imunologico mais responsivo,
caracterizado pela ativacdo rapida da imunidade inata e pela capacidade de modular

precocemente as respostas inflamatorias.

O aumento das células NK citotoxicas nos individuos residentes em BH pode refletir uma maior

prontidao citotoxica da imunidade inata, potencialmente associada a preservacao do estado
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funcional ao longo do envelhecimento. Essas células destacam-se como linfocitos inatos
capazes de reconhecer células-alvo por dois mecanismos distintos: a auséncia ou redugdo da
expressao de MHC de classe I e a ativagao de receptores de superficie, como o NKG2D, que se
liga a ligantes do tipo MIC e ULBP expressos por células estressadas ou infectadas por virus
(Radaev et al., 2001; Zingoni et al., 2018). Uma vez ativadas, liberam perforinas e granzimas,

desencadeando a apoptose da célula-alvo.

As células NK produtoras de citocinas, que também apresentaram maior representagao entre os
residentes de BH, constituem um subtipo especializado na secrecdo de mediadores
imunoldgicos apds a ativacdo. Entre as principais citocinas produzidas por essas células
destacam-se o IFN-y, o TNF-B, a IL-5, a IL-10 e a IL-13 (Vivier et al., 2008). Esse perfil
funcional pode contribuir para um equilibrio mais eficiente entre respostas pro- e anti-

inflamatorias, favorecendo um processo de envelhecimento imunolégico mais balanceado.

Diversos estudos relatam uma diminuicao significativa na frequéncia de células NK produtoras
de citocinas e um aumento significativo das células citotoxicas com o avanco da idade
(Almeida-Oliveira, 2011; Gounder, 2018). Entretanto, resultados divergentes também foram

descritos (Dogra et al., 2020).

Apesar disso, a reducdo da atividade citotoxica das células NK com o envelhecimento tem sido
amplamente documentada e estd associada ao aumento da incidéncia de doengas infecciosas
(Orange et al., 2006; Jost & Altfeld, 2013). O aumento do niimero de células NK citotoxicas
observado durante o envelhecimento ¢ interpretado como uma tentativa do sistema imunologico
de compensar a perda das fung¢des efetoras relacionadas a idade (Brauning et al., 2022; Solana
& Peiia, 1999; Kaszubowska, 2008; Solana, 1999). Entretanto, em idosos, as células NK
apresentam resposta proliferativa reduzida a interleucina-2 (IL-2), além de exibirem expressao

comprometida do receptor de ativacdo CD69 (Borrego et al., 1999).

Em conjunto, esses achados indicam que os individuos residentes em BH apresentam um perfil
de células NK predominantemente ativado, sugerindo o desenvolvimento de mecanismos mais
eficazes de protecdo imunoldgica inata e um padrdo de remodelamento imunolédgico distinto
daquele observado nos residentes de SP. Esses achados sdo particularmente relevantes por
integrarem, de forma inédita nesta coorte, a avaliagdo do envelhecimento epigenético com a
caracterizacao detalhada do imunofenétipo de células NK, permitindo explorar como diferentes
contextos ambientais urbanos podem modular trajetérias de envelhecimento imunologico.

Nesse sentido, evidéncias recentes indicam que exposi¢des ambientais podem influenciar
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quantitativa e qualitativamente o compartimento de células NK ao longo da vida, refor¢ando a

plausibilidade biologica das diferengas observadas entre as duas populagdes.

Ja a coorte dos residentes de SP apresentou maior frequéncia de células NK com predominio
de um perfil associado a senescéncia e a exaustao, incluindo células NK citotoxicas CD57+ (Fig.
20f), NK citotoxicas PD17 (Fig. 20g), NK citotdxicas coexpressando PD1* e CD57* (Fig. 20h),
além de células NK produtoras de quimiocinas com expressao de CD57* (Fig. 201). Esse
conjunto de fendtipos indica que, nos residentes de SP, as subpopulacdes das células NK sao
funcionalmente comprometidas, compativeis com um estado de envelhecimento imunologico

acelerado.

As moléculas CD57 e PD1 sdao amplamente utilizadas como marcadores de senescéncia e
exaustdo funcional, respectivamente, sendo diferencialmente expressas em células T e NK. PD-
1 ¢ uma proteina transmembrana pertencente a superfamilia CD28/CTLA-4, amplamente
expressa na superficie de células T ativadas, células B e mondcitos, regulando negativamente a
resposta imune humana. Nas células NK, a expressdao de PD1 tem sido associada a contextos
de estimulacdo cronica, como infecg¢des virais persistentes por HIV (virus da imunodeficiéncia
adquirida) e CMV (citomegalovirus humano), estando relacionada a exaustdo celular (Della

Chiesa et al., 2016).

Enquanto a expressdo de CDS57 reflete um estado de diferenciacdo terminal associado a
limitacao proliferativa, a expressdo de PD1 esta relacionada a inibi¢ao funcional decorrente de
estimulacdo antigénica cronica; dessa forma, a coexpressao dessas moléculas sugere um maior
estado de comprometimento funcional das células NK. No contexto deste estudo, a maior
frequéncia dessas populagdes entre os residentes de SP sugere exposicdo prolongada a
estimulos antigénicos, favorecendo estados de senescéncia e exaustao das células NK. Além
disso, a elevada frequéncia de células NK CD57"PD1* observada nos residentes de SP sugere
ndo apenas limitag¢do proliferativa, mas também inibicdo funcional persistente, com potencial

impacto negativo na eficacia da imunidade inata.

Um estudo recente em individuos de diferentes faixas etarias demonstrou que a expressao de
CD57 e CD69 por células NK correlacionou-se positivamente com a idade, e que as células NK
CDS7CD69" de individuos idosos coexpressavam PD1 (Deng et al., 2024). Esses achados
reforcam a associagcdo entre a expressao de CD57 e PD1 e o processo de envelhecimento

imunoldégico.
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Estudos relatam um aumento significativo na frequéncia de células NK expressando CD57 em
pessoas idosas (Tarazona et al., 2000; Bonaf¢ et al., 2001; Dogra et al., 2020; Gayoso, 2011).
Embora evidéncias sugiram a existéncia de subpopulacdes distintas de células NK CD577,
incluindo células terminalmente diferenciadas e células NK maduras (Kared et al., 2016, Yang,
Siebert et al., 2019), a maior frequéncia dessas células nos individuos de SP sugere um
predominio de fendtipos associados a senescéncia do compartimento de células NK,
possivelmente influenciado por exposi¢des ambientais cronicas. Esse padrao ¢ consistente com
a aceleragdo do envelhecimento epigenético observada nessa populagdo, reforgando a

associacdo entre envelhecimento bioldgico e comprometimento funcional das células NK.

Corroborando com essa interpretacao, estudos indicam que exposi¢cdes ambientais relacionadas
a poluigdo atmosférica podem modular o perfil de células NK desde fases precoces da vida.
Garcia-Serna et al. (2021) demonstraram que maiores concentragdes de NO: durante a gestagao
associaram-se a uma redu¢do média de 15% no numero de células NK no sangue do cordado
umbilical, sugerindo um impacto duradouro da poluicdo sobre a ontogenia dessas células
(Garcia-Serna et al, 2021). Por outro lado, Leonardi et al. (2020) observaram que o aumento das
concentragdes de material particulado esteve associado ao aumento do numero de células NK,
indicando que diferentes poluentes podem exercer efeitos distintos sobre esse tipo celular

(Leonardi et al, 2020).

Ao analisarmos as matrizes de correlacdo entre os fendtipos de células NK e a aceleracdo do
envelhecimento, verificamos que o correlograma dos individuos residentes em SP apresentou
correlagdes positivas mais intensas entre os diversos fendtipos celulares, quando comparado ao
dos residentes de BH (Fig. 21a, b). Ademais, a aceleracdo do envelhecimento nos individuos de
SP mostrou-se associada a um nimero maior de correlagcdes positivas com os fendtipos de
células NK do que nos individuos de BH (Fig. 21c—d). A analise de correlagdo acrescenta uma
perspectiva sistémica ao evidenciar que a aceleracao do envelhecimento se associa de maneira
coordenada a multiplos fendtipos celulares, refor¢gando a robustez e a integrag@o biolodgica dos
achados. Ainda que essas correlagdes reforcem a integragao biologica dos fenotipos observados,
elas ndo permitem inferir a direcao das relagdes entre envelhecimento epigenético e alteracdes

imunologicas.

O correlograma de BH indicou que a aceleracio do envelhecimento estad positivamente
correlacionada, em sua maioria, com fendtipos de células NK ativadas (Fig. 21c). Esse padrao
também refor¢a a interpretacdo de que, nos residentes de BH, o envelhecimento bioldgico

ocorre em associacdo com mecanismos de ativacdo ¢ remodelamento funcional da imunidade
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inata. O envelhecimento bioldgico desses individuos estd associado aos seguintes fenotipos de
ativacdo, mais frequentes entre os residentes de BH: células NKT* (Fig. 20a), células NK
produtoras de citocinas com expressao de NKG2D* (Fig. 20c¢), células NK citotoxicas NKG2D*
(Fig. 20d) e células NK citotoxicas com expressao de CD69 (Fig. 20e).

J& o correlograma dos individuos residentes em SP revelou que a aceleragao do envelhecimento
apresenta correlagdes positivas mais intensas com os fenotipos de células NK senescentes e
exaustas (Fig. 21d). De forma concordante com os dados fenotipicos, esses resultados mostram
que a aceleracao do envelhecimento estd associada aos seguintes fendtipos de senescéncia, os
quais apresentaram maior frequéncia nos individuos de SP: células NK citotoxicas e produtoras
de quimiocinas com expressao de CDS57" (Fig. 20f,i), reforcando o perfil imunologico

senescente observado nessa populagao.

Diversas alteragdes importantes também sao descritas nos linfocitos B ao longo do processo de
envelhecimento. Entre essas alteragdes, destacam-se a diminui¢ao do repertorio dessas células
(Weksler et al., 2020), o aumento das células Bla (Veneri et al., 2007), defeitos na linfopoese
de células B (McKenna et al., 2001), no desenvolvimento ¢ na homeostase dessas células
(Frasca et al., 2008) e, principalmente, o aumento da frequéncia de linfocitos B de memoria
(Colonna-Romano et al., 2003). Essas alteracdes sdo consideradas componentes centrais da
imunossenescéncia e podem impactar diretamente a qualidade e a diversidade da resposta
imune adaptativa, contribuindo para o declinio da eficacia dos anticorpos produzidos por
individuos i1dosos em resposta a infeccoes e vacinas (Frasca & Blomberg, 2020). Além dos
processos intrinsecos ao envelhecimento, evidéncias crescentes indicam que fatores ambientais,
como a exposi¢ao cronica a polui¢do atmosférica, podem modular a diferenciacdo, a ativacdo e

a distribuicao dos subtipos de linfécitos B.

Nossos dados indicam que os individuos residentes em BH apresentam maior frequéncia de
linfocitos B de memoria nao cléssicos (CD27-, CD24+ CD38-/lo) (Fig. 22a), ao passo que os
residentes em SP exibem maior frequéncia de células secretoras de anticorpos (ASCs) (CD27+,
CD38hi) (Fig. 22b), plasmocitos imaturos (CD138+) (Fig. 22¢) e linfocitos B de memoria
maduros (CD27+, CD24+, CD38+/-) (Fig. 22d). Esse padrao sugere que as coortes apresentam
perfis distintos de diferenciagdo e ativacao de células B, possivelmente associados a diferentes
niveis de estimulo antigénico, inflamacao sistémica ou caracteristicas ambientais especificas de

cada localidade.
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Embora estudos iniciais tenham indicado que o receptor CD27 é expresso predominantemente
em células B de memoéria em humanos, evidéncias mais recentes demonstram a existéncia de
subpopulagdes de células B de memoria que nao expressam CD27, mas que podem expressar
outros marcadores, como CD38 e CD24 (Wei et al., 2007; Culton et al., 2007; Sanz et al., 2008).
A identificacdo dessas subpopulacdes € particularmente relevante para a interpretacdo do
aumento de linfocitos B de memoria ndo classicos observado nos residentes de BH, uma vez
que amplia a compreensdo da heterogeneidade funcional das células B de memoria, inclusive

no contexto do envelhecimento e de exposicdes antigénicas ambientais persistentes.

Estudos que demonstram que exposicdes a polui¢do atmosférica podem modular
quantitativamente e qualitativamente o compartimento de células B. Raqib et al. (2022)
mostraram que o aumento de duas vezes nos niveis de PMz,s em mulheres cronicamente
expostas a poluicdo domiciliar por biomassa associou-se a alteragdes nas proporc¢des de células
B naive/imaturas, plasmablastos ¢ a redugdo de células B de memoria, além de elevacao de IgE
plasmatica. Embora alguns estudos ndo tenham identificado alteragdes significativas na
frequéncia total de linfocitos B CD19* apds exposi¢ao ao PMz,s (Pope et al., 2016), outros
demonstraram que a exposicao aguda a gases de escape de motores a diesel pode reduzir as
proporg¢des de células B (Li et al., 2022), e que aumentos nas concentracdes de material
particulado estdo associados ao aumento do nimero de linfécitos B e dos niveis séricos de IgG,

especialmente em relacdo ao PMa,s (Leonardi et al., 2000).

Considerando a dinamica de ativagdo e diferenciagdo das células B, todas essas células tém
origem em cé¢lulas B naive, que, ap0s ativagao dependente de antigeno e auxilio de linfocitos T
helper, podem se diferenciar em plasmocitos ou persistir na circulagdo como células B de
memoria. Nesse contexto, a maior frequéncia de ASCs observada nos residentes de SP pode
refletir um estado de ativagdo humoral mais pronunciado, associado a secre¢do inicial de IgM
e, posteriormente, a geragdo de respostas secunddrias mediadas por IgG e IgA (Racine et al.,
2011; Scharer et al., 2020). Estudos experimentais e populacionais sugerem que exposi¢des
ambientais, como a polui¢do do ar, podem favorecer esse estado de ativacdo humoral
sustentada, influenciando tanto a diferenciagdo terminal das células B quanto a produgao de

imunoglobulinas (Raqib et al, 2022; Leonardi et al, 2000).

Buffa e colaboradores (Buffa et al., 2013) demonstraram que o perfil de linfécitos B CD38-
CD24-, fendtipo semelhante ao observado com maior frequéncia em nossa coorte de individuos
de SP, apresentou-se mais prevalente em idosos saudaveis, porém menos frequente em

centenarios saudaveis, utilizados como modelo de envelhecimento bem-sucedido. Essa
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observagao sugere que a expansdo dessa subpopulagdo pode estar associada a trajetérias de
envelhecimento menos favoraveis, uma vez que os autores propdem que esse perfil contribui
para um estado inflamatorio cronico de baixo grau, hipotese que pode ser relevante para a

interpretagdo dos nossos achados.

Nossos correlogramas indicam que os individuos residentes em SP apresentaram correlagdes
positivas mais intensas € um numero maior de associagdes entre a aceleracdo do
envelhecimento bioldgico (avaliado por marcadores epigenéticos) € os subtipos de células B,
em comparagao aos residentes de BH (Fig. 23b, a). A matriz de correlagao dos participantes de
BH revelou que a aceleragdo do envelhecimento se correlacionou positivamente, em ordem
decrescente, com linfocitos B de memoria ndo classicos, plasmoécitos imaturos, linfocitos B de
memoria classicos IgD+ e linfocitos B maduros de memdria precoce (Fig. 23c¢). Por outro lado,
a matriz correspondente aos residentes de SP demonstrou correlagdes positivas, também em
ordem decrescente, com linfocitos B de memoria ndo classicos, linfocitos B maduros de
memoria precoce, linfocitos B de memoria maduros, linfocitos B de memoéria classicos IgD+ e

ASCs (Fig. 23d).

Em conjunto, esses resultados sugerem que diferentes perfis de diferenciacdo e ativacdo de
células B estdo associados a aceleragdo do envelhecimento epigenético nas coortes estudadas.
O aumento da frequéncia de linfocitos B de memoria ndo classicos nos residentes de BH (Fig.
22a) pode refletir um perfil de adaptagdo imunologica associado a exposi¢des antigénicas
crOnicas, enquanto o aumento de linfocitos B de memoria maduros e de ASCs nos residentes
de SP pode indicar uma ativagdo humoral sustentada, potencialmente vinculada a um ambiente
inflamatorio mais intenso, contribuindo para a aceleragdo do envelhecimento epigenético

observada nesse grupo.

Embora o envelhecimento esteja associado a alteragcdes nos perfis das células NK e dos
linfocitos B, as mudangas observadas nos linfécitos T se destacam como uma das principais
caracteristicas associadas ao processo de senescéncia, refletindo modificagdes nos estados de
ativacgdo, diferenciacdo e funcionalidade celular (Mittelbrunn & Kroemer, 2021). Evidéncias
adicionais indicam que esses processos podem ser modulados por diferencas nas exposi¢des
ambientais, as quais influenciam tanto a polarizagcdo funcional quanto a distribuicdo dos

subtipos de linfécitos T, contribuindo para trajetorias distintas de imunossenescéncia.

Nesse contexto, nossos resultados indicam que os individuos residentes em BH apresentam

maior frequéncia de linfécitos T CD4+ com perfil efetor (EFF) (Fig. 24a) e de células
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CD4+CD28-PD-1+ (Fig. 24b), sugerindo ativagao imunolodgica e senescéncia celular, enquanto
os residentes em SP exibem maior representagdo de linfécitos T CD4+de memoria central (Fig.
24c¢) e de subpopulagdes caracterizadas pela perda de CD28(Fig. 24d-f) e pela expressao de
receptores inibitérios, como CDS57(Fig. 24d), KLRGI1 (Fig. 24e, g) e TIGIT(Fig. 24f, h),
fenotipos fortemente associados a diferenciagdo terminal, senescéncia e exaustdo celular
(Laphanuwat et al., 2023; Pereira & Akbar, 2016). Esse padrao ¢ compativel com achados
experimentais que demonstram que a exposicdo a material particulado urbano pode
potencializar a ativagdo funcional de linfocitos T, especialmente CDS8*, induzindo maior
secre¢ao de mediadores pro-inflamatorios e citotoxicos, como TNF-a, IL-13 e granzimas, o que

pode favorecer estados de ativacdo cronica e diferenciagdo terminal (Pfeffer et al., 2018).

A analise integrada desses achados indica que, entre os residentes em BH, predomina um perfil
caracterizado por maior ativagao imunologica, enquanto, entre os residentes em SP, observa-se
um perfil de células T CD4" mais diferenciadas e funcionalmente comprometidas, em
consonancia com o perfil observado para as células NK. Diferencas ambientais, como a
exposicao cronica a poluentes atmosféricos, tém sido associadas tanto ao aumento de
subpopulagdes T auxiliares do tipo Th1l quanto a reducgdo de células T reguladoras, refor¢gando
a hipotese de que contextos ambientais distintos possam moldar perfis funcionais divergentes

entre as coortes (Garcia-Serna et al., 2021).

A expressdao aumentada de KLRG1 nos subtipos de linfocitos T CD4+ entre os individuos de
SP (Fig. 24e, g) reforca a associacao com reducdo da capacidade proliferativa, sendo relevante
destacar que esse marcador pode estar presente tanto em contextos de senescéncia quanto de
exaustdo celular (Pereira & Akbar, 2016). De forma complementar, embora os individuos de
BH apresentem maior frequéncia de linfocitos T CD4+PD-1+(Fig. 24b), esse achado deve ser
interpretado com cautela, uma vez que PD-1 também ¢ expresso em células T cronicamente
ativadas e nao constitui um marcador exclusivo de exaustao associado ao envelhecimento (Im
et al., 2016; Lee et al., 2016). Adicionalmente, a maior frequéncia de células CD4+TIGIT+
(Fig. 24fh) nos individuos de SP indica a presenca de fenotipos associados a exaustdo
imunologica também nessa coorte (Pieren et al., 2022). Esse achado corrobora com estudos que
demonstram que exposi¢des ambientais cronicas podem favorecer a expressao sustentada de
receptores inibitdrios em células T, refletindo adaptacdo regulatéria frente a estimulos

inflamatorios persistentes.

A andlise de linfocitos T CD8" amplia e complexifica esse cendrio. Os individuos residentes em

BH apresentaram maior frequéncia de células CD8+KLRG1+ (Fig. 25b) e CD8+TIGIT+ (Fig.
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25c¢), indicando a coexisténcia de fendtipos de diferenciacdo terminal e exaustdo funcional. Em
contraste, os residentes em SP exibiram maior frequéncia de linfécitos T CD8+PD-1+ (Fig.
25d), CD8+CD28-CD57+ (Fig. 25¢), efetores de memoria CD28-PD-1+ (Fig. 25¢1), linfocitos
T CD8+ efetores (EFF) (Fig. 25g) e EFF exaustos PD-1+(Fig. 25h), além de menor frequéncia
de células T CD8+ naive (Fig. 25a), conjunto de achados compativel com um perfil
imunologico mais senescente nessa coorte. Estudos populacionais e experimentais demonstram
que o aumento da exposi¢do ao material particulado esta associado ao incremento de linfocitos
T CD4* e CD8" circulantes, bem como a intensificacao de respostas inflamatdrias sistémicas, o
que pode acelerar a diferenciacdo e a perda do compartimento naive dessas células (Leonardi et

al., 2000; Pope et al., 2016).

Apesar dessas diferencas, ¢ relevante destacar que ambas as coortes apresentam combinagdes
de fenotipos ativados, senescentes e exaustos, reforcando que o envelhecimento imunolégico
ndo se caracteriza por estados dicotomicos, mas por arranjos dinamicos e sobrepostos de
funcionalidade celular. Nesse sentido, receptores inibitorios como TIGIT e PD-1 desempenham
papel central na modulacdo da resposta imune, atuando em vias regulatorias que equilibram
ativacdo e inibicdo, particularmente em contextos de estimulagdo cronica (Joller et al., 2024).
Além disso, evidéncias recentes indicam que exposi¢des ambientais podem modular esses
processos por mecanismos epigenéticos, incluindo alteracdes na atividade de enzimas
envolvidas na desmetilacdo do DNA em células T, associadas a secre¢ao sistémica de citocinas

pro-inflamatorias (Li et al., 2022).

Por fim, embora as coortes de BH e SP apresentem diferencas nas frequéncias dos subtipos de
linfocitos T CD4+ e CD8+, as matrizes de correlacdo entre a aceleracdo do envelhecimento e
os fendtipos dessas células exibiram intensidade e nimero de associacdes semelhantes (Fig.
25a, d; Fig. 27a, d), sugerindo que os processos de envelhecimento bioldgico relacionados aos
linfocitos T podem convergir funcionalmente, apesar de trajetorias fenotipicas distintas. Esse
achado reforca a complexidade do envelhecimento imunolégico humano e destaca a

importancia de abordagens integrativas para a sua compreensao.

O correlograma da acelerag@o do envelhecimento epigenético com os fendtipos de linfocitos T
CD4+ dos individuos residentes em BH revelou correlagdes positivas com fenotipos associados
a senescéncia celular, a exaustao ou a combinagao de ambos os estados disfuncionais (Fig. 25¢).
De forma semelhante, o correlograma dos individuos residentes em SP também evidenciou
correlagcdes com fenotipos relacionados & memoria e a estados de senescéncia e/ou exaustao

(Fig. 25d), embora os marcadores expressos nesses estados disfuncionais sejam distintos entre
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as duas cidades. Nesse contexto, apenas o subtipo CD28+PD-1+, cuja frequéncia foi mais
elevada nos individuos residentes em BH (Fig. 24b), apresentou correlacdo positiva com a
aceleracdo do envelhecimento nessa coorte. Em contrapartida, os subtipos CM, CD28-CD57+
e CD28-KLRGI1+ mostraram correlagdo positiva com a aceleragdo do envelhecimento

epigenético na coorte de SP.

O correlograma da aceleracao do envelhecimento epigenético em associacao com os subtipos
de linfocitos T CD8+ dos individuos residentes em BH e SP revelou que a aceleracao do
envelhecimento biologico se correlacionou positivamente com subtipos de linfocitos que
expressam marcadores de exaustdo funcional ou perfis mistos de disfun¢do (Fig. 27c,d). Além
disso, os resultados indicaram que apenas os linfocitos T CD8+TIGIT+, que apresentaram
maior frequéncia nos individuos residentes em BH, exibiram correlagdo positiva com a
aceleracdo do envelhecimento nessa coorte. Por outro lado, os linfocitos T CD8+ efetores
CD28-CD57+ apresentaram correlacdo positiva com a aceleragdo do envelhecimento

epigenético nos individuos residentes em SP.

Considerando que as correlagdes observadas se apresentam de forma distinta entre as coortes,
¢ plausivel que esses padroes reflitam trajetérias divergentes de imunossenescéncia,
potencialmente moduladas por exposi¢des ambientais cronicas € por mecanismos epigenéticos
associados, em concordancia com o que ja foi previamente observado para os mediadores

inflamatoérios, os subtipos de células NK e os linfocitos B.

Os individuos residentes em SP apresentaram um perfil sugestivo de imunossenescéncia mais
acentuado em comparagdo aos individuos residentes em BH. Essa interpretagdo ¢ sustentada
pela maior aceleragdo do envelhecimento epigenético (Fig. 17a—f), pela maior frequéncia de
células NK com fenotipos associados a senescéncia (Fig. 20f-1), pelo aumento da frequéncia
de células B em estdgios mais avangados de diferenciagdo (Fig. 22b—d), bem como pela maior
frequéncia de linfécitos T CD4+ e T CD8+ exibindo fenodtipos compativeis com estados de
senescéncia e/ou exaustao funcional (Fig. 24c—h; Fig. 25d—f, h—1). Adicionalmente, observou-
se uma maior propor¢do de individuos com niveis elevados de IL-9, IL-5 e IL-4 (Fig. 18I),
citocinas classicamente associadas a polarizacdo da resposta imune do tipo 2, frequentemente
descrita em contextos de inflamagdo alérgica, mas também modulada por outros fatores

ambientais e infecciosos.

Diante desse conjunto de achados, levantamos a hipotese de que diferencas nos padrdes de

emissdo de poluentes atmosféricos entre as duas cidades possam estar associadas, em nivel
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populacional, aos distintos perfis imunologicos observados, sendo importante ressaltar que essa
abordagem possui carater associativo € ndo permite inferéncias causais diretas entre exposi¢ao
ambiental e resposta bioldgica. Para explorar essa hipdtese, utilizamos dados publicos
disponibilizados pela Plataforma da Qualidade do Ar, do IEMA, referentes ao periodo de 2015

a 2019, anterior a coleta das amostras dos voluntarios deste estudo.

Nossos resultados indicaram que a cidade de SP apresentou maiores emissdes de material
particulado (PMio € PM..5) (Fig. 28a, b), monoxido de carbono (CO) (Fig. 28¢) e dioxido de
nitrogénio (NO:2) (Fig. 28d). Em contraste, BH apresentou maiores emissdes de ozénio (Os)
(Fig. 28e) e didxido de enxofre (SO:) (Fig. 28f). Esses achados podem ser parcialmente
explicados pelo fato de SP ser a cidade mais populosa do Brasil, caracterizada por intenso
trafego de veiculos automotores, fator amplamente reconhecido como determinante da poluicao
atmosférica (Dos Santos et al., 2022). Adicionalmente, SP apresentou, em nossas analises,
médias anuais de PM..s (Fig. 28b) superiores ao limite de 17 pg/m?® recomendado pelo Conselho

Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) nos anos de 2015 e 2018 (CONAMA, 2024).

Os poluentes com maior emissdo em SP (PMio, PM2.s, CO e NO2) (Fig. 28a—d) estdo
frequentemente associados a processos inflamatdrios cronicos, estresse oxidativo e disfungdes
respiratdrias (de Toledo & Nardocci, 2011). Evidéncias recentes indicam que esses poluentes,
particularmente o PMaz.s, também exercem efeitos sistémicos por meio de alteragcdes
epigenéticas. Uma meta-analise de estudos observacionais demonstrou associacdo entre a
exposicdo ao PMxs e modificagdes na metilagio do DNA, os estudos observaram
hipermetilacdo em genes candidatos, como FRCC3 e SOX2, envolvidos em processos de reparo
do DNA e regulagdo celular (Wu et al., 2021). Adicionalmente, analises epigendmicas em larga
escala (EWAS) identificaram multiplos sitios CpG e regides diferencialmente metiladas
associadas a polui¢do atmosférica, incluindo loci relacionados a resposta imune e a regulacao
do ciclo celular (Wu et al., 2021), sugerindo que a exposi¢ao a esses poluentes possa contribuir

para as alteracdes nos relogios epigenéticos observadas em nossos resultados (Fig. 17a—f).

Por outro lado, os poluentes predominantes em BH (Os e SO:) (Fig. 28e—f) apresentam
mecanismos de toxicidade distintos, com impactos imunoldgicos potencialmente diferentes
daqueles associados ao material particulado e aos gases derivados majoritariamente da queima
veicular. Estudos epigendmicos também sugerem que poluentes gasosos, como NOz, podem
induzir padrdes especificos de metilacio do DNA, frequentemente associados ao aumento da
metilagdo em regides regulatorias, afetando vias inflamatorias, metabdlicas e cardiovasculares

(Eze et al., 2020). Dessa forma, embora ambas as cidades enfrentem desafios relevantes
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relacionados a qualidade do ar, os perfis de exposi¢do ambiental ndo sdo equivalentes, o que

pode contribuir para respostas bioldgicas e epigenéticas distintas entre as populagdes estudadas.

BH, capital do estado de Minas Gerais, ¢ historicamente reconhecida como uma das cidades
mais arborizadas do pais, o que lhe conferiu o titulo de “Cidade Jardim”. Contudo, nas ultimas
décadas, o crescimento da atividade industrial, aliado a expansdo urbana, tem contribuido para
a deterioracao progressiva da qualidade do ar. Em concordancia com nossos achados, dados do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2012) indicam que a Regido
Metropolitana de Belo Horizonte (RMBH) figura entre as principais emissoras de ozénio do
pais. BH apresentou concentragdes médias anuais em torno de 40 ug/m?, superiores as

observadas em SP, que atingiram aproximadamente 35 ng/m?* (Fig. 28e).

Nesse sentido, estudos recentes reforgam a relevancia bioldgica dessas exposigdes. A analise
epigendmica conduzida na coorte NSPT, com mais de 3.000 participantes, identificou 177 sitios
CpG e 107 regides diferencialmente metiladas associadas a exposi¢@o de curto e médio prazos
ao PM..s, envolvendo genes relacionados ao envelhecimento, imunidade, inflamacdo e
carcinogénese (Cai et al., 2024). De modo semelhante, o estudo Normative Aging Study
demonstrou que tanto a massa total de PM:.s quanto seus componentes metalicos estdo
associados a milhares de sondas e regides diferencialmente metiladas, com enriquecimento de
vias relacionadas a inflamacdo, imunidade, doencas cardiovasculares e cancer, especialmente

aquelas vinculadas a fontes veiculares (Wang et al., 2022).

Em conjunto, essas evidéncias sugerem que diferentes perfis de polui¢do atmosférica, como os
observados entre SP e BH, ndo apenas modulam respostas inflamatdrias, mas também podem
induzir alteracdes epigenéticas relevantes, afetando vias biologicas centrais relacionadas ao
envelhecimento, a resposta imune e a regulagao celular. Além disso, esses achados indicam que,
mesmo em contextos nos quais as concentragdes de poluentes se mantém abaixo dos limites
superiores estabelecidos por instituigdes governamentais, variagdes relativas nos niveis de
exposicao ambiental podem ser suficientes para modificar padrdes epigenéticos associados a
processos biologicos fundamentais, potencialmente influenciando trajetorias diferenciadas de

saude ao longo da vida.

Com o objetivo de contextualizar os possiveis impactos desses poluentes sobre a saude da
populacdo em nivel coletivo, realizamos uma comparacao das taxas de hospitalizagdes por
doengas do sistema respiratorio, por 100.000 habitantes, com base nos registros do DATASUS,

no mesmo periodo analisado. Essas analises, de natureza ecoldgica, revelaram que SP registrou
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um numero mais elevado de hospitalizagdes por doencgas respiratorias em comparacdo a BH
(Fig. 29a), resultado que deve ser interpretado com cautela, uma vez que nao estabelece vinculo

direto com os individuos avaliados neste estudo.

No que se refere a polarizacdo da resposta imune do tipo 2 observada nos individuos residentes
em SP, evidenciada pela produg¢do de mediadores plasmaticos (Fig. 18f—g, 1), é importante
considerar que esse padrao imunologico, além de estar associado a doencas alérgicas (Ogulur
et al., 2025), também pode ser influenciado por infeccdes parasitarias, condigdes
socioeconOmicas, exposi¢des ambientais concomitantes e outros determinantes contextuais
(Romagnani, 1996). Com base nessa premissa, avaliamos o numero de hospitalizacdes por
infec¢des e doengas parasitarias, por 100.000 habitantes, utilizando o mesmo banco de dados
populacionais. Os resultados indicaram taxas mais elevadas em SP (Fig. 30a), o que pode
refletir, ao menos em parte, diferencas estruturais e sociais entre as cidades, incluindo
desigualdades socioecondmicas, € ndo exclusivamente variacdes na resposta imunoldgica

individual (Tabela 6).

A poluigdo atmosférica e as mudancas climaticas estdo fortemente interligadas, uma vez que os
gases responsaveis pela reducio da qualidade do ar sdo frequentemente coemitidos com aqueles
que intensificam o efeito estufa (Pinho-Gomes et al., 2023). Ademais, tanto a poluicdo do ar
quanto as mudangas climaticas representam ameagas significativas a saude da populacdo em
escala global (Briggs, 2003). Dessa forma, agdes antrdpicas que impactam o meio ambiente
também acarretam consequéncias diretas para a saide humana e animal. Nesse contexto, nossos
dados corroboram a relevancia do conceito de Saude Unica, também conhecido como One
Health, proposto pela OMS, uma abordagem integrada que reconhece a interdependéncia entre

a saude humana, animal e ambiental.

Sob essa perspectiva, os resultados apresentados ao longo deste capitulo devem ser
interpretados a partir dessa abordagem integrada, na qual alteragdes observadas nos niveis
molecular, celular e populacional sdo compreendidas como dimensdes inter-relacionadas de um

mesmo fendomeno bioldgico complexo, ainda que analisadas em um contexto observacional.

Em conjunto, nossos resultados indicam que os individuos residentes em SP tendem a
apresentar um perfil imunolégico compativel com maior grau de imunossenescéncia em
comparagdo aos individuos de BH, refletido por maior aceleragcdo do envelhecimento
epigenético (Fig. 17), por perfis inflamatérios distintos (Fig. 18) e por maior frequéncia de

fenotipos celulares associados a senescéncia e a exaustao funcional (Fig. 20, 22, 24 e 26). Esses
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achados sustentam a hipotese de que diferentes contextos urbanos possam estar associados a
trajetorias divergentes de envelhecimento imunoldgico, expressas de forma integrada nos niveis
epigenético, inflamatorio e celular, sugerindo interagdes entre exposicao ambiental, modulagao
imunologica e desfechos em saude. Contudo, essas associagdes nao permitem o
estabelecimento de relagdes causais diretas, ressaltando a necessidade de investigagdes
longitudinais e mecanicistas futuras para elucidar as conexdes entre exposi¢des ambientais,

modulagdo imunolédgica e envelhecimento bioldgico humano.
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9. CONCLUSAO

O envelhecimento da populagdo mundial apresenta diversos desafios em niveis individuais e
coletivos. J4 esta bem estabelecido que agdes individuais, como a escolha alimentar, a pratica
de atividade fisica e a qualidade do sono, sdo importantes determinantes do processo de
envelhecimento. Neste trabalho, buscamos avaliar os efeitos do meio ambiente sobre o
envelhecimento e a imunossenescéncia, utilizando metodologias capazes de detectar variagdes
epigenéticas no DNA, indicativas da senescéncia biologica, bem como alteragdes no sistema

imune.

O processo de metilacdo do DNA e a dindmica de funcionamento do sistema imune variam ao
longo da vida, atuando como sensores das interagdes do corpo com o meio ambiente. Assim,
esses mecanismos fornecem marcadores capazes de refletir como os efeitos das agdes humanas
sobre o ambiente repercutem na determinagdo da imunobiografia, ou seja, o historico de
interagdes do sistema imune com antigenos e estressores, ¢ na modulagdo do ritmo de
envelhecimento. Nossos resultados mostraram que a exposi¢ao continua a ambientes com alta
prevaléncia de infecgdes, como ocorre em areas endémicas, assim como a polui¢ao atmosférica
associada ao acesso desigual a cuidados de saude, tipica de grandes centros urbanos, promove
a aceleracdo da senescéncia. As variagdes geograficas e demograficas analisadas refletem o
impacto de multiplos fatores sociais e politicos que afetam o meio ambiente, o clima e, em

ultima instancia, a satude e a longevidade das populagdes.

Recentemente, o conceito de exposoma foi proposto para integrar os efeitos de fatores fisicos e
sociais do ambiente sobre o organismo. O exposoma representa o conjunto de exposigoes fisicas
e sociais acumuladas ao longo da vida, resultando em fatores de risco e protecao que modulam
o processo de envelhecimento e seus efeitos no corpo (Woods et al., 2025). Um estudo recente
realizado em 40 paises mostrou que determinantes fisicos, como a qualidade do ar, sociais,
como desigualdades socioecondmicas e de género € migragao, e sociopoliticos, como liberdade
politica e representatividade democratica, influenciam significativamente o envelhecimento
saudavel ou acelerado, revelando disparidades substanciais entre as nagdes (Hernandez et al.,

2025).

Em sintese, nossos resultados indicam que tanto o endemismo de doencgas infecciosas quanto a
polui¢do do ar influenciam o ritmo e o perfil do envelhecimento biologico. De modo geral, a

aceleracdo do envelhecimento parece estar mais associada ao equilibrio da resposta imune
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diante dos estressores do que ao simples contato com multiplos antigenos. Observamos, ainda,
que individuos com uma resposta imune mais homogénea, caracterizada pela produgdo
equilibrada de mediadores inflamatorios e anti-inflamatérios, apresentam menor aceleragao do

envelhecimento bioldgico em comparacao aqueles com respostas mais heterogéneas.

Considerando que este trabalho demonstrou, de forma integrada, a influéncia do endemismo de
doengas infecciosas e da polui¢do do ar sobre o ritmo e o perfil do envelhecimento bioldgico
nas coortes examinadas, seus achados contribuem para o avango da compreensdo dos
mecanismos pelos quais fatores ambientais, sociais € imunologicos moldam o envelhecimento
humano. Ao evidenciar que o equilibrio da resposta imune desempenha papel central na
modulacdo da senescéncia bioldgica, esta tese reforca a relevancia de abordagens que integrem
exposicdes ambientais, imunobiografia e determinantes sociais da saude. Nesse contexto, os
resultados apresentados oferecem subsidios para o desenvolvimento de estratégias voltadas a
promog¢do do envelhecimento saudavel e fundamentam a necessidade de politicas publicas
direcionadas a redugdo das desigualdades ambientais e sociais, com impacto direto na

expectativa e na qualidade de vida das populagdes.
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Anexo 1: Script usado para analise com o pacote WateRmelon
# carregar pacotes

library(minfi)

library(wateRmelon)

#importar dados

mlumi <- readEPIC('C:/Users/Monique/Desktop/arquivos IDAT")
dim(mlumi)

# Filtragem de qualidade usando limites padrio
mlumi.pf <- pfilter(mlumi)

# Normalizar dos dados

mlumi.dasen.pf <- dasen(mlumi.pf)

#Extrair Betas para analise downstream
norm_betas <- betas(mlumi.dasen.pf)

# detectar outliers

outliers <- outlyx(mlumi, plot=TRUE)
print(outliers)

# remover outliers

mlumi[,!outliers$out]

bsc <- bscon(mlumi)

hist(bsc, xlab = ¢(0, 100))

#filtrar

mlumi.pf <- pfilter(mlumi)

#normalizar dados novamente

dasen.mlumi <- dasen(mlumi)
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das <- dasen(mlumi)

qu <- qual(betas(mlumi), betas(das))
plot(qu[,1], qu[,2])

bet <- betas(mlumi)

pwod _bet <- pwod(bet)

# salvar dados

write.csv(pwod_bet, file = "beta.csv")

write.table(pwod_bet,file="beta.txt")

Anexo 2: Script usado para analise com o pacote Methylclock

# carregar pacotes
library(methylclock)
library(methylclockData)
library(Biobase)
library(tibble)
library(impute)
library(ggplot2)

library(ggpmisc)

library(GEOquery)

library(tidyverse)

#identificar pasta de trabalho
setwd("C:/Users/Monique/Desktop/dados R")
#carregar arquivos de trabalho

beta = as.data.frame(read.csv("beta.csv"))
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#normalizar dados

cpgs.missing <- checkClocks(beta)

cpgs.missing. GA <- checkClocksGA (beta)
names(cpgs.missing)

#gerar a idade epigenética

DNAmAge = DNAmAge(beta,cell.count = TRUE)
#salvar idade epigenética

write.csv2(DNAmAge, file = "IdadeEpigenetical.csv")
#calcular a acelaracao

covariates <- read_csv("SampleSheet.csv")

covariates

beta[is.na(beta)] <- 0

age <- covariates$Chronological age

head(age)

age.acc <- DNAmAge(beta, age=age, cell.count=TRUE)
#salvar dados de aceleracio

write.csv2(age.acc, file = "Aceleraldade.csv")

#plotar graficos de dispersao dos relogios

plotCorClocks(age.acc)
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Research on aged individuals from developed countries show that lifestyle
factors such as diet, physical activity, stress, smoking, and sleep quality impact
aging. However, other relevant factors may influence aging in less-studied
populations, such as Brazilian cohorts. This study aimed to analyze
immunosenescence profile of individuals living in an endemic area for several
infectious diseases in Brazil. We showed that these individuals exhibited
accelerated epigenetic aging and increased production of [L-12p70, IL-17A,
and IL-9. Production of inflammmatory mediators IL-12p70, IL-6, IL-1B, IL-2, and
IL-1ra in individuals with flu-like symptoms and those with COVID-19 was higher
among residents in endemic areas than in residents from a control non-endemic
area. Furthermore, residents of the endemic area had a more prominent
inflammatory profile during viral infection and a different pattern of plasma
mediators when compared to residents of a non-endemic area. Our data
suggests that these two cohorts had specific immune signatures regardless of
the presence or the type of infection at study. Therefore, we demonstrated that
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there were distinct patterns of immune responses and epigenetic aging
depending on the environment the individuals live in. These observations add a
layer of diversity to the studies of human aging by including individuals from less
represented regions.

endemic area, infectious diseases, immunosenescence, epigenetic clocks, environment

Introduction

Aging is a multifactorial and heterogeneous biological
phenomenon that affects individuals in diverse ways (1). Lifestyle
factors, such as nutritional habits, physical activity, well-being,
stress, smoking, and sleep quality, significantly influence the aging
process (2, 3).

Aging affects all body compartments, and the immune system is
one of the most affected. Immunological changes occurring during
aging, which are collectively called immunosenescence, are
associated with increased susceptibility to infections due to the
progressive decline in immune function (4, 5). This process involves
thymic involution with decreased production of naive T cells,
increased frequency of memory T cells, reduction in T cell
repertoire and the accumulation of senescent and exhausted
lymphocytes in the periphery (6). Immunosenescence also
includes a chronic state of low-grade inflammation, termed
“inflammaging,” characterized by alterations in the levels of
plasma mediators such as IL-6, TNF-c, IL-1, and IL-10 (7, 8).
Inflammaging is a systemic consequence of various aging-related
events, including epigenetic changes, mitochondrial dysfunction,
genomic instability, and the emergence of the senescence-associated
secretory phenotype (SASP) by senescent cells (6).

Senescent T lymphocytes are cells that have undergone
permanent cell cycle arrest, accumulate molecular damage, exhibit
dysregulated metabolism, and produce senescence-associated
mediators, in addition to expressing markers such as CD57 and
TIGIT. These cells also lose essential co-stimulatory molecules, such
as CD28 and CD27 (9). On the other hand, exhausted T
lymphocytes are characterized by the expression of inhibitory co-
receptors, such as PD-1, LAG-3, and TIM-3. They exhibit low
proliferative capacity and reduced cytokine production (10).
Furthermore, there is a decrease in the production of naive B
lymphocytes, accompanied by the accumulation of oligoclonally
expanded cells (11).

Despite their dysfunctional phenotype, Grosse and colleagues
demonstrated that senescent cells play important physiological roles,
and their elimination could lead to health deterioration and a shorter
lifespan in mice due to the disruption of blood-tissue barriers (12).
Moreover, not all aged individuals suffer from chronic inflammatory
diseases and frailty. Studies on healthy nonagenarians and
centenarians in Italy and in healthy elderly people in Brazil showed
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that these individuals develop remodeling mechanisms that control
the deleterious effects of inflammation and immunosenescence
(13-16).

Therefore, aging does not lead to a linear and universal decline in
immune function. Immune remodeling mechanisms developed by
some individuals allow them to adapt to the deleterious effects of
immunosenescence (7). Studies conducted by our group showed that
elderly individuals residing in endemic areas for schistosomiasis, but
not infected (negative), develop innate immune protection
mechanisms that compensate for the age-associated decline in T
cell function (17, 18). One of these studies showed that the frequency
of TFN-y-producing NK cells increases with aging and remains
elevated in individuals over 70 years old (17). In another study, we
observed an increase in the frequency of NK cells expressing Toll-like
receptors TLR-1,- 2, -3, and -4, as well as dendritic cells expressing
TLR-1 and monocytes expressing TLR-1 and -4 (18). These findings
suggest that compensation of the innate immune response may play a
key role in resistance to infection and healthy aging in individuals
residing in endemic areas.

However, we also reported that the enhanced innate responses
triggered by continuous antigenic stimuli in these individuals from
endemic areas may lead to accelerated senescence measured by
methylation of CpG islands in the DNA (19).

DNA methylation is one of several mechanisms that regulate
gene expression and is considered an important biomarker of aging.
Based on methylation status, epigenetic clocks have been developed
to calculate individuals’ biological age. These clocks can detect not
only the acceleration of aging but also the effects of deceleration in
models of healthy aging (20). Moreover, DNA methylation patterns
are associated with a wide range of age-related diseases, including
Alzheimer’s (21), cardiovascular diseases (22), and cancer (23). Age
acceleration measured by methylation patterns are known to be
altered in response to environmental stimuli such as exercise (24),
diet (25), smoking (26), and pollutants (27). One study
demonstrated that an eight-week treatment program, including
diet, sleep, exercise, relaxation techniques, and probiotic
supplementation, was able to reduce the epigenetic age of a group
of 43 adult men by 3.23 years (28).

Herein, we examined aging in an endemic area (EA) in Brazil,
where the prevalence of schistosomiasis, leishmaniasis, leprosy and
viral infections is high. This study was conducted based on two
points of departure. First, immunosenescence has been known as a
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consequence of chronic antigenic exposure (29), but there is no
detailed evaluation of the immunological repercussions in the
immunosenescence profile of individuals residing in EAs
compared to those living in non-endemic areas (NEAs). Second,
as mentioned before, previous reports by our group showed that
healthy aging in such endemic areas are achieved at the cost of
augmented innate immune responses that provide resistance to
infectious agents (17, 18).

Traditionally aging studies focuses on cohorts and issues
associated with developed countries and Caucasian populations.
Our hypothesis is that, in addition to lifestyle, other significant
environmental factors such as chronic exposure to infectious agents
may be associated with distinct patterns of immunosenescence and
aging. Therefore, in this study, we aimed to evaluate the
immunological repercussions in a cohort of individuals residing
in an endemic area for infectious diseases in Brazil.

Materials and methods
Ethics statement

This study meticulously adhered to the ethical standards set
forth by National Research Ethics Committee (CONEP), prioritizing
the safety and well-being of all participants. It was approved by
Human Research Ethical Board of UFMG (CEP-UFMG) and the
National Research Ethics Committee (CONEP) (CAAE #
40208320.3.1001.5149). All volunteers were informed of the
objectives and procedures involved in the study and they signed the
Informed Consent Form (TCLE) before their voluntary participation.

TABLE 1 Characterization of the study sample.

AE (endemic area)

10.3389/fimmu.2025.1547854

Study subjects

The research was conducted in two distinct Brazilian cities: oneliving
in a non-endemic area for infectious diseases (Belo Horizonte/MG),
where 107 participants were enlisted, and another in an endemic region
(Governador Valadares/MG), also with 107 participants. This amassed a
cohort of 214 individuals, whose attributes are shown in Table 1.

Volunteer recruitment spanned from December 2020 to
October 2021, focusing on identifying individuals displaying
symptoms akin to flu-like syndromes of unknown origin (Flu-like
syndrome) and COVID-19, alongside including individuals in good
health (control group). Throughout the collection period,
circulating strains of COVID-19 encompassed both the original
variant and P1. All chosen volunteers underwent an RT-PCR (Real-
Time Polymerase Chain Reaction) test to validate the diagnosis of
COVID-19. Volunteers were recruited at UPA-Centro Sul and
Hospital Universitario Risoleta Tolentino Neves in Belo
Horizonte and Hospital Unimed in Governador Valadares.

The study’s inclusion criteria involved recruiting adult or elderly
volunteers aged 20 years old or above, irrespective of whether they
exhibited flu-like symptoms, provided they consented to sign the
Informed Consent Form (TCLE). The participant selection process
also adhered to specific exclusion criteria, excluding children and
adolescents (under 18 years old), individuals with inconclusive
results in the RT-PCR test for COVID-19 detection, flu-like
symptoms persisting beyond 9 days, and individuals living with HIV.

The body mass index (BMI) of the participants was categorized
based on the following criteria: less than 18.5 (underweight),
between 18.5 and 24.9 (normal weight), between 25.0 and 29.9
(overweight), and exceeding 30.0 (obesity).

NEA (non-endemic area)

Flu- Like n COVID-19 n Negative Flu- Like n COVID-19 n Negative
=45 =47 Control n =45 =47 Control n
=15 =15
Age 38 (18-60) 38,5 (18-77) 41 (19-78) 36 (19-63) 40,5 (18-76) 39 (18-65)
(years)
Sex Female (%) 51,1 46,8 46,7 46,6 53,19 53,3
Sex Male (%) 48,9 54,2 53,3 53,4 46,80 46,6
BMI (Kg/m?) 28,3 £ 5,57 26,29 + 4,53 26 + 4,21 284 +7 30 + 5,67 27 + 6,82
Viral Load (ct) _ 21,89 + 7,12 _ _ 27,3 + 5,14 _
Comorbidity (%) 28,8 234 20 244 234 26,6
Hipertension (n) 9 6 2 6 6 3
Diabetes Miellitus (n) 3 3 0 4 3 1
Respiratory Disease (n) 0 2 1 1 0 0
Others (n) 1 0 0 0 2 0

NEA- non-endemic area; EA- endemic area; NC- negative control; FS- flu syndrome; BMI - body mass index calculated by the formula kg/m* where kg is a person’s weight in kilograms and m” is

their height in squared meters.
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The volunteers were engaged by the study team in health units
where they reviewed and addressed any queries regarding the
Informed Consent Form (ICF), they underwent a clinical and
sociodemographic questionnaire session and had their blood
samples collected for serum and plasma separation, alongside swab
collection for SARS-CoV-2 detection via RT-PCR. Individuals
diagnosed with COVID-19 were telemonitored for 14 days
following confirmation and delivery of the RT-PCR test results.

Luminex-multiplex measurement of
inflammatory mediators

To assess blood mediators, we utilized heparinized plasma from
our volunteers, employing the Bio-Plex® Pro Human Cytokine
Standard multiplex kit by Bio-Rad Laboratories. This kit facilitates
the simultaneous analysis of numerous analytes through magnetic
immunoassay, conducted on Luminex equipment (Bio-Plex® 200,
Bio-Rad). The quantified panel of analytes encompasses IL-1(, IL-1Ra,
IL-2,1L-4,IL-5,IL-6,1L-7, CXCLS, IL-9,1L-10,IL-12p70, IL-13,IL-15,
IL-17A, CCL11, FGF-Basic, G-CSF, GM-CSF, IFN-y, CXCL10, CCL2,
CCL3, CCL4, PDGF-BB, CCL5, TNF-0, and VEGF. Analyses was
conducted utilizing the Bioplex " xPONENT software version 3.1 by
Bio-Rad.

Radar plots

The radar chart depicted cytokines/chemokines categorized as
low (< global median) and high (= global median) producers,
utilizing the global median of each mediator as a cut-off (30). The
calculation of the global median encompassed the entire dataset
derived from the respective groups. Within the radar, each axis
symbolizes individuals exhibiting elevated levels of a specific
mediator (termed high producers). These axes interconnect to
form a polygonal area, illustrating the equilibrium between
growth factors, inflammatory, and anti-inflammatory mediators.
An increase or decrease in this area signifies a higher or lower
contribution of each mediator to the overall profile.

DNA extraction and bisulphite treatment

Genomic DNA extraction was conducted from peripheral whole
blood samples using the Trizol and Chloroform protocol.
Subsequently, 1 pg of DNA underwent bisulfite conversion
utilizing the EZ-96 DNA Methylation Kit (Zymo Research, Irvine,
USA) with specific adjustments: incubation in CT buffer for 21 cycles
of 15 minutes at 55°C and 30 seconds at 95°C, followed by elution of
the bisulfite-treated DNA in 100 ul of water. Post-extraction and
conversion, the samples were loaded onto the Illumina Infinium
Methylation EPIC Bead Chip. Fluorescence data were collected from
all enrolled subjects, and subsequent beta values were calculated.
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Estimation of DNAm age

Following the acquisition of the methylation beta value matrices
file, we utilized the methylclock 1.5.0 package (31) to estimate
biological ages and aging acceleration through nine distinct
methylation clocks.

Serology

Serological analysis was carried out on individuals from EA
(Governador Valadares, Brazil) and from NEA (Belo Horizonte,
Brazil) to detect IgG antibodies against the dengue virus and
cytomegalovirus (CMV). All examinations were outsourced to the
Hermes Pardini Laboratory in Belo Horizonte, Brazil, adhering to
the institution’s protocols for detection techniques, sample
transportation, and storage methods. Dengue serology employed
Enzyme Immunoassay, facilitating the quantitative detection of
specific IgG for all dengue serotypes (DEN1, 2, 3, and 4). CMV
testing utilized the ELFA (Fluorimetry Enzyme Assay) technique,
allowing the quantitative detection of IgG antibodies specific to
CMV types 1 and 2 antigens.

Spearman’s correlation analysis

Spearman’s coefficient analysis was performed using the R
package to assess multiple associations between biomarkers and
determine the strength of relationships. The correlation coefficient
value ranges from -1 to +1, where a positive value indicates changes
in the same direction and a negative value indicates opposite
directions. A value of 0 signifies no association between variables.
The correlation plot displays only those correlations with p < 0.05.
Circle size represents statistical significance, with larger circles
denoting lower p-values and increased significance.

Statistical analysis

The significance of differences between groups was assessed
through parametric tests (Student’s t-test and analysis of variance -
ANOVA, followed by Tukey’s post-test) or non-parametric tests
(Mann-Whitney U and Kruskal-Wallis test, followed by Dunn’s
post-test). The normality of sample distribution was assessed using
the Kolmogorov-Smirnov test. Participant characteristics were
presented as mean (standard deviation) or median (minimum to
maximum range) for continuous variables and as frequency
(number) for categorical variables. When appropriate, means
(standard deviation) or medians (interquartile range) were
depicted in graphs. All statistical analyses were conducted using
the GraphPad Prism 8.0 package, considering a difference as
significant when p < 0.05.
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Results

Individuals residing in endemic areas had
accelerated epigenetic aging

A previous report conducted by our group described that
individuals living in an area endemic for infectious diseases had
accelerated biological age measured by DNA methylation (19). This
study included volunteers from Governador Valadares, MG, an
endemic area (EA), and individuals from Sio Paulo, SP, a non-
endemic area (NEA). In this study, we also compared the epigenetic
aging of the volunteers from another city, Belo Horizonte, MG, as a
NEA sample. Epigenetic analyses indicated that individuals living in
EA also exhibited accelerated aging compared to those living in NEAs
across the six biological clocks evaluated: skinHovarth (Figure 1A),
PedBE (Figure 1B), Wu (Figure 1C), TL (Figure 1D), BLUP
(Figure 1E), and EN (Figure 1F).

Individuals residing in endemic areas for
infectious diseases presented higher
production of IL-12p70, IL-17A, and IL-9

Since aging can lead to various alterations in the immune
response (6), we investigated the immune repercussions in the
production of inflammatory mediators in our cohort. Residents in
EA had higher production of IL-12p70 (Figure 2A), IL-17A
(Figure 2B), and IL-9 (Figure 2C) compared to individuals living
in NEA. On the other hand, residents in NEA showed higher
production of IL-6 (Figure 2D), IL-1B (Figure 2E), IL-2 (Figure 2F),
IL-1ra (Figure 2G), and IL-10 (Figure 2H). Additionally, individuals
residing in EA presented a less homogeneous profile and a higher
frequency of high producers of PDGF-BB, VEGF, CXCLI11, IL-9,
IL-12p70, and IL-17A compared to NEA residents (Figure 21, J).

Notably, more than 60% of these individuals tested positive for
CMV and 80% were reactive to Dengue virus as opposed to
individuals from a non-endemic area where only 6% of
individuals were positive for CMV and Dengue infections (Table 2).

Individuals from endemic area with either
flu-like symptoms or COVID-had higher
production of plasma mediators

Alterations in immune activity associated with aging can
increase vulnerability to infectious diseases (32). In this study, we
explored putative differences in the production of inflammatory
mediators in response to viral infections between the two cohorts.
Participants from endemic areas for infectious diseases (EA) were
compared to those from non-endemic areas (NEA) who exhibited
either flu-like symptoms or COVID-19. Individuals with either flu-
like symptoms or infected with COVID-19 residing in EA exhibited
higher production of IL-12p70 (Figure 3A), IL-6 (Figure 3B), IL-1f3
(Figure 3C), IL-2 (Figure 3D), and IL-1ra (Figure 3E) compared to
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NEA residents. Additionally, EA individuals with COVID-19
showed increased production of IL-10 compared to NEA
individuals (Figure 3F).

High producer profile of individuals
residing in endemic areas versus non-
endemic areas

In addition to the differences found in cytokine production, we
observed that these individuals exhibited a higher frequency of high
producers of inflammatory mediators, anti-inflammatory
mediators, chemokines, and growth factors compared to NEA
residents, both with flu-like syndromes (Figure 4A, B) and
COVID-19 (Figure 4C, D). Furthermore, the inflammatory profile
of individuals residing in EA is very similar to the profile of
individuals residing in NEA regardless of the type of infection,
(Figure 4C, D).

Individuals residing in endemic area had
distinct correlations among inflammatory
mediators and epigenetic age

Aging is accompanied by a state of low-grade chronic
inflammation, known as “inflammaging” (6, 7, 33). Since
individuals residing in EA exhibit accelerated aging and possess a
distinct profile in the production of inflammatory mediators
compared to NEA residents, we aimed to understand the
biomarkers associated with the biological aging of these
individuals by comparing correlation matrices. The correlogram
of individuals living in EA showed more intense positive
correlations among inflammatory mediators than the correlogram
of individuals living in NEA (Figure 5A, B). Furthermore, epigenetic
age is positively correlated, in increasing order, with CXCL8, CCL5,
CCL4, IL-5, CCL3, TNFo, IL-17A, CXCLI11, IL-9, IL-6, bFGF,
CXCL10, G-CSF, IL-7, CCL2, IL-4, VEGF, and GM-CSF in EA
volunteers, while in NEA volunteers, epigenetic age is positively
correlated, in increasing order, with IL17A, CCL2, IL-4, IL-10,
CXCL11, IL-12p70, IL-7, CCL5, and IL-9 (Figure 5D).

Discussion

Environmental factors, such as lifestyle, can play a crucial role
in promoting healthy aging. While chronological aging progresses
at a fixed rate, the rate of biological aging varies among individuals.
Biological age can be measured by epigenetic clocks, which are
based on DNA methylation patterns (20).

To understand whether frequent exposure to infectious antigens
leads to accelerated aging, we used six epigenetic clocks to compare
the aging of individuals residing in an EA with those in a NEA. Our
results showed that individuals in the EA exhibit accelerated
epigenetic aging across all evaluated methylation clocks
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Individuals residing in EA exhibit accelerated epigenetic aging compared to those in NEA. (A-F) Acceleration of biological aging in individuals residing
in NEA represented by black boxplots (n=11) compared to individuals residing in EA represented by red boxplots (n=11). The skinHovarth, PedBE, Wu,
TL, BLUP, and EN clocks from the methylclock 1.5.0 package of the R software were utilized. The unpaired t-test was conducted. *p > 0.05.

(Figure 1A-F). These findings are consistent with results from a
previously published study by our group, despite using a cohort
from a different NEA (19).

Among the various modifications associated with aging and
immunosenescence, one of the most prominent is the
“inflammaging” phenomenon characterized by the increased
systemic production of IL-1, IL-6, and TNF-a. (6). In this study,
differently from the previous one, we examined the production of
inflammatory mediators in two cohorts of individuals and found
that residents in EA had increased production of IL-12p70
(Figure 2A), IL-17A (Figure 2B), and IL-9 (Figure 2C). In
contrast, individuals residing in the NEA showed higher
production of IL-6 (Figure 2D), IL-1B (Figure 2E), IL-1ra
(Figure 2F), IL-2 (Figure 2G), and IL-10 (Figure 2H).

Although our results indicate higher production of IL-6
(Figure 2D) and IL-1f (Figure 2E) in NEA residents—cytokines
typically associated with inflammaging - it is important to note that
the volunteers in both groups were age-matched. Furthermore, this
study does not focus on a cohort of elderly individuals but rather on
two cohorts with distinct biological aging profiles. Moreover, aging
is a continuous process that occurs throughout life, beginning
at birth.

IL-12 consists of the p35 and p40 subunits, which combine to
form the bioactive IL-12p70. This cytokine is crucial for IFN-y
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production and the activation of Th1 cells (34). IL-17A, on the other
hand, is primarily produced by Th17 cells in response to IL-1f and
IL-23, mediating immunity against fungi and bacteria (35). IL-9 is a
pleiotropic cytokine produced by Th2 cells, ILC2s, mast cells, and
basophils, playing a significant role in type 2 immunity,
autoimmunity, and the immune response to tumors (36). IL-6 is
an acute-phase pro-inflammatory cytokine secreted primarily by
macrophages, important for regulating inflammatory disorders
such as viral infections (37, 38). IL-1fB, also produced by
macrophages, is cleaved by inflammasome activation, which is
triggered by caspase-1. Besides protecting against pathogens, this
cytokine regulates sterile insults and plays a crucial role in
proliferation, differentiation, and apoptosis (39). Conversely, IL-
lra acts as a natural inhibitor of IL-B by serving as an antagonist of
the interleukin-1 receptor (40). Increased production of IL-1ra is
probably a regulatory response to control the elevated secretion of
IL-1B. IL-10 also exerts potent immunosuppressive functions (41).
On the other hand, IL-2 can have opposing functions playing a
significant role in both inflammation and suppression. It is involved
in the proliferation of T cells, facilitating the generation of effector
and memory cells, and in the maintenance of regulatory T cells (42).

In response to immunogenic challenges, the immune response
typically polarizes towards Thl, Th2, or Th1l7 pathways.
Interestingly, our data revealed a lack of polarization in the
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Individuals residing in EA exhibit differences in inflammatory mediators: (A) Comparison of IL-12p70 production, (B) IL-17A, (C) IL-9, (D) IL-6, (E) IL-1B, (F) IL-
2, (G) IL-1ra, and (H) IL-10 production between individuals residing in NEA (black bars, n=15) and those residing in EA (red bars, n=15). (I) Radar plot
illustrating the production of inflammatory mediators in individuals residing in NEA (n=15). (J) Radar plot representing the production of inflammatory
mediators in individuals residing in EA (n=15). In the radar plots, each axis represents the percentage (%) of volunteers exhibiting a high frequency of
inflammatory mediator production, as indicated by the line on the left. The central polygonal area reflects the overall profile of each group. Inflammatory
mediator production was assessed using the Luminex assay. Statistical differences were determined using the Mann-Whitney test, with significance denoted

as* = p<0.05 * =p <001 *** =p<0.00L

TABLE 2 Prevalence of CMV and Dengue infections among negative
control (NC) individuals residing in the NEA and EA based on
serological analysis.

Negative control Negative control
individuals residing individuals residing
in NEA (n=15) in NEA (n=15)
CMV 6% ‘ 66,6%
Dengue 6% ‘ 80%
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profile of mediators from individuals residing in EA with elevated
levels of inflammatory cytokines associated with diverse immune
functions. In contrast, the panel of mediators produced by
individuals in NEA was more balanced, with elevated production
of both early inflammatory cytokines and anti-inflammatory
cytokines. This suggests that at steady state individuals residing in
endemic areas had an immunological inflammatory profile very
distinct from the one exhibited by individuals from non-
endemic areas.
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FIGURE 3

Individuals with flu-like symptoms or COVID-19 residing in EA exhibit higher production of inflammatory mediators. (A) Comparison of IL12-p70
production, (B) IL-6, (C) IL-1, (D) IL-2, (E) IL-1ra, and (F) IL-10 in individuals with flu-like symptoms (n = 45) or COVID-19 (n = 47), residing in NEA,
depicted by black bars, and individuals residing in EA, depicted by red bars. The production of inflammatory mediators was assessed using a Luminex
assay. The Mann-Whitney test was conducted, and statistical differences were denoted by * = p < 0.05, ** = p < 0.01, *** = p < 0.001.

Inflammation is a natural process that plays a crucial role in
various functions, including embryogenesis and tissue repair (43). A
balanced profile of immune response is considered a marker of
health since chronic inflammation is detrimental and can
contribute to biological aging, as observed in studies of
individuals infected with CMV (44), autoimmune diseases such as
systemic lupus erythematosus (45), and conditions like obesity or
type 2 diabetes (46). Despite the differences observed in the
production of inflammatory mediators between the groups, their
inflammatory status remained subclinical, and no symptom was
reported. Moreover, participants in both groups do not exhibit
significant comorbidities or differences in age or sex (Table 1).
However, more than 60% of these individuals test positive for CMV
infection and 80% for dengue infection in serological assays
(Table 2). It is likely that these infections influence the
inflammatory profile of EA individuals (47).

It is known that changes in immune activity associated with
aging can increase vulnerability to diseases (9, 32, 48). Therefore, we
also investigated whether individuals residing in endemic areas
exhibited differences in the production of inflammatory mediators
in response to viral infections. We compared residents of EA with
those in NEA who had flu-like symptoms or were diagnosed with
mild COVID-19 according to the World Health Organization
(WHO, 2020) classification criteria.
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Residents of EA with COVID-19 and FLS had higher
production of IL-12p70, IL-6, IL-1B3, IL-2, and IL-1ra compared
to residents of NEA (Figures 3A-E), as well as an increased
production of IL-10 in COVID-19 patients (Figure 3F).
Additionally, these individuals showed a greater frequency of high
producers of cytokines, chemokines, and growth factors, compared
to those in NEA, both among those with flu-like symptoms
(Figures 2A, B) and those with COVID-19 (Figures 2C, D).

Therefore, individuals residing in EA not only responded more
intensely to infections than those in NEA, but they also produced a
distinctive panel of mediators during these responses. We
hypothesize that this may be due to a combination of an
immunosenescent inflammatory profile, characteristic of those
exposed to multiple infections throughout life (Figure 2), and
their response to the viral antigens they encountered at the time
of the study. A previous report supports this hypothesis, as it
demonstrated that even young adults co-infected with
cytomegalovirus and Epstein-Barr virus already had an aging-
related T cell phenotype (49).

One of the most significant changes associated with aging is the
emergence of cells with reduced activity and proliferative capacity,
along with a senescence-associated secretory phenotype (SASP).
These cells produce inflammatory cytokines and play a role in the
inflammatory process (33, 50). Lifelong exposure to infectious
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Infected individuals residing in EA exhibit a elevated frequency of high producers of inflammatory mediators: (A) Radar plot illustrating the
production of inflammatory mediators in individuals with flu-like symptoms residing in NEA (n = 45). (B) Radar plot representing the production of
inflammatory mediators in individuals with flu-like symptoms residing in EA (n = 45). (C) Radar plot showing inflammatory mediator production in
individuals with COVID-19 residing in NEA (n = 47). (D) Radar plot displaying inflammatory mediator production in individuals with COVID-19
residing in EA (n = 47). In the radar plots, each axis represents the percentage (%) of volunteers exhibiting a high frequency of inflammatory mediator
production, as indicated by the line on the left. The central polygonal area reflects the overall profile of each group. Inflammatory mediator

production was assessed using the Luminex assay.

antigens promotes chronic activation of the immune system,
contributing to the emergence of senescent T cells, which are part
of the SASP and accompany the aging process (51). Additionally,
exhausted T cells also accumulate with age. These cells are
characterized by the expression of inhibitory receptors and a
reduced capacity to produce cytokines, along with impaired
effector function after encountering an antigen (10). These
cellular phenotypes are associated with compromised immune
responses to vaccination, increased frailty, and greater
susceptibility to age-related diseases (50).

Additionally, our results showed that although individuals with
COVID-19 residing in EA produced higher levels of mediators
compared to those with flu-like symptoms (Figures 4C, D), the
inflammatory profile of EA residents was very similar regardless of
the type of infection they carry (Figures 4B, D). The same was true
for residents in NEA (Figures 4A, C).

These results lead us to believe that environmental differences,
triggered by local stressors, were associated not only with varying
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rates of biological aging but also with distinct immunological
profiles at steady state and during viral infectious diseases.

To understand whether there are differences in aging-associated
inflammatory mediators between individuals from EA and those
from NEA, we correlated three epigenetic clocks with the production
of inflammatory mediators. The correlation matrix for individuals
living in EA showed a greater number of positive correlations and
stronger correlations among inflammatory mediators compared to
the correlogram for individuals in NEA (Figures 5A, B).

Additionally, epigenetic age was positively correlated, in
descending order, with CXCL8, CCL5, CCL4, IL-5, CCL3, TNEF-
o, IL-17A, CXCL11, IL-9, IL-6, bFGF, CXCL10, G-CSF, IL-7, CCL2,
IL-4, VEGF, and GM-CSF among EA volunteers (Figure 5D). In
contrast, for NEA volunteers, epigenetic age was positively
correlated, in descending order, with IL-17A, CCL2, IL-4, IL-10,
CXCL11, IL-12p70, IL-7, CCL5, and IL-9 (Figure 5C).

It has been proposed that aging is not characterized solely by
deleterious changes and functional decline, but it includes a
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remodeling process to cope with challenges that occurs throughout
life (6-8, 52). In this sense, aging involves compensatory changes
resulting from the immunological history of individuals. Our data on
the immunological and biological age of individuals who are residents
of EA and NEA confirm this hypothesis.

Several studies indicate that aging can be accelerated by various
lifestyle factors, such as processed foods and poor quality (2). In this
study, we added a layer of complexity to these findings demonstrating
that living in endemic areas for infectious disease may also impact on
the immunological profile of individuals and in their aging process.
Continuous exposure to strong antigenic stimulation is probably
determinant for these differences, and they may be an important
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factor for the aging process of populations from many regions of the
world, not only Brazil. Therefore, these data are relevant for a more
universal understanding of immunosenescence and for the design of
strategies to promote healthy aging.

The present study had limitations. Although the samples were
matched for sex, age, and comorbidities, the sample size was small,
particularly in the groups of individuals who did not exhibit flu-like
symptoms and tested negative for COVID-19. Furthermore,
immunophenotyping to assess senescent and exhausted cells would
be crucial for a better understanding of the immunosenescent profile
of these individuals. These factors highlight the need for future
studies with larger sample sizes to confirm the findings.
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