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RESUMO

CALVO-FORTES, F. Biomarcadores imunolégicos do envelhecimento saudavel em
idosos de Belo Horizonte. 2020. 105 p. Dissertacdo [Mestrado em Nutricdo e Saude] - Escola
de Enfermagem, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, 2020.

O numero de individuos com mais de 80 anos esta crescendo em todo mundo. O processo de
envelhecimento em geral é acompanhado de reducdo da capacidade fisica e de
comprometimento cognitivo. A imunossenescéncia descreve um fendmeno que acompanha o
envelhecimento e é marcado por grandes mudangas no sistema imune que resultam em
respostas imunes e vacinais deficientes. Esse processo também é marcado por um estado de
inflamacdo cronica e estéril de baixa intensidade denominado inflammaging, caracterizado
por niveis aumentados de citocinas pro-inflamatdrias, que geralmente esta associado a um
maior risco de fragilidade e morbidade nos idosos, prejudicando sua autonomia e qualidade de
vida. Contudo, mesmo com a presenca crénica de mediadores inflamatorios, alguns idosos
escapam da fragilidade, como descrito em centenarios e idosos saudaveis, sugerindo que
varias fungdes imunoldgicas podem ser remodeladas e compensadas por outros fatores
reguladores. Considerando a importancia dos estudos sobre o envelhecimento saudavel na
populacéo brasileira, neste trabalho, estudamos o perfil de citocinas e quimiocinas no plasma
como biomarcadores imunolégicos do envelhecimento saudavel de idosos > 80 anos
residentes em Belo Horizonte, bem como os pardmetros cognitivos e funcionais, que se
relacionam com o grau de dependéncia do idoso. Nossos dados sugerem que ha mudancas
mensuraveis nos niveis de biomarcadores imunologicos relacionados ao processo de
remodelamento do sistema imune, como por exemplo G-CSF, MIP-1a, IFN-y, IL-10, MCP-1,
IL-15, dentre outros. Foi também avaliado correlagdo positiva e negativa entre as citocinas e
quimiocinas presentes (Gréafico de correlacdo de Spearman), bem como uma avaliacdo geral
do perfil global das citocinas (Grafico em radar). Nessas trés analises sugerimos que a
longevidade e o envelhecimento saudavel se relacionam a um equilibrio entre a producéo
sistémica de citocinas inflamatorias e reguladoras. Essas caracteristicas foram particularmente
relevantes no grupo dos centenarios. Nessa perspectiva, identificar precocemente o risco de
fragilidade, pela combinacdo de biomarcadores imunoldgicos e clinicos, pode auxiliar em
medidas preventivas de reducdo da fragilidade nas suas fases iniciais, promovendo a salude
(funcdes fisicas, cognitivas e mentais mais preservadas) e um envelhecimento mais ativo e
autdbnomo. Ainda e fundamental estabelecer um critério padronizado na identificagdo da

fragilidade e mais estudos sdo necessarios para confirmar os resultados deste trabalho, bem



como estabelecer de forma mais consistente, os biomarcadores imunolégicos do

envelhecimento saudavel e da fragilidade na populacéo brasileira.

Palavras chave: envelhecimento saudavel, inflammaging, citocinas, remodelamento



ABSTRACT

CALVO-FORTES, F. Immunological biomarkers of healthy ageing in the elderly
population of Belo Horizonte. 2020. 105 p. Dissertacdo [Mestrado em Nutricdo e Salde] -
Escola de Enfermagem, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, 2020.

The number of individuals over 80 years of age is growing worldwide. The process of aging
is usually associated with an increase in physical incapacity and cognitive impairment.
Immunosenescence describes a phenomenon of several immunological changes associated
with aging that result in deficiencies in immune responses. It is also accompanied by a state of
low-grade chronic sterile inflammation named inflammaging that is characterized by
augmented levels of pro-inflammatory cytokines in aged people and is usually associated to
increased risk of fragility and morbidity in the elderly with reduction of their quality of life.
However, even with the presence of pro-inflammatory mediators, some aged individuals
scape fragility and become healthy centenarians suggesting that several immunological
functions can be remodeled and compensated by regulatory factors and mediators.
Considering the importance of studies on healthy aging in Brazilian populations, we analyzed
the plasma cytokine/chemokine profile as immune biomarkers of healthy aging in individuals
over 80 years of age who live in Belo Horizonte as well as cognitive and functional
parameters related to the degree of dependency in the elderly. Our data suggests that there are
measurable changes in the levels of immune biomarkers related to the immune remodeling
process such as G-CSF, MIP-1a, IFN-y, IL-10, MCP-1, IL-15, among others. A positive and
negative correlation between the cytokines and chemokines present (Spearman's correlation)
was also evaluated, as well as a general assessment of the global cytokine profile (Radar
Chart). In these three analyzes we suggest that longevity and aging are related to a balance
between the systemic production of inflammatory and regulatory cytokines. These features
were particularly relevant in the group of centenarians. The detection of early the risk of
fragility through a combination of clinical features and immune biomarkers would help in the
design of preventive measures to reduce fragility in its early stages promoting health
(physical, cognitive and mental functions) and autonomy. It is still essential to establish a
standardized criterion in the identification of fragility and further studies will be necessary to
strengthen these results, as well as to fully establish immune biomarkers of healthy aging and

fragility in the Brazilian population.

Key words: healthy aging, inflammaging, cytokines, remodeling
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1. Introducéo

O grande aumento do nimero de idosos ocorre mundialmentel2. A répida transicéo
demogréfica acontece principalmente em paises menos desenvolvidos, como no caso do
Brasil, que vivencia um dos maiores envelhecimentos demograficos do mundo e com grandes
desigualdades sociais®*. Essa mudanca esta fortemente ligada ao crescimento das doencas
cronicas ndo transmissiveis (DNTs) e a fragilidade, contribuindo para o aumento da
dependéncia e um envelhecimento menos ativo, com grande custo para saude individual e

para os sistemas de salide plblica>”’.

A imunosenescéncia descreve um fendmeno de grandes mudangas no sistema
imunolégico associadas a idade, que implicam em deficiéncias das respostas imunoldgicas.
Este evento também é marcado por um processo denominado inflammaging (isto é, um estado
de inflamacéo cronica e estéril de baixo grau), que reflete um nivel aumentado de citocinas
pro-inflamatorias em idosos e geralmente esta associado a um maior risco de fragilidade e
morbidade, no qual a perda da autonomia, prejudica a qualidade de vida dos idosos?8. A
inflamacdo, portanto, participa do processo de envelhecimento e a desregulacéo de citocinas
foi proposta como um potente impulsionador do envelhecimento malsucedido®'°. Entretanto,
mesmo com a presenca cronica de marcadores inflamatorios, alguns idosos escapam da
fragilidade, como descrito em centenarios e idosos saudaveis, sugerindo que varias funcoes
imunoldgicas estdo bem preservadas nestes individuos, e até mesmo remodeladas e, portanto,

o inflammaging pode ser crucial para a sobrevivéncia e longevidade saudavel**?,

Os fatores sociodemograficos, genéticos, ambientais, estilo de vida, dentre outros,
desempenham um importante papel nos biomarcadores imunologicos do envelhecimento
saudavel, devido a sua associagdo com o conceito de imunobiografia'®. As diferentes
respostas imunes aos estimulos antigénicos internos e externos enfrentados ao longo da vida,
estdo envolvidas com a heterogeneidade no estado de salude. Logo, essa diferenca aumenta
com a idade, e nem todos os individuos envelhecem da mesma maneira'**®. Diante disso, 0
inflammaging deve ser contextualizado em diferentes populacdes!®?’. Nessa perspectiva,
identificar precocemente o risco de fragilidade, tal como através da combinacdo de
biomarcadores imunoldgicos e clinicos, pode auxiliar nas intervencbes preventivas ou na
reducdo da fragilidade nas suas fases iniciais, com o intuito de promover a manutencdo da
salde (funcbes fisicas, cognitivas e mentais mais preservadas) e um envelhecimento mais

ativo e autbnomo*®19,
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2. Revisdo de literatura

2.1 Envelhecimento populacional no Brasil e no mundo: aspectos epidemioldgicos

A transicdo demografica consiste nas mudancas do padrao etério e é caracterizada pelo
envelhecimento da populacdo (Figura 1). Tais mudancas ocorrem tanto em paises
desenvolvidos quanto em paises em desenvolvimento, devido a fatores como o declinio da
taxa de fertilidade, bem como da mortalidade infantil e adulta, em decorréncia, especialmente,
dos avangos médicos, sanitarios e tecnoldgicos?®??. Como resultado, hd um aumento da
expectativa de vida dos individuos e um novo perfil de doengas da populagdo, as quais
constituem a transicdo epidemiolégica. Nesta, observa-se uma maior prevaléncia das doencas
e agravos nao transmissiveis (DANTS), tais como obesidade, doencas cardiovasculares,
hipertensdo, diabetes, cancer, dentre outros e redugdo concomitante das doencas

infectocontagiosas, considerada como a principal causa de morte no inicio do século XX-%,

0 T

60 T

50 —+ FAIXA ETARIA

S (em anos)
X 40 + VIR
E 0-14
g 30 + — 15-59

20 T

- 65+
0
1950 1970 1990 2010 2030 2050

Figura 1 — Distribuicdo da populacdo global por faixas etérias (em percentual) entre 0s anos 1950 e 2050.
(Adaptada United Nations, 2019)%.

Globalmente, segundo as projecdes das Nacdes Unidas de 2019%’, a populagio acima

de 65 anos aumentou de 6% em 1990 para 9% em 2019, representando, em numero absoluto,
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703 milhGes de idosos. A estimativa mundial € de que, em 2050, este nUmero aumente para
16%, atingindo 1,5 bilhdo. Desse modo, as proje¢cfes mostram que, até 2050, uma em cada
seis pessoas no mundo terdo mais de 65 anos contra uma em onze em 2019. Vale ressaltar
que, em decorréncia da pandemia COVID-19, a projecdo de idosos sera revista de 2020 para
2021, porém, mesmo com a possivel mudanca, esse crescimento no nimero de idosos possui

um ritmo muito acelerado?®.

De acordo com a Organizacdo Panamericana de Saude (OPAS)?°, apesar do
envelhecimento populacional ocorrer em todo o mundo, tal envelhecimento é ainda mais
intenso e acelerado em alguns paises em desenvolvimento, como o Brasil. A projecdo do
envelhecimento populacional brasileiro do ano de 1950 para 2050 é demonstrada na Figura 2
de acordo com a faixa etéaria das Nac¢des Unidas de 2019.
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Figura 2 — Distribuicdo da populacdo brasileira por faixas etarias (milhares) entre os anos de 1950 e 2050
(Adaptado de United Nations, 2019)%'.

Os dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)®, demonstraram
que a populacdo brasileira ganhou 4,8 milhdes de idosos desde 2012, atingindo 30,2 milhGes
em 20173132, Destaca-se, ainda no caso do Brasil, um dos maiores envelhecimentos
demogréaficos do mundo e um perfil epidemiologico mais complexo, pois além de vivenciar
um aumento na expectativa de vida (75,5 anos em 2016), bem como o crescimento das
doencas cronicas e seus agravos, inclui-se também as incapacidades por acidentes de transito

e as doencas infecto-parasitarias, como a Dengue, Zika, febre amarela, Chikungunya,
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Influenza, esquistossomose, hanseniase, malaria, tuberculose, HIV dentre outras. Conforme a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o Brasil ja tem mais de 23 milhdes de idosos, que
representa 13% da populacdo do pais. Deste modo, as politicas publicas de saide precisam ser
cada vez mais direcionadas a essa faixa etaria e a prevencdo das DANTs333:34,

Além do aumento de idosos segundo a classificacdo atual (igual ou superior a 65
anos), verifica-se também um crescimento de individuos acima de 80 anos, definidos como
idosos mais velhos®*-%. Quanto & populagdo mais velha e centenaria no Brasil, ndo se sabe ao
certo o tamanho exato dessa populagdo. Devido aos registros incorretos de idade ao longo dos
anos, a enumeragdo mais realista dos centenarios é um grande desafio. A escassez de
informacBes sobre o numero preciso desses individuos torna a projecdo correta do
envelhecimento populacional brasileiro mais desafiadora, uma vez que esse grupo €

importante para o estudo da longevidade humana?®.

Outro processo que afeta o padréo de envelhecimento de uma populacdo é a transicao
nutricional. Assim, no que diz respeito a alimentacdo e nutricdo, as sociedades modernas e a
industrializacdo facilitaram o acesso a alimentos em geral, incluindo os mais processados.
Essa globalizacdo de habitos ndo saudaveis associada a outras mudancas no estilo de vida,
como o sedentarismo, culminou na mudanca do perfil nutricional mundial, expondo as
pessoas a um risco cada vez maior de doengas cronicas®’. A propria fisiologia do
envelhecimento estd associada a uma redistribuicdo do tecido adiposo, independente das
alteragcBes no peso corporal®®. Em estudo longitudinal (acompanhamento de 5,5 anos),
realizado na lItalia, foi demonstrado um aumento significativo da circunferéncia da cintura
(CC) em uma amostra de 159 homens e mulheres idosos, saudaveis e com peso estavel,
indicando uma redistribuicdo da gordura corporal com a idade. Como consequéncia, a
obesidade, juntamente com o envelhecimento, potencializa o aumento da inflamacéo crénica
de baixo grau (inflammaging), tornando-se um elo importante nas doencas relacionadas a
idade3®4°, Por outro lado, algumas alteracGes relacionadas ao envelhecimento, sejam elas
fisiolégicas (como disfagia, diminuicdo da absorcdo de nutrientes) ou patologicas, podem
influenciar o apetite dos idosos, tornando-os propensos ao desenvolvimento de caréncias
nutricionais*. Dessa forma, observa-se que a populacio idosa pode apresentar modificaces
do estado nutricional nos dois extremos, com presenca de perda de peso ndo intencional,
reducdo da massa muscular e for¢a, com mobilidade limitada ou de sobrepeso e obesidade,
desempenhando um papel fundamental na patogénese de doencas crénicas, fragilidade e

sarcopenia®®4042,
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De fato, envelhecer eleva encargos e beneficios sociais, tal como aposentadorias e
agravos na saude como fragilidade e incapacidades, o que afeta imensamente o sistema de
salide*#4. Assim, a identificacdo precoce do risco de fragilidade, poderia representar uma das
importantes ferramentas para um envelhecimento mais saudavel da populacdo, uma vez que a
preservacio das fungBes fisica e cognitiva tem sido o foco principal de pesquisas®*#°. Neste
contexto, visto que a idade cronoldgica ndo é um marcador suficiente da fragilidade®®, torna-
se fundamental o conhecimento aprofundado sobre os efeitos do envelhecimento, e suas
consequéncias para a saude e qualidade de vida, isto é, a manutencdo da capacidade fisica e

mental necessaria para uma vida independente e autbnoma?847:48,

2.2 Envelhecimento e Sistema imune

De acordo com os dados epidemioldgicos apresentados, ha um namero crescente de
idosos na populacdo mundial, assim, entender quando o processo de envelhecimento esta

associado a incapacidade e fragilidade, tornou-se uma prioridade em satde publica®®.

Envelhecer, considerado como um declinio inexordvel das funcdes celulares, € um
processo natural e multifatorial que implica em uma série de mudancas fisiologicas
(senescéncia), acompanhado de danos acumulados gradualmente durante a vida (senilidade)®?.
Dentre as principais alteracfes desse processo, destaca-se a diminui¢do no funcionamento do
sistema imune®®. A imunosenescéncia, descrita como uma caracteristica do envelhecimento,
ocasiona perda gradual da competéncia imune associada a idade, diminuicdo da eficacia
imunoldgica e a sua desregulacdo®°?, o que contribui para a vulnerabilidade dos idosos a
fragilidade, e ao desenvolvimento de doencas infecciosas e cronicas tais como diabetes,

doencas autoimunes, neoplasias, dentre outras>-°,

Ao que tudo indica, as alteracdes celulares e moleculares que ocorrem com a idade,
desencadeiam uma reducdo progressiva na capacidade de resposta a estimulos externos, que
podem ocasionar perda da autonomia e da qualidade de vida®®°%°’. Em contrapartida, ¢
interessante notar que o envelhecimento ocorre de forma heterogénea entre os individuos.
Além das influéncias genéticas, os fatores relacionados ao meio ambiente (localizacdo
geografica, nutricdo, estilo de vida), impactam a forma e o ritmo como cada individuo
envelhece que sdo também modulados pela propria histéria imunoldgica, conhecido como
imunobiografia®®°. Assim, diferentes respostas imunes aos estimulos antigénicos internos e

externos enfrentados ao longo da vida, influencia a velocidade da imunosenescéncia e do



22

envelhecimento!’#86061  QObserva-se que células e tecidos envelhecem em taxas diferentes
para cada individuo, mesmo com idade cronoldgica semelhante. Portanto, nem todos os
individuos envelhecem com o0 mesmo padrdo, mesmo em populacdo bastante

homogénea®:62.63,

As citocinas influenciam diretamente a comunicacdo e resposta do sistema imune
inato e adaptativo. Essas substancias produzidas pelas respostas inatas podem controlar as
funcdes das células T%. Do mesmo modo, ha uma interacéo bidirecional entre os linfocitos T
e B. A disfuncdo e a comunicacdo intracelular alterada dessas células, podem influenciar o
cross-talk dos compartimentos imunologicos. E bem descrito que o bom funcionamento das
células T é necessario para a correta ativacdo das células B, proliferacdo e secrecdo de
anticorpo. Além disso, os linfocitos B podem participar como células apresentadoras de
antigenos para os linfocitos T (resposta T-dependente)®®. Assim, com a idade, as mudangas
que afetam tanto o compartimento inato quanto o adaptativo do sistema imune, podem
modificar negativamente a sua interacdo®. Como consequéncia, 0 mal funcionamento do
sistema imune, contribui para uma maior susceptibilidade a infecgdes, doencgas autoimunes e a

pior resposta a vacinas®’,

A principal alteracao responsavel pela imunosenescéncia ocorre no funcionamento das
células T e esta relacionada com o declinio da fungdo imunoldgica®™%°", A involugdo ou
atrofia timica € considerada uma das marcas do processo de envelhecimento e as alteracdes
histologicas que ocorrem no microambiente timico ao longo da vida sdo caracterizadas por
uma reducao do espaco epitelial associado ao aumento do espaco perivascular e a substituicdo
do estroma do cértex por tecido adiposo, 0 que promove a desorganizacao estrutural do
tecido’*". Como consequéncia, ha uma menor producdo e exportacio de células T naive
(CD45RA+) para o sangue e tecidos linfoides, que ocasiona uma reducdo da diversidade do
TCR (T Cell receptor) e, portanto, comprometimento das respostas imunes’®’®’’. Essa
capacidade prejudicada de producéo de novas células T nos idosos limita o reconhecimento de
novos antigenos, desencadeando respostas imunes ineficazes, bem como uma menor protecédo

gerada pela vacinagdo’®82,

Como resultado da involucéo timica e da exposicao persistente a antigenos ambientais
ao longo da vida, observa-se uma predominancia de células T CD4 + e CD8 + de memdria
(CD45R0O+) em comparagdo com células T naive’®®84 O acimulo de células efetoras e de
memoria, ocupam o espaco imunoldgico e levam a profundas consequéncias para a fungéo

imunoldgica, tornando os idosos ainda mais vulnerdveis a novas infecges®886,
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Paralelamente, as infecgdes cronicas, como CMV (citomegalovirus) induzem o acumulo de
células T efetoras CD8+ terminalmente diferenciadas (TEMRA) que re-expressam CD45RA,

mas sdo consideradas células senescentes que aumentam com a idade®’.

Apesar das mudancas mais intensas associadas ao envelhecimento acontecerem no
compartimento das células T, o papel do sistema imune inato na saude e longevidade tem sido
cada vez mais reconhecido®’. A imunidade inata é mediada por um grupo diverso de células
(incluindo mondcitos/macréofagos, células Natural killer (NK), células dendriticas, neutréfilos,
eosindfilos e baséfilos) e a producdo de citocinas inflamatérias e anti-inflamatdrias por essas
células tm um impacto grande na imunosenescéncia pela sua contribuicdo para o

inflammaging®°.

O termo inflammaging foi proposto por Claudio Franceschi e colaboradores®, para
descrever o estado cronico de inflamacdo estéril de baixo grau que acompanha o
envelhecimento como resultado do atrito continuo causado por infecgdes clinicas e
subclinicas, bem como da exposi¢do persistente a outros tipos de antigenos nédo infecciosos
(alimentos, alérgenos, microbiota) ao longo da vida®l. Esse aumento constante da resposta
inflamatdria basal esta presente nos idosos e super idosos (centenarios), mesmo na auséncia de
doencas clinicamente ativas de forma independente do grau de fragilidade*®®€>%29  Uma
das causas do inflammagin € a desregulagdo na producdo das citocinas caracterizada pelo
aumento do nivel de interleucinas circulantes, como IL-6, IL-1, fator de necrose tumoral
(TNF-0) e proteinas de fase aguda, como PCR%. Além desses biomarcadores circulantes mais
relevantes, outros como IL-2, IL-8, IL- 12, IL-15, IL-18, IFN-y, IL-1Ra, IL-4, MCP-1 também
sdo descritos na literatura®*>®". Paralelamente, varios estudos sugerem um desequilibrio
durante o envelhecimento nas respostas Thl (IL-2, IFN-y) e Th2 (IL -4, IL-5, IL-10), como

um aumento na frequéncia de linfocitos Th2%-101,

Nessas circunstancias, embora muitas respostas do sistema imune inato estejam
prejudicadas com o envelhecimento em decorréncia da imunosenescéncia, observa-se uma
ativacdo constante de receptores de reconhecimento de padrbes (PRRs), mesmo na auséncia
de infecgdo?6:1%2193 Os padrdes moleculares associados a danos (DAMPS) respondem a varios
estimulos celulares tais como mitocdndrias danificadas, restos celulares, cristais de colesterol,
espécies reativas de oxigénio, proteinas agregadas, dentre outros, que sdo produzidos
endogenamente pelo organismo, acumulados ao longo do envelhecimento e caracterizados
como “lixo”%1%4195 Como resultado da ligagdo de DAMPs, as células do sistema imune inato

se mantém cronicamente ativada a via do inflamassoma NLRP3 com a producédo constante de
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citocinas pro-inflamatdrias tais como IL-1p e IL-18, pode ser desencadeada principalmente
por DAMPs!%-108  Assim, embora ndo esteja claro os motivos que levam ao aumento cronico
e basal de citocinas inflamatdrias, observa-se que esses estimulos endégenos acima citados
promovem uma hiperativacdo da imunidade inata mesmo na auséncia de uma doenca
especifica e, portanto, pode ser considerada como um dos principais desencadeadores do

inflammaging®®®.

Em resumo, para descrever o processo de envelhecimento e sua complexidade, uma
variedade de estimulos que sustentam o inflammaging ja foram relatados!’®, dentre eles
incluem a predisposicdo genética, senescéncia celular e seu fenotipo secretor associado a
senescéncia (SASP), exaustdo celular, microbiota intestinal alterada, obesidade, sedentarismo,
depresséo, estresse mental, estresse oxidativo, mitocondrias disfuncionais, desregulacdo das
células imunes (imunosenescéncia), autofagia prejudicada, perda da proteostase, infeccoes

virais e bacterianas persistentes, dentre outros!®4%111,

2.2.1 Senescéncia celular e fenotipo SASP

O acumulo de células senescentes relacionado a idade € um outro fator importante que
contribui para o inflammaging. A senescéncia celular é uma parada irreversivel do ciclo
celular e foi descrita pela primeira vez por Hayflick e Moorhead'? na década de 1960 ao
mostrarem que o encurtamento de telémeros e 0 consequente danos ao DNA era o principal
mecanismo que levava a senescéncia replicativa em fibroblastos. Hoje sabemos que esse
fendmeno ocorre em varias células do corpo em resposta a uma variedade de sinais
extrinsecos (como infecgdes cronicas) e intrinsecos (como estresse oxidativo, agregacdo de
proteinas) que podem estar ou ndo associados a erosao dos teldmeros e a presenca de danos

permanentes ao DNA!3114,

Como mecanismo protetor, acredita-se que o estado de senescéncia seja uma defesa
contra a proliferacio celular ilimitada (neoplasias), além de auxiliar no reparo de tecidos!®®.
Por outro lado, no cenario do envelhecimento, as células senescentes se acumulam com a
idade, pois além da sua menor eliminacdo pelo sistema imune inato em decorréncia da
imunosenescéncia, também s3o resistentes a apoptose, persistindo nos tecidos'!®-18 Assim,
essas células podem sofrer alteracdes morfoldgicas e adquirir novas fungdes, que caracterizam
o fendtipo pro-inflamatdrio associado a senescéncia (senescence associated phenothype ou
SASP)“g'm.
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As células com fenotipo SASP, embora néo proliferativas, sdéo metabolicamente ativas
e secretam citocinas pro-inflamatérias como IL-6, TNFo, IL- 1B, IL-8 e proteinas como
MMPs (metaloproteinases), proteina quimioatraente 1 de mondcitos (MCP-1), quimiocinas
como CCL-2, CCL-5, fatores de crescimento como fator estimulador de col6nias de
macrofagos e granulécitos (GM-CSF), dentre outras®’21122, Em relagdo a sobrevivéncia
dessas células, a produ¢do de TNFa sinaliza de forma autdcrina a ativagdo do NF-kB por

induc&o da transcricdo génica de proteinas antiapoptéticas da familia Bcl-2124125,

Evolutivamente, considera-se 0 SASP uma forma de comunica¢do com o sistema
imune que facilitaria a sua propria eliminacdo, além de um sinal extracelular para promover a
regeneragio tecidual e cicatrizagdo de feridas!?®1?612’ Em contrapartida, de maneira
paracrina, o SASP tambem pode modificar 0 microambiente tecidual por induzir danos ao
DNA em células vizinhas, contribuir para a inducdo ou agravamento da disfuncéo tecidual,
acelerando o envelhecimento e predispondo ao desenvolvimento e progressdao de varias
doencas ao envelhecimento®90107111128 = portanto, a propria senescéncia celular pode

impulsionar tanto o envelhecimento quanto patologias relacionadas a ele!*®,

Em vista disso, se por um lado a senescéncia celular é considerada um processo
biologicamente necessario, por outro, pode conduzir a processos caracteristicos do
envelhecimento como a inflamacdo cronica. Logo, a propria senescéncia celular e seu
fenotipo SASP pode ser um importante fator adicional que contribui para o inflammaging e
envelhecimento!®®1%, Mais pesquisas sio necessarias para investigar o impacto do secretoma

das células senescentes também nas func¢Ges imunes durante o envelhecimento!?1%,

2.2.2 Inflammaging e remodelamento

Diante da relacdo entre sistema imune e envelhecimento, sugere-se que a atividade
inflamatdria cronica e subclinica, quando exacerbada e desbalanceada, pode induzir danos
teciduais, desencadeando a senilidade e as doengas associadas & senescéncia®®. Entretanto,
embora existem idosos que se tornam frageis e sofrem precocemente de doencas cronicas,
outros se tornam saudaveis mesmo na presenca cronica de mediadores inflamatorios
constantes?®. Os estudos na década de 90 demonstraram que, apesar da atenuacéo de algumas
respostas imunes inatas durante o envelhecimento, ocorre paralelamente um aumento
paradoxal na producdo citocinas pro-inflamatorias nos idosos e centendrios saudaveis,

sugerindo que esse aumento é compativel com a longevidade. Portanto, a senescéncia ndo é
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necessariamente associada a deterioracdo da funcdo imune como se pensava

anteriormente?9130-132,

Nesse sentido, a imunosenescéncia ndo representa apenas um declinio em todas as
funcbes do sistema imune. Ocorrem perdas em mecanismos importantes no seu
funcionamento, mas, ao mesmo tempo, 0s mecanismos imunoldgicos inatos geralmente se
tornam mais ativos'®*1%, Nessa perspectiva, podemos perceber que varias das alteragdes que
ocorrem ao longo da vida podem ser continuamente reestruturadas e balanceadas por um
processo denominado remodelamento®®%6:137 O complexo remodelamento que acompanha o
envelhecimento pode ser considerado uma forma de adaptacdo e protecdo na tentativa de
manter respostas imunes eficientes desencadeando mudangas na rede de citocinas
produzidast®*° Assim, a desregulacdo do sistema imune é acompanhada desse processo de
reorganizacio imunoldgica ao longo da idade'®%, ou seja, a presenca da inflamagdo
persistente ativa 0s mecanismos imunoregulatérios do inflammaging, um processo

denominado anti-inflammaging?3-°9:60.140,

Alguns estudos sugerem que, durante o envelhecimento, a frequéncia de células Treg
(T reguladoras) na circulacdo, bem como as células supressoras de mieldide (MDSCs)
circulantes aumentam paralelamente ao inflammaging®#'42, Assim, embora a maior
frequéncia de células Treg também contribua para uma reducéo na resposta imune adaptativa,
especialmente nas infeccdes agudas e crbnicas (virus, bactérias, parasitos e fungos), esse
aumento concomitante de mediadores anti-inflamatérios, em especial a IL-10, pode
neutralizar e equilibrar a atividade pré-inflamatoria cronica do sistema imune inato evitando
respostas inflamatorias excessivas e reduzindo a vulnerabilidade do idoso a doencas e
fragilidade!*143144 Em decorréncia da imunosenéscencia, as células imunolédgicas também
sdo capazes de se tornar células senescentes e podem ser consideradas uma subpopulacéo de
células T efetoras que ndo sofrem apoptose. Durante o envelhecimento e nas infecgdes virais
persistentes, como citomegalovirus, essas células se acumulam durante o envelhecimento e
passam a ter um perfil mais citotoxico'®®. Além disso as células Treg CD8+CD28- possuem
funcbGes que regulam diretamente as células T, diminuindo a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias e, por isso, também tem sido descrita pelo seu papel na imunomodulagio*®.
Embora esses fatores tenham funcgdes positivas durante o envelhecimento, o acimulo dessas
células ao longo da idade, pode promover uma reducdo na capacidade de protecdo contra

antigenos em idosos**’.



27

Outros estudos também demonstraram que hd um aumento na porcentagem das células
natural killer (NK) em idosos quando comparados aos individuos jovens®8:76:89:106.148.149 * A 1ém
do aumento no numero, a capacidade citotoxica dessas células esta bem preservada ou até
mesmo aumentada em idosos e centenarios saudaveis, indicando uma correlacéo positiva com
a longevidade e envelhecimento saudavel®®°0-13, Porém, outros autores descrevem que
embora haja aumento ou manutencdo do numero de células NK, a citotoxicidade dessas
células estd diminuida. A reducdo da atividade devido a imunosenescéncia, esta
correlacionada ao aumento de infeccdes virais, doencas infecciosas e canceres!®>***°, Contudo,
apesar das discrepancias nas porcentagens e funcGes, devido aos critérios de selecdo da
populacdo e ao desenho do protocolo, varios estudos sugerem um exemplo do processo de
remodelamento das células NK em decorréncia da imunosenescéncia e sua correlagdo com a

longevidade e envelhecimento saudavel#8-1%¢,

De fato, podemos observar que esses dados demonstraram que 0S centenarios sao o
melhor exemplo do processo de remodelamento e a inflamagdo crbnica de baixo grau é
também uma caracteristica dos idosos com extrema longevidade®*. Mesmo que sejam mais
frageis e tenham um nivel aumentado de mediadores inflamatorios em comparagédo a idosos
abaixo dessa idade, eles também apresentam uma maior producdo de citocinas anti-
inflamatorias associados a gen6tipos protetores®#124157-159 Em vista disso, presume-se que 0
inflammaging poderia desempenhar um papel positivo na longevidade, e ele ndo deve ser
considerado apenas fator de risco para doengas cronicas relacionadas ao envelhecimento®916°,
Assim, as alteracdes imunologicas que ocorrem ao longo da vida ndo sdo exclusivamente
prejudiciais'®’, e o envelhecer ndo estid necessariamente associado a presenca de doencas,

fragilidade e baixa qualidade de vida3°1%,

2.3 Envelhecimento saudavel

O processo de selecdo da populacdo em estudo determina diretamente as conclusées e
a aplicabilidade do resultado da pesquisa. Realizar pesquisas imunoldgicas dentro do cenério
de envelhecimento saudavel traz inimeros desafios e reflexdes sobre a populacdo a ser

utilizada.

Devido a conflitos em muitos resultados em estudos anteriores sobre o envelhecimento
e as patologias relacionadas a ele, bem como a utilizacdo de métodos ndo padronizados em

pesquisas imunogerontoldgicas, em 1984, foi elaborado o protocolo Senior European
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(SENIEUR) desenvolvido por Ligthart e colaboradores®®l. Os idosos classificados como
saudaveis através dos critérios de exclusdo extremamente rigidos do protocolo SENIEUR
(que inclui avaliagBes clinicas e exames laboratoriais, envolvendo bom estado nutricional,
auséncia de doenga, nenhum sinal de inflamagdo ou infeccdo e sem uso de medicamento),
permitiram uma nova abordagem para o estudo do envelhecimento saudavel®8130:162.163
Entretanto, 0 uso de um rigoroso protocolo restritivo, pode transmitir a ideia de que salde é
auséncia de doenca e, por conseguinte, para atingir a longevidade extrema (centenarios) nao
se pode desenvolver doencas cronicas e incapacidades. O envelhecimento e as doencas
cronicas, ndo podem ser tratados como fatores dependentes, mas o0 envelhecer esta associado a

uma maior vulnerabilidade em adoecer64-165,

O protocolo SENIEUR tem seu mérito ao padronizar o recrutamento dos voluntarios,
algo muito benéfico em pesquisas imunoldgicas, e ao separar as mudancgas que ocorrem como
consequéncia do envelhecimento das doengas relacionadas a ele®*1%01%  Entretanto, o uso
desse protocolo deu origem a varias criticas’®*%* A sua utilizagio em cenarios n&o
imunoldgicos, como na pratica clinica, torna-o restrito e de dificil aplicabilidade, pois
seleciona idosos que ndo representam a grande maioria da populacdo, reduzindo seus
beneficios no contexto clinico e preventivo®*%, Portanto, como veremos mais adiante,
outros critérios de recrutamento foram sugeridos para estudar um nimero mais abrangente de

idosos, permitindo, assim, maior relevancia geral nas pesquisas.

A presenca de comorbidades e polifarmécia (cinco ou mais medicamentos) sdo muito
comuns em pessoas idosas e envelhecer sem qualquer doenca crénica é consideravelmente
raro'®, principalmente no cenario atual no qual algumas doencas cronico-degenerativas
(Alzheimer por exemplo) ja podem ser diagnosticadas nos centros de pesquisas em sua fase
sub-clinica (antes do aparecimento dos sintomas). Dado ao avango nos métodos diagnosticos,
questiona-se a real possibilidade de conseguir excluir a presenca de todas as doencas cronico-
degenerativas. Apesar de multimorbidades e polifarméacia predisporem o organismo a um
envelhecimento mais acelerado, esses individuos ndo necessariamente sdo considerados
frageis, uma vez que podem viver de forma ativa e independente?. A independéncia se traduz
na auséncia de condic@es debilitantes, isto é, a presenca ou manutencdo da fungdo cognitiva e
fisica. Portanto, na pratica, os idosos independentes podem ser considerados saudaveis,
mesmo que apresentem algumas doencas cronicas leves, como hipertensdo, diabetes,

osteoporose, resisténcia a insulina, dentre outras!’.
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Em concordancia com essa visdo, a OMS define saide como “um estado de completo
bem-estar fisico, mental e social e ndo apenas a auséncia de doencas ou enfermidades”.
Entretanto, esse estado ndo esclarece o que significa bem-estar em termos claros e, baseado
nesse conceito, saude é um estado idealizado e inatingivel para a grande maioria da
populagdo. Em vista disso, o termo envelhecimento saudavel foi reformulado e segundo a
OMS, ¢ atualmente definido como “Um processo de desenvolvimento e manutencdo da
capacidade funcional que possibilita o bem-estar na idade avancada”. Portanto, ser saudavel,
em termos praticos, significa ter capacidade para as atividades de vida diaria (AVDs),
autonomia (capacidade de realizar as agcGes por meios prdprios) e independéncia (capacidade
de tomar suas proprias decisdes)®®11172 Qs centenarios sdo tradicionalmente considerados
como representantes do grupo envelhecimento saudavel independentemente de sua
funcionalidade apds os 100 anos, pois a literatura demostra que neles houve a compressao da

morbidade e eles passaram a maior parte de suas vidas como individuos robustos.

Similarmente, na tentativa de estabelecer um melhor entendimento a respeito do
processo de envelhecimento, a Politica Nacional de Saude da Pessoa ldosa aprovada pelo
Ministério da Satde em 200673 considera que envelhecer com satde, envolve envelhecer de
uma forma ativa, livre de qualquer tipo de dependéncia funcional. Nesse sentido, 0 novo
conceito de saude para o individuo idoso se traduz mais pela sua condicdo de autonomia e
independéncia do que pela presenca ou ndo de doencal’4. Da mesma forma, no ponto de vista
imunoldgico, um idoso é considerado saudavel quando livre das consequéncias inflamatorias
da senescéncia, o que possibilita a manutengdo da sua capacidade funcional'’. Desta maneira,
a heterogeneidade de diferentes respostas imunologicas pode levar a diferentes graus de

funcionalidade!">1"",

Nessa perspectiva, o envelhecimento saudavel pode ser entendido a partir de seus trés
componentes: menor probabilidade de doenca e deficiéncia; alta capacidade funcional e
envolvimento social ativo com a vida. A presenca ou auséncia de doencas ndo representa a
complexidade do estado de satide nos idosos?®1%41%% e por envelhecimento saudavel, foco
principal deste estudo, entende-se a preservacdo da funcionalidade global do idoso, a
autonomia (cognicdo, humor e comportamento) e a sua independéncia (mobilidade e

comunicagdo)t’2178,

Embora a fragilidade ndo seja uma doenca, a sua etiologia pode vir em decorréncia da
acumulacdo de danos e da perda da capacidade adaptativa ao longo da vida, desencadeando a

desregulacéo fisiologica, perda da homeostase e maior vulnerabilidade a desfechos adversos,
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como hospitalizagdo e incapacidades®®®. Considerando a importancia da funcionalidade e
mesmo com muitos estudos sobre o envelhecimento, faz-se ainda necesséario definir a
fragilidade. A forma de operacionalizar essa definicdo, na pratica, ndo é um consenso na
literatura mundial®*’®. Dentre os critérios de definicdo mais utilizados e sua possivel
aplicacdo para os estudos gerontoldgicos, citam-se o fen6tipo de fragilidade desenvolvido por
Fried e colaboradores (2001)*°, validado pelo Estudo de Satide Cardiovascular. De acordo
com Fried, o fenotipo de fragilidade é definido quando 3 ou mais dos seguintes critérios estéo
presentes: perda de peso ndo intencional, exaustdo auto relatada, fraqueza (forca de preensao),
velocidade de marcha lenta e baixa atividade fisical®’.

A utilizacdo do modelo acima citado, apesar da avaliacdo exclusivamente fisica,
permite detectar-se um maior nimero de idosos frageis. Porém, os idosos que apresentam
apenas declinios fisicos podem ser classificados dubitavelmente como frageis®®.
Alternativamente, a visdo mais atual de fragilidade engloba 0 modelo Rockwood, de carater
multidimensional, que considera a fragilidade como um acumulo de déficits, que incluindo
presenca e gravidade das doencas atuais, habilidades nas atividades de vida diaria, bem como
exames fisicos e neuroldgicos, e ndo apenas fisicos como proposto por Fried!®1182, Uma viséo
ainda mais abrangente de fragilidade, considera-a como reducédo da reserva homeostatica, ou
seja, a reducdo da capacidade individual de satisfazer as necessidades biopsicossociais
(fatores biologicos, cognitivos, psicoldgicos e socioecondmicos), independentemente da idade
ou da presenca de doencas. Sob esse ponto de vista, envelhecer ndo é sinénimo de deficiéncia
e dependéncial’>!’®, A independéncia pode ser considerada uma combinagdo do
funcionamento fisico e cognitivo!’3183 O comprometimento cognitivo é uma condigdo
associada ao declinio funcional e a incapacidade que ndo foi incluido como um componente

do fenotipo de fragilidade de Fried*™.

Em concordancia com a evolugcdo do conceito de fragilidade e dos instrumentos
tradicionais para sua identificacdo, o grupo de Moraes e colaboradores'’?, reproduziu uma
classificacdo mais realista e aplicavel dos graus de vulnerabilidade do idoso a desfechos
adversos, como declinio funcional, aumento do risco de dependéncia e 6bito. Nesse novo
método de avaliagdo, Moraes inclui tanto o modelo Rockwood quanto o fendtipo de
fragilidade de Fried e a sua utilizagdo esta em concordancia com a Classificacao Internacional
de Funcionalidade (CIF) da Organiza¢do Mundial de Saude, cuja a énfase é na funcionalidade.
Portanto, para este estudo, os idosos saudaveis sdo aqueles independentes funcionais, que
apresentam ou ndo doencas e, dentro dessa categoria mais ampla de
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envelhecimento saudavel, os idosos s&o estratificados de acordo com a Classificacdo Clinico-

Funcional, cuja representacio grafica é a Escala Visual de Fragilidade!’.
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3. Justificativa

Em decorréncia da transicdo demografica acelerada que o pais vivencia, acreditamos
que h& um grande interesse mundial no estudo dos fatores imunoldgicos que diferenciam, na
sua populacdo, os idosos robustos daqueles em risco de fragilidade ou com fragilidade
estabelecida. As alteracdes no sistema imune ao longo da idade s&o consideradas fatores que
contribuem de forma significativa para muitas doengas relacionadas ao envelhecimento, a

fragilidade e ao surgimento de diversas incapacidades*’142179,

Contudo, em outros estudos, foi observado, em idosos e mesmo em centenarios
saudaveis, que os fatores inflamatérios (inflammaging) séo balanceados por outros elementos
reguladores e tal equilibrio parece ser responsavel pelo “envelhecimento saudavel” desses
individuos. Os estudos em “envelhecimento saudavel” foram conduzidos até o momento
principalmente em populagdes caucasianas da Europa e dos Estados Unidos* e, embora haja
estudos na populacéo brasileira, sdo poucos que exploram o conhecimento aprofundado sobre
os efeitos do envelhecimento e suas consequéncias para a sa(de?®*, Nesses estudos
brasileiros, os idosos e demais voluntarios foram recrutados de acordo com os critérios de
saude do protocolo SENIEUR, no qual foram investigados o envelhecimento e sua interacao

entre fatores psiconeuroenddcrinos e a imunosenescéncia®4-18°,

Neste trabalho, estudamos o perfil de citocinas e quimiocinas no plasma como
biomarcadores do envelhecimento saudavel em individuos da regido metropolitana de Belo
Horizonte. Para a selecdo dos individuos saudaveis foram avaliados critérios cognitivos e
funcionais que se relacionam com o grau de dependéncia do idoso (Classificacdo clinico-
funcional e Fenotipo de fragilidade). A relevancia deste estudo reside na possibilidade que ele
pode gerar para o estabelecimento de critérios que facilitem a definicdo e a promocdo do
envelhecimento saudavel do ponto de vista imunoldgico, fisico e cognitivo, bem como a

prevencdo da dependéncia nos individuos em idade avancada.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo Geral

Estabelecer quais os biomarcadores bioldgicos inflamatdrios (citocinas e quimiocinas)
sdo determinantes no envelhecimento saudavel em individuos brasileiros acima de 80 anos

residente em Belo Horizonte, Minas Gerais, permitindo prever a fragilidade nessa populacéo.

4.2 Obijetivos especificos
- Determinar o perfil sociodemografico e de satde dos individuos participantes;

- Caracterizar os individuos conforme dois critérios de funcionalidade (descrito por FRIED et
al.'® e por MORAES et al.1"?);

- Analisar o perfil inflamatorio no plasma dos individuos pela medida de citocinas (TNF- a,
IFN- vy, IL-1 B, IL-1ra; IL-2, IL-4, IL-6, IL-5, IL-7, IL-9, IL-10, I1L-12, 1I-13, IL-15, IL-17) e
quimiocinas (IL-8, Eotaxina, FGF-b, G-CSF, GM-CSF, MCP-1, MIP-1a, MIP-1 B, PDGF-
BB; RANTES, VEGF);

- Correlacionar os dados (perfil inflamatorio) por grupos, como faixa etaria, Classificacdo

clinico-funcional*’? e o fenétipo de fragilidade!®;
- Analisar dados do hemograma dentro de cada critério;

- Elaborar um banco de dados com os resultados obtidos a partir do questionario, exame

clinico e analises biologicas;



34

5. Metodologia

5.1 Participantes e desenho do estudo (populacéo de estudo)

Foi realizado um estudo transversal em idosos acima de 80 anos residentes em &reas
urbanas de Belo Horizonte. Os participantes foram recrutados e acompanhados no
Ambulatério de Envelhecimento Saudavel do Instituto Jenny de Andrade Faria localizado no
Hospital das Clinicas da UFMG. Efetivamente, todos os participantes foram submetidos a
uma avaliacdo de saude multidimensional completa pelo médico Geriatra da Unidade,
incluindo histérico clinico detalhado, informacgdes nutricionais complementares alimentares
(obtidas pela nutricionista do local) e antropométricas (indice de massa corporal). Os dados
sobre doencas preexistentes e medicacdes prescritas foram obtidos dos prontuarios médicos
do ambulatorio. A idade foi verificada por identidade ou certiddo de nascimento. Todos 0s
idosos (ou seus responsaveis legais) foram esclarecidos quanto aos objetivos do estudo e 0s
que concordaram em participar voluntariamente do projeto, foram convidados a assinar o
termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE, Anexo 1), aprovado pelo Comité de Etica
da UFMG (CEP-UFMG) e pelo Comité Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) sob o
niumero CAAE 03820518.9.0000.5149. Para respeitar a privacidade, todos foram
identificados com um codigo alfanumérico. Um banco de dados foi criado para consolidar o0s
dados referentes a populacdo de estudo colhidos através de um questionario que contemplou
perguntas sobre caracteristicas demograficas e socioecondmicas (Anexo 2), tais como idade,
sexo, local de moradia e nivel educacional. Todos os participantes foram selecionados com
base em seu estado de saude, de acordo com os critérios gerais da Classificacdo clinico-
funcional!’? (Tabela 2, Figura 3) e pelo Fendtipo de fragilidade!® (Tabela 1) e, portanto,
foram incluidos na amostra somente aqueles que eram capazes de realizar todas as atividades
de vida diaria (AVDs) (estratos 1 a 5). Em relacdo aos centenarios, este grupo foi
encaminhado ao ambulatorio de envelhecimento saudavel independentemente do seu estrato
funcional. Portanto, para o presente estudo, os centenarios foram exclusivamente incluidos,
mesmo classificados como frageis segundo critérios gerais de classificacdo utilizados. O
motivo para tal recrutamento é devido a sua representatividade de um modelo humano de
envelhecimento saudavel. Portanto, podemos considerar que este grupo, em particular, tem a

trajetdria de vida marcada por uma vitalidade superior a fragilidade.

De acordo com os critérios gerais da escala, sdo considerados robustos todos 0s

individuos capazes de realizar as atividades de vida diaria (AVDs) que sdo divididas em 3
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niveis: basicas (alimentagdo, transferéncia, continéncia, vestir-se e banhar-se), instrumentais
(sair de casa sozinho, cuidar dos remédios, cozinhar, lembrar de recados, ficar em casa
sozinho) e avancgadas (hobbies, atividades profissionais), de forma independente e autbnoma,
mesmo na presenca de doencas. Os idosos robustos (estrato 1 ao 3), em risco de fragilidade
(estrato 4 e 5) e todos os centenarios foram incluidos na amostra.

Como critério de exclusdo, nenhum dos individuos recrutados para o estudo
apresentou doencas graves relacionadas ao envelhecimento ou comprometimento cognitivo
grave (deméncia, insuficiéncia cardiaca, doencas neuroldgicas, doengas crbnicas do figado,
doenca neoplésica recente ou infecciosa) ou uso de medicamentos que influenciariam as
fungdes imunoldgicas durante o periodo. As doencas prevalentes foram Diabetes Melitus 11,
Hipertensdo arterial, Disfuncdo da tiredide (Hipotireoidismo), depressdo representadas na
Tabela 3.

5.2 Coleta das amostras

Foram coletadas amostras de, aproximadamente, 8ml de sangue periférico de
individuos em jejum no periodo da manhd (para evitar variacbes circadianas) por um
profissional treinado utilizando jaleco, luvas e material descartavel, em tubos de heparina da
marca BD Biosciences® identificados com o cddigo alfanumérico do participante e
acondicionadas em caixa térmica, com transporte imediato para o Centro de Pesquisas René
Rachou (CPgRR). O processamento do sangue ocorreu no mesmo dia da coleta ou, no
maximo, até o dia seguinte para a realizacdo do hemograma e separacao do plasma. O sangue
foi processado por centrifugacdo a 2000 rpm a 20°C por 10 minutos. O plasma obtido apds
centrifugacdo foi transferido com auxilio de uma pipeta para tubos Eppendorf de 2mL
(contendo aproximadamente 0,5ml de plasma em cada aliquota) previamente identificados e
armazenados a -20°C para a andlise de biomarcadores (citocinas/quimiocinas) em

imunoensaio Luminex da Bio-rad Laboratories (Bio-Plex® Pro Human Cytokine Standard).

5.3 Medidas do estado de saude e funcionalidade

5.3.1 Avaliacdo Geriatrica

Para estratificar os idosos, foram avaliados a funcionalidade geral do idoso, através da
classificacio clinico-funcional desenvolvida por Moraes e colaboradores'’? e o fenétipo de

fragilidade proposto por Fried e colaboradores*® no qual verificou-se a capacidade fisica e
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mental (relacionado ao estado fisico e cognitivo). Dentre as avalia¢fes aplicadas, utilizou-se
0s seguintes testes: Escala de Karts, Mini exame do estado mental (MMSE), Questionario de
atividades funcionais de Pfeffer, forca de preensdo manual, teste Short Physical Performance
Battery (SPPB), velocidade de marcha, entrevista sobre transtorno depressivo, indice de
massa corporal e Indice de Charlson. Essas medidas foram importantes para a estratificacio
funcional e, posteriormente, foram correlacionados com o0s niveis de biomarcadores

imunoldgicos no plasma.

Desempenho Cognitivo: Para avaliar o estado mental e como um teste para sinais de
comprometimento cognitivo (mais especificamente os dominios cognitivos), foi administrado
o teste de Mini Exame do Estado Mental (MMSE) ou “Mini-Mental State” (MMS)!®’. Esse
exame testa varias fungdes cognitivas, incluindo atencdo, memoria, linguagem, habilidade
visoespacial e orientacdo temporal e espacial. Os escores variam de 0 a 30 e uma pontuacéo
abaixo de um ponto de corte de 24 € frequentemente usada para indicar um possivel déficit

cognitivo®ee,

Funcionalidade: Utilizou-se a Escala de Katz para atividades da vida diaria basicas
(AVDs) (tomar banho, vestir-se, comer, independéncia dentro e fora da cama) e o
Questionario de atividades funcionais de Pfeffer para avaliar as AVDs instrumentais (sair de
casa sozinho, cuidar dos remédios, cozinhar, lembrar de recados, ficar em casa sozinho)*8%1%,
O questionario de Atividades Funcionais de Pfeffer € um teste que néo € influenciado pela
escolaridade, e pontuacbes superiores a 5 pontos sdo indicativas de comprometimento

funcional significativo.

Desempenho fisico: A forca de preensdo manual foi medida usando um dinamoémetro
portatil e o resultado desse teste tem sido utilizado como avaliacdo da forca muscular, uma
ferramenta Gtil para prever declinio funcional®’. A perda de forca pode ser um parametro mais
importante do que alteracdes da propria massa musculart’®, O teste foi administrado através
da médo mais forte (repetido trés vezes) e o valor maximo foi considerado. O Teste Short
Physical Performance Battery (Bateria curta para avaliacdo do desempenho fisico) (SPPB) €
um instrumento utilizado para complementar o diagnostico de uma sarcopenia provavel
(considerado como uma suspeita clinica). E composto pela combinacio de trés testes: avalia 0
equilibrio estatico em pé, forca de membros inferiores (MMII) através da tarefa de sentar-se e
levantar-se da cadeira cinco vezes, e a velocidade de marcha. Ele tem sido utilizado para
predizer desfechos desfavoraveis em idosos como incapacidades, hospitalizacéo,

institucionalizacdo e morte. A avaliagdo da capacidade fisica do idoso, permite inferir o risco
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de quedas e confirmar possiveis dificuldades nas atividades de vida diéria basicas (AVDs) e
quantificar o desempenho fisico!®l. A Velocidade de marcha também faz parte da avaliagéo
de desempenho fisico e é determinada pelo tempo médio em segundos para percorrer uma

distancia plana de quatro metros em seu ritmo mais rapido que o usual, porém sem correr,

Transtorno depressivo maior: Foi realizada uma entrevista ndo estruturada seguindo
critérios para diagndstico de transtorno depressivo maior, segundo DSM-5 - Manual
Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais'®,

indice de massa corporal (IMC): Os dados antropométricos foram medidos no
momento do recrutamento por uma nutricionista do Ambulatério do Instituto Jenny Faria. O
indice de massa corporal (IMC) foi usado para avaliar a adiposidade geral (definida com o
IMC maior ou igual a 30kg/m?, de acordo com a definicdo da OMS®**1%, O baixo peso foi
definido como o IMC abaixo de 22 kg/m? e a reducdo de 4,5 kg nos ultimos 6 meses foi

considerada como uma perda de peso nao intencional.

indice de Charlson: Como teste complementar, foi aplicado o indice de Charlson
para uma avaliacdo mais geral do status de comorbidade. Essa avaliagdo é uma das mais

antigas e mais utilizadas e se baseia em pontuagio de comorbidades®®.

5.3.2 Critérios de funcionalidade utilizados

De acordo com Fried e colaboradores!®, o fenétipo de fragilidade ¢ definido quando
trés ou mais dos seguintes critérios estdo presentes: perda de peso ndo intencional, exaustdo
auto reportada, fraqueza (forca de preensdo), velocidade de marcha lenta (caminhada
cronometrada de 4,5m) e baixa atividade fisica (Tabela 1). A presenca de trés ou mais desses
critérios define o individuo como “fragil”, enquanto a presenga de um ou dois os define como
“pré-frageis” e os individuos que ndo apresentam nenhum desses critérios sdo considerados

robustos ou néo frageis.
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Tabela 1: Fenotipo de fragilidade de acordo com Fried e colaboradores®e,

Fendtipo de fragilidade*

Critérios|Caracteristicas de fragilidade Observacdes sobre mensuracao
Perda de peso (ndo intencional) [< 4,5kg perdidos ocasionalmente no ano anterior (relato)
' Sarcopenia
2 Fraqueza muscular Forca de preensdao manual

3 Exaustdo/ Baixa resisténcia Exaustdo auto relatada

4 Velocidade de marcha lenta  |Velocidade de caminhada para desempenho fisico

5 Baixa atividade fisica

Nota: Um individuo é considerado fragil quando trés dos cinco critérios estdo presentes. Idosos com um ou dois
dos critérios sdo considerados pré-frageis, enquanto aqueles sem nenhum critério sdo consideradas robustos ou
ndo frageis (adaptado de Fried et al.)*. *InformagGes complementares estdo no topico 5.3 Medidas do estado de
salde e funcionalidade (pg. 35)

A classificacdo clinico-funcional proposta por Moraes e colaboradores!’? (Tabela 2) é
baseada na funcionalidade geral e na complexidade clinica dos idosos, considerando a
importancia da independéncia nas Atividades Basicas diarias (alimentacdo, transferéncia,
continéncia, vestir-se e banhar-se), Instrumentais (sair de casa sozinho, cuidar dos remédios,
cozinhar, lembrar de recados, ficar em casa sozinho) e avancgadas (hobbies, atividades
profissionais). Ela permite, assim, uma visualizacdo mais pratica e simples do estado
funcional do idoso, bem como a estratificacdo da relacdo vitalidade x fragilidade. Nessa
avaliacdo, associam-se também as principais causas do declinio funcional dos idosos, como
sarcopenia, comprometimento cognitivo leve e multiplas comorbidades. Assim, a
classificagdo clinico-funcional abrange os dois extremos, desde o grau minimo e maximo de
vitalidade (reserva homeostatica) e fragilidade (vulnerabilidade) e estdo ligados por uma linha
reta, continua e em declinio, sobre a qual pode ser marcada a saude do idoso (Figura 3).
Além disso, a escala é subdividida em 10 categorias considerando a reducdo progressiva da
vitalidade associada ao aumento progressivo da fragilidade, variando de completamente

independente a totalmente dependente!’?,
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PROCESSO DE FRAGILIZACAO

FRAGILIDADE
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Figura 3. Escala visual de fragilidade, baseado em categorias de saide e do processo de fragilizacdo do idoso de
acordo com a sua capacidade funcional (graus de dependéncia e perda da autonomia)*’2,

O idoso robusto apresenta boa reserva homeostatica, logo, € capaz de gerenciar sua
vida de maneira independente e autbnoma, agrupando-se nas categorias 1, 2 e 3 (Tabela 2). A
categoria 1 representa o grau maximo de vitalidade, no qual o idoso mantém a independéncia
em todas as Atividades de vida diaria (AVDs) bésicas, instrumentais e avancadas, além de
ndo apresentar doencas. Ja os individuos na categoria 2 apresentam condicdes cronicas de
salde mais simples, como hipertensdo arterial sem lesdo de Orgdos alvo, tabagismo,
dislipidemia, dentre outros e, na categoria 3, estdo incluidos os idosos que apresentam um ou
dois critérios do fendtipo de fragilidade descrito por Fried'®®. No geral, os idosos sio
considerados robustos quando totalmente independentes e autbnomos, podendo apresentar
comprometimento cognitivo leve sem multimorbidade complexa. Aqueles que se encontram
em risco de fragilidade (categorias 4 e 5), sdo capazes de gerenciar sua vida de maneira
independente e autbnoma, entretanto estdo entre um estado dindmico de senescéncia

(envelhecimento normal) e senilidade (risco de problemas de satde), resultando na presenca
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de certas limitagOes funcionais, mas sem dependéncia funcional (Tabela 2). No estrato 4
estdo incluidos uma ou mais condigdes crbnicas de saude preditoras de desfechos adversos,
como comorbidades multiplas (polipatologia, polifarmacia ou internacdo recente), evidéncias
de sarcopenia e/ou alta vulnerabilidade sécio familiar. No estrato 5 estdo o0s idosos
relativamente independentes para realizar AVDs basicas e instrumentais. O declinio funcional
é percebido somente nas AVDs avancadas (atividades relacionadas a integracdo social,
atividades produtivas, recreativas e sociais. A partir da categoria 6 (Tabela 2), o idoso é
categorizado como fragil e essa classificacdo baseia-se essencialmente na presenca de declinio
funcional estabelecido'’®. E importante mencionar que todos os idosos (com excecdo dos
centenarios) que se encontram acima do estrato 5 (6 em diante) estdo excluidos do projeto.
Embora ndo sejam os sujeitos mais robustos de acordo com a sua idade cronoldgica, 0s
centenarios sdo um exemplo de um envelhecimento bem-sucedido e, como ja mencionado, se
adaptaram bem as alteracBes no organismo que ocorrem ao longo do tempo*®”1%, Por isso

estdo incluidos no projeto independentemente do seu estrato funcional.

Tabela 2: Classificagdo clinico funcional do idoso segundo Moraes e colaboradores'’2

CLASSIFICAGAO CLINICO FUNCIONAL

Estrato 1 | ldosos que se encontram no grau maximo de vitalidade.

Apresentam independéncia para todas as AVD avancadas, instrumentais e
bésicas e auséncia de doencas ou fatores de risco, exceto a propria idade.

Envelheceram livres de doencgas e néo apresentam nenhuma outra condicao de

IDOSO ROBUSTO sadde preditora de desfechos adversos.
Auséncia de
declinio funcional Estrato 2 | Idosos independentes para todas as AVD bésicas e instrumentais. Apresentam

condicdes de saide de menor complexidade clinica, como a hipertenséo arterial
controlada e sem lesédo de 6rgédo alvo, diabetes mellitus controlada e sem lesé&o de
6rgédo alvo ou fatores de risco gerais, como tabagismo, dislipidemia, osteopenia,
depresséo leve, dentre outros.

Estrato 3 | Idosos independentes para todas as AVD basicas e instrumentais. Apresentam
doengas cronico-degenerativas bem estabelecidas e de maior complexidade
clinica, como hipertensédo arterial descontrolada ou com lesdo de érgao alvo,
diabetes mellitus descontrolado ou com lesdo de o6rgéo-alvo, depressao
moderada/grave, ataque isquémico transitdrio, acidente vascular cerebral, doenca
renal cronica, insuficiéncia cardiaca, doenga pulmonar obstrutiva cronica/asma,
osteoartrite, doenca arterial coronariana, histéria de IAM, doenca arterial periférica,
cancer ndo cutaneo, osteoporose densitométrica, fibrilagdo atrial ou doenga de
Parkinson.

Neste grupo, ndo séo incluidos fatores de risco.

Idosos independentes para todas as AAVD, AIVD e ABVD. Apresentam algumas
das seguintes condi¢des de salde:

« Presenca de evidéncias de redugéo da capacidade aerébia/muscular: perda




IDOSO EM RISCO
DE FRAGILIZAGAO

Declinio funcional
iminente

de peso significativa, fatigabilidade, baixo nivel de atividade fisica associado
a reducdo objetiva da forca muscular ou CP 31cm.
« Presenca de Comprometimento Cognitivo Leve (CCL) ou Transtorno
Neurocognitivo Leve
« Presenca de comorbidades multiplas:
o Duas ou mais doengas cronico-degenerativas bem
estabelecidas.
o Cinco ou mais condi¢Bes crbnicas de saude, incluindo as

Estrato 4 doengas bem estabelecidas, enfermidades (“illness”), fatores
de risco ou sintomas que necessitam de intervengdo médica.
o Polifarmécia: uso diario de 5 ou medicamentos de classes
diferentes.
o Internacéo recente, nos Ultimos 6 meses
Estrato 5 | Idosos independentes para AIVD e ABVD, mas com as seguintes condigdes:

« Limitagbes nas AAVD (Atividades Avancadas de Vida Diéria), definida como
aquelas atividades relacionadas a integracdo social, atividades produtivas,
recreativas e/ou sociais)

« Evidéncias clinicas de redugéo significativa da capacidade aerébia/muscular
(sarcopenia grave): VM-4m < 0,8 m/s ou TUG = 20s.
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5.4 Dosagem de biomarcadores no plasma (citocinas e quimiocinas)

Para a deteccédo e quantificacdo de citocinas e quimiocinas no plasma, utilizou-se o Kit
da Bio-Rad Laboratories (Bio-Plex® Pro Human Cytokine Standard) que permite medir
varias citocinas e quimiocinas simultaneamente através de um imunoensaio magnético a base
de esferas realizado em equipamento Luminex (BioPlex 200, Bio-Rad) seguindo o protocolo
padronizado pela Dra. Andrea Teixeira Carvalho do Laboratério de Biomarcadores do
Instituto de Pesquisas René Rachou, FIOCRUZ, Minas Gerais. Os dados foram analisados
usando o software Bioplex™ (Bio-Rad). O painel de citocinas/quimiocinas do kit consistiu
de: IL1-B, agonista do receptor de IL1 (IL1-ra), IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10,
IL-12, IL-13, IL-15, IL-17, fator de crescimento béasico de fibroblastos (FGF-b), fator
estimulador de colonias de granuldcitos (G-CSF), fator estimulador de coldnias de
granulécitos e macréfagos (GM-CSF), IFN-y, proteina quimioatraente 1 de monécitos (MCP-
1), proteina inflamatdria de macrofago-1o (MIP-1a e MIP-1p), proteina induzida por IFN-y
(IP) 10, fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) BB, fator de necrose tumoral o
(TNF-0)), RANTES.

Foram descongeladas 47 amostras de plasma em banho-maria a 37°C e depois
homogeneizadas em vortex por 5 segundos. Devido a presenca de debris na amostra apds o
descongelamento, foi necessario, utilizando um pipetador de 200 L, a sua retirada para evitar
que estas substancias influenciem a deteccao e quantificacdo de citocinas no plasma. Depois,
as amostras foram novamente homogeneizadas em vortex por 5 segundos e centrifugadas a
14.000xg, por 5 minutos em temperatura ambiente. Foram adicionados 50uL das amostras
em placas para ensaio Luminex contendo 50uL do pool de beads, lavadas duas vezes com
100uL de tampdo de lavagem e incubadas overnight a 4°C sob agitacdo. No dia seguinte,
foram adicionados 25uL do anticorpo de deteccdo em cada pog¢o e as amostras foram
incubadas por 30 minutos sob agitacdo, temperatura ambiente e ao abrigo da luz. As amostras
foram lavadas com 100uL de tampdo de lavagem. Foi adicionado 50uL do conjugado em
cada poco e as amostras foram incubadas por 30 minutos sob agitacdo em temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. Foram novamente lavadas com 100uL de tampédo de lavagem,
ressuspendidas com 125uL de tampdo do ensaio e homogeneizadas por 10 minutos. Por fim,
as amostras foram adquiridas no equipamento Bio-Plex 200 (Bio-Rad) utilizando-se o

software Luminex xXPONENT versdo 3.1.
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6. Analise estatistica e analise de dados

6.1 Analise estatistica

Os pacientes foram agrupados de acordo com a classificacdo de fragilidade conforme
definido acima. Os dados descritivos, como os dados sociodemograficos, foram apresentados

com frequéncia e/ou média £DP.

O teste de Shapiro-Wilk foi aplicado para verificar a distribuicdo normal das variaveis.
Como os dados de citocinas/quimiocinas ndo revelaram distribui¢cdo normal, foram analisados
pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunns para comparar trés grupos,
segundo a funcionalidade por Fried e Moraes e pelo teste U-Mann-Whitney para comparar
dois grupos. Ja para analise estatistica da categorizacdo das idades versus as classificagcdes de
fragilidade em ambos os critérios, foi utilizado ANOVA (distribuicdo normal das idades) com
post-hoc de Tukey. A andlise estatistica foi realizada com a utilizagédo do programa Prisma

versao 9.

Para os parametros hematoldgicos, foi feito o teste ndo parametrico de Kruskal-Wallis
com post-hoc Dunns para comparar trés grupos segundo a categorizacao dos idosos em ambos
0s critérios. Para os parametros estatistico descritivos do hemograma, utilizou-se a mediana e
o intervalo interquartil, para avaliar o grau de dispersdo dos dados em torno da mediana,
sendo o primeiro quartil (inferior = 25%), o quartil intermediadrio (mediana) e o terceiro
quartil (superior = 75%). A diferenca entre o quartil superior e o quartil inferior determinou o

intervalo interquartil.

Para andlise da correlacdo entre citocinas (graficos de correlacdo), foi feito a
correlacdo de Sperman para dados anormalmente distribuidos (ndo paramétricos), utilizando o
software R (R Core Team). O coeficiente de Spearman foi usado para medir a intensidade da
associacdo entre as citocinas/quimiocinas, com variaveis continuas e relativamente robusto

contra outliers.
O nivel de significancia para as andlises foi estabelecido em p < 0,05.

Os asteriscos nas figuras estdo representados em*: p <0,05; **: p < 0,01; ***: p <
0,001 **** p<0,0001.
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6.2 Gréfico em radar

Para identificar as frequéncias baixas (< mediana global) e altas (> mediana global)
dos niveis de citocinas, foi feito o Grafico em Radar utilizando a mediana global de cada
citocina como ponto de corte. Posteriormente, foi calculada a frequéncia dos individuos alto
produtores de cada citocina para cada estrato de funcionalidade em ambos os critérios
(Escalas de Fried e Moraes)!’>18, O grafico em radar foi separado entre citocinas pro-
inflamatorias versus anti-inflamatérias ou regulatérias no envelhecimento, conforme a
literatura. Cada eixo representa a frequéncia (%) de idosos que apresentaram alta produgéo de
cada citocina. Os valores de cada eixo podem ser conectados para formar uma érea poligonal
central que representa o equilibrio global pré-inflamatério versus regulatério, com um circulo
central representando 50% da frequéncia. O aumento ou diminuigdo da &rea poligonal central

reflete uma contribuigdo maior ou menor do perfil pro-inflamatorio versus anti-inflamatorio.

6.3 Analise de correlacéo por bioinformatica

O grafico de correlacdo de Spearman foi utilizado para avaliar a associacéo entre as
citocinas e estimar a forga dessa relacdo!®?®, Em dados correlacionados, a mudanca na
magnitude de uma citocina esta associada a uma mudanca na magnitude da outra, seja na
mesma direcdo (correlacdo positiva) ou na direcdo oposta (correlacdo negativa). Os
coeficientes de correlacdo variam de -1 a +1, no qual O indica que ndo ha associacéo,
enquanto a correlacdo fica mais positiva conforme se aproxima de +1 e mais negativa
conforme se aproxima de -1. Ndo foi feito um intervalo de confianga para concluséo definitiva
sobre a forca da relacdo entre as citocinas. Por isso, avaliou-se para o presente estudo, apenas

uma correlacdo relevante sobre a intensidade das cores.
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7. Resultados

7.1 Caracteristicas da amostra

Foram recrutados, para o presente estudo, 47 idosos de ambos 0s sexos (15 homens e
32 mulheres) com idade acima de 80 anos (média da idade de 89 * 8 anos), representados na
Tabela 3. As idades foram categorizadas nas seguintes faixas etarias: a) entre 80 e 90 anos
(27 idosos, sendo 9 homens e 18 mulheres, com a média da idade de 84 +2.8 anos); b) entre
90 e 100 anos (11 idosos, sendo 5 homens e 6 mulheres, com a média da idade de 93 + 2.8
anos) e ¢) acima de 100 anos (9 idosos, sendo 1 homem e 8 mulheres, com a média da idade
de 102 £ 2.6 anos). A escolha de tais faixas etarias foi baseada no crescimento da populagéo
idosa no Brasil acima de 80 anos e uso de intervalos de idade de 10 anos minimiza o registro
incorreto da idade, bem como nos permite uma melhor descrigdo das variacdes em funcéo da
idade.

A Tabela 3 também descreve os principais dados sociodemograficos e de saude da
amostra. Devido a perda de informacdes, ndo contamos com dados completos de todos 0s
participantes. Em relacdo a escolaridade, 43 participantes foram classificados (91,5% da
amostra total), sendo 32,5% analfabetos (sem escolaridade), 35% de 1 a 4 anos de estudo e
32,5% de 5 a 8 anos de estudo. Dos 46 idosos avaliados com relacdo a presenca de
comorbidades (98% da amostra), 45 idosos foram apresentavam comorbidades leves e um
participante ndo apresentou comorbidades. Todos o0s participantes com comorbidades
apresentavam doencas cronicas leves: diabetes (14%), hipertensdo arterial (66%),
hipotireoidismo (13%), depresséo (35,5%), sarcopenia provavel (46%), osteoartrite (52%) e
nenhum (0%) possuia neoplasias ativas. Os idosos que ndo eram independentes para as AVDs
diarias e que possuiam doencas mais graves como doenca de Alzheimer, Parkinson,
insuficiéncia cardiorrespiratoria, dentre outras, ndo foram incluidos no presente estudo. Em
relacdo ao indice de massa corporal (IMC), foram coletados os dados de altura e peso de 72%
da amostra total, representando um n=34. Desses idosos, 15% estavam com baixo peso, 41%
eutroficos, 18% com sobrepeso e 27,5% com obesidade. Embora alguns idosos possuissem
osteoartrite, nenhum deles fazia uso de anti-inflamatérios. Nenhum dos participantes

apresentava sinais de infeccdo ou estava em tratamento com antibidticos.
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Tabela 3 - Caracterizagdo demogréfica, socioecondémica e de salde idosos acima de 80 anos
atendidos no ambulatério de envelhecimento saudavel do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Minas Gerais (HC/UFMG) nos anos de 2018 e 2019.

Média = DP Frequéncia (%)
Variaveis sociodemograficas
Idade (anos; n=47) 89,4+78 -
Faixa etaria (anos; n=47)
80 a 89 - 57,5
90a99 - 23,5
> 100 - 19
Sexo (n=47)
Feminino - 68
Masculino - 32
Escolaridade (anos de estudo; n=43)
Sem escolaridade - 32,5
1a4anos - 35
5a8anos - 32,5
Variaveis relacionadas a saude
Comorbidades (n=46)
Diabetes Mellitus I1 - 14
Hipertensdo Arterial - 66
Hipotireoidismo - 13
Depresséo - 355
Sarcopenia provavel - 46
Osteoartrite - 52
Neoplasias ativas - 0
IMC (kg/m?; n=34)
Baixo peso (< 22,0) 21,25 + 0,35 15
Eutrofia (22,0 — 26,9) 24,54 + 1,63 41
Sobrepeso (27,0 — 29,9) 27,70 £ 0,85 18
Obesidade (>30,0) 31.29+ 1,54 27,5

Nota: DP = desvio padrdo; % = frequéncia relativa simples; IMC= indice de massa corporal
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7.2 Medidas de funcionalidade descritas por Fried e Moraes

Conforme descrito na Tabela 4, os participantes foram classificados segundo o
Fendtipo de fragilidade descrita por de Fried e colaboradores®® e conforme a Classificacdo

clinico-funcional proposta por Moraes!’2.

Tabela 4: Estratificacdo dos idosos acima de 80 anos atendidos no ambulatério de
envelhecimento saudavel do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(HC/UFMG) nos anos de 2018 e 2019, segundo critérios do fendtipo de fragilidade e da
classificacdo clinico-funcional.

Fendtipo de Fragilidade! Classificacéo clinico-funcional 2
(n=46) (n=47)
Faixa Nao-fragil Pré-fragil Fragil Robusto  Em risco de Fragil
Etaria (n=23) (n=13) (n=10) (n=27) fragilidade (n=9)
(anos) (n=11)
80 - 89 18 8 0 23 5 0
90 -99 5 5 1 4 6 0
= 100 0 0 9 0 0 9

Nota: Segundo o fendtipo de fragilidade de Fried!®, o idoso “ndo-fragil” ¢ definido pela auséncia de sinais de
fragilidade. A presenca de um ou dois sinais os define como “pré-fragil”, enquanto trés ou mais os define como
“fragil”. Segundo a classificacdo clinico-funcional de Moraes'’?, a estratificagdo do idoso “robusto” ¢ entre a
escala 1 e 3, “em risco de fragilidade” entre a escala 4 e 5 e “fragil” acima da escala 5 (6 em diante).

Com base nos critérios descritos por Fried et al.8 (98% da amostra total), 22% (n=10)
foram classificados como fragil, 28% (n=13) como pré-fragil e 50 % (n=23) como robustos
(Tabela 4). Na mesma tabela, segundo a classificagdo proposta por Moraes et al.*"? (100% da
amostra total), 19% (n=9) foram classificados como fragil, 23,5% (n=11) em risco de

fragilidade e 57,5% (n=27) como robustos.

Para confirmar que os idosos classificados como frageis eram, na sua maioria,
centenarios, foi realizada a correlacdo da idade com fragilidade utilizando ambos os critérios
Figura4 (A eB).
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Figura 4 - Comparacdo da idade em diferentes faixas etarias em relagdo ao fenotipo de fragilidade de Fried®
(A) e a classificagdo clinico-funcional de Moraes'’? (B) A idade esta representada em anos em relagdo as
classificagOes de fragilidade. Os circulos em branco representam os idosos classificados como “frageis”. Os
quadrados em preto representam idosos classificados como “pré-frageis” e os retangulos em cinza representam
os idosos classificados como “robustos”. Um total de 47 individuos foram incluidos. Cada figura geométrica
representa um participante. **p<0,01; ***p<0,001 ****p<0,0001.

No geral, de acordo com Moraes et al.}’?, 100% dos individuos frageis eram
centenarios e segundo Fried et al.*®, além de todos os centenarios serem classificados como
frageis, um participante quase centenario (98 anos) foi também classificado como fragil.
Observa-se ainda, na Figura 4, que os individuos com idade mais avancada, ou seja, acima de
95 anos, apresentaram uma maior incapacidade funcional. Como ja relatado, ser centenéario
(independentemente do seu estrato funcional) foi um dos critérios de inclusdo no estudo.
Considera-se que esses individuos, apesar da sua fragilidade, tiveram um envelhecimento

bem-sucedido uma vez que conseguiram atingir uma idade mais avancada®®’.

7.3 Relacdo entre os critérios de funcionalidade, biomarcadores plasmaticos e

hemograma

Analisamos também o perfil de citocinas/quimiocinas circulantes no plasma
relacionadas ao inflammaging e ao remodelamento do sistema imune durante o
envelhecimento. Esse perfil foi relacionado com as faixas etarias e com o estado de

funcionalidade de cada individuo.
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Os dados do hemograma estéo representados nas Tabela 5 e 6. N&o houve diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos segundo as escalas de Moraes!’ e Fried*®°,

Tabela 5 - Pardmetros hematoldgicos de idosos categorizados segundo Fendtipo de
Fragilidade, nos anos de 2018 e 2019 em Belo Horizonte/MG

Fenotipo de Fragilidade?

Frégil Pré-fragil Robusto o-valor*
Parametros  \jeiana (25-75%) Mediana (25-75%) Mediana (25-75%)
Contagem de 6,4 (4,6-8,1) 5,5 (3,3-7,3) 6,1 (4,8-6,9) 0,4603

leucdcitos (103/mm?
Hemoglobina (g/dL) 12,7 (11,70-16,2) 12,8 (11,7-13,9) 13,2 (12,4-15,1)  0,6239

Plaguetas (10¥mm? 262 (134,5-300) 182,5 (118,5-236,3) 158 (117-192,8)  0,1897
Procalcitocina (%) 186 (112-217,5) 133 (96,5-180,5) 124 (99-154,8)  0,2413
Linfocitos (%) 20,6 (12,65-26,3) 18,9 (11,7-32,3)  17,1(135-23,9)  0,8095
Mondcitos (%) 14,6 (10,6-18,7) 13,5 (8,9-18,1) 13,9 (8,7-18,5)  0,8190

Granulécitos (%) 68,5 (59,9-76,7) 61,3 (55,7-77,9) 655 (62,2-73,6)  0,6553

Nota: *Valor p: Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunns. p>0,05 = sem significancia
estatistica. Mediana com intervalo interquartil: representado por 25%=primeiro interquartil (inferior) e
75%=terceiro interquartil (superior). *Fendtipo de fragilidade segundo Fried et al.*é°.
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Tabela 6 - Pardmetros hematoldgicos na amostra de idosos categorizados segundo
classificacdo clinico-funcional, nos anos de 2018 e 2019 em Belo Horizonte/MG

Classificagéo clinico-funcional®

Fragil Em risco de
) fragilidade MediSr?:EJ;;?BO/) Valor p*
Parametros Mediana (25-75%) ' Mediana (25-75%) ’
Contagem de 6,4 (4,1-7,7) 5,7 (3,7-9,1) 6,1 (4,3-6,9) 0,8170

leucdcitos (103/mm>3
Hemoglobina (g/dL) 13,2 (11,5-16,3) = 12,6 (11,2-15,2) = 13,2 (12,4-15) = 0,5205

Plaguetas (10¥mm? 226 (119,3301,5) 177 (130,5-250) 1665 (114,3-207,3) 0,3773
Procalcitocina (%) 163 (99-219,8) = 123 (112,5-189) = 127 (96-168)  0,3588
Linfocitos (%) 21,4 (10,3-26,7) = 22,8 (15,2-31,7) = 17,1 (11,9-26,7) = 0,5243
Mondcitos (%) 16.1 (11,2-19) 14,5 (9,2-19) 12,3 (8,7-18,5) = 0,5797

Granulécitos (%) 64,3 (59,8-77,5) = 61,6 (51,4-75,7) = 66,4 (62,2-73,6) = 0,3608

Nota: *Valor p: Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunns. p>0,05=sem significancia
estatistica. Mediana e intervalo interquartil: representado por 25%=primeiro quartil (inferior), e 75%-=terceiro
quartil (superior). *Classificacéo clinico-funcional segundo Moraes et al.2

No geral, detectamos um maior numero de biomarcadores plasmaticos
significativamente aumentados nos idosos classificados segundo o Fenoétipo de fragilidade®®?
em comparagdo com a Classificacéo clinico-funcional*’?, bem como maiores diferencas entre
0s grupos classificados pelo estado de fragilidade quando comparados aos grupos

classificados por faixas etarias. Os valores numéricos estéo incluidos no Anexo 3.

Quando comparadas individuos de faixas etarias diferentes a concentracdo de G-CSF
(p=0,0396) e MIP-1a (p=0,0438) foram significativamente maiores em idosos acima de 100

anos em comparacgdo com individuos da faixa etaria entre 80-89 anos (Figura 5 A e B).
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Figura 5 — Niveis de citocinas plasmaticas (em pg/mL) em individuos de diferentes faixas etarias (em anos) (A)
Os niveis de G-CSF (pg/mL) e de (B) MIP-1a (pg/ml) foram medidos por ensaio Luminex. Os circulos brancos
representam idosos entre 80-89 anos; os quadrados pretos, 0s idosos entre 90-99 anos e os retdngulos cinza, 0s

idosos =100 anos. Um total de 47 amostras forma incluidas. Cada figura geométrica representa um participante.
*
p<0,05.

Observamos um aumento significativo na producdo de IL-5 nos individuos do grupo
fragil (p=0,0332) e em risco de fragilidade segundo a classificacdo clinico funcionall’?,

(Figura 6).
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Figura 6 — Comparacao dos niveis plasméticos de IL-5 (pg/mL) em individuos classificados pela escala clinico-
funcional de Moraes et al."?. A concentracdo de IL-5 no plasma foi medida por Luminex. Os circulos brancos
representam os idosos frageis (centenarios e quase centenario). Os quadrados pretos representam os idosos em
risco de fragilidade e os retdngulos cinza representam os idosos robustos. Um total de 47 amostras forma

incluidas. Cada figura geométrica representa um participante. *p<0,05.
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Na Figura 7, os idosos frageis e pré-frgeis classificados pelo Fenétipo de
fragilidade!®® apresentaram diferencas significativas para os seguintes biomarcadores
imunolégicos: FGF-b, IFN-y, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-13, IL-15, MCP-1. Observamos
0 aumento dos niveis de FGF-b, IFN-y, e MCP-1 nos individuos dos grupos Fréagil e Robusto
quando comparados com o grupo Pré-fragil. As citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-9 e IL-13
estavam aumentadas no grupo Fragil quando comparado ao grupo Pré-fragil. As citocinas IL-
10 e IL-17 estavam aumentadas no grupo Robusto quando comparado ao grupo Pré-fragil. E
relevante mencionar que ndo houve diferenca significativa entre os idosos frageis (centenarios
e quase centenario) e os robustos (em nenhuma das 2 escalas de classificagdo utilizadas)
sugerindo uma semelhanca entre esses dois grupos em relagdo ao grupo Pre-fragil.
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Figura 7 — Comparacdo dos niveis plasmaticos de citocinas/quimiocinas (pg/mL) em individuos com
diferentes fenotipos de fragilidade!®. As concentragbes de citocinas/quimiocinas foram medidas por
Luminex. Os circulos brancos representam os idosos frageis (centenarios e quase centenario); os quadrados
pretos, os idosos em risco de fragilidade e os retangulos cinza, os idosos robustos. Um total de 46 amostras
foram incluidas. Cada figura geométrica representa um participante. *p<0,05 e **p<0,01.
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A correlacdo entre os 27 biomarcadores imunoldgicos foi analisada pelo método de
correlagdo de Spearman. Uma correlagdo maior entre as citocinas foi observada
particularmente no grupo de centendrios quando os individuos foram separados por faixa
etaria (Figura 8), por fragilidade pela escala de Fried'®® (Figura 9) ou Moraes'’? (Figura 10),
através da intensidade das cores (azul mais intenso = correlacdo forte). Além disso, 0s
resultados também sugeriram diferencas de intensidade de cores em relagdo ao grupo “pré
fragil” de Fried'® e “em risco de fragilidade” de Moraes'’2. No grupo robusto, caracterizado
por ambas as escalas, nota-se menos intensidade de cores e, consequentemente, uma

correlagdo mais fraca entre as citocinas.
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Faixa etaria (80-89 anos) Faixa etaria (90 -99 anos) Faixa etaria acima de 100 anos
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Figura 8: Gréfico de correlacdo de Spearman por faixa etéria. A forca da correlagdo entre as citocinas é representada pela cor do circulo na intersecdo dessas varidveis. As
cores variam de azul mais intenso (correlacdo positiva forte = 1,0) a vermelho mais intenso (correlacdo negativa forte = - 1,0). Os resultados ndo foram eliminados quando
p>0,05.
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Robusto (Fried)

Figura 9: Gréfico de correlagdo de Spearman segundo fenétipo de fragilidade!®. A forca da correlagdo entre as citocinas € representada pela cor do circulo na intersecéo
dessas varidveis. As cores variam de azul mais intenso (correla¢do positiva forte = 1,0) a vermelho mais intenso (correlacdo negativa forte = - 1,0). Os resultados ndo foram

eliminados quando p> 0,05
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Figura 10: Gréfico de correlagdo de Spearman segundo classificagdo clinico-funcional'’>. A forca da correlagdo entre as citocinas é representada pela cor do circulo na
intersecdo dessas varidveis. As cores variam de azul mais intenso (correlagdo positiva forte = 1,0) a vermelho mais intenso (correlacdo negativa forte = - 1,0). Os resultados

ndo foram eliminados quando p> 0,05.
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Para os gréaficos em radar (Figura 11 e 12), analisamos de forma global todos os 27
biomarcadores investigados. Os dados do grafico, ilustram o perfil global de
citocinas/quimiocinas nos idosos acima de 80 anos da amostra estudada, segundo os critérios
funcionais de Fried'® (Figura 11, A,B,C) e a classificacdo clinico-funcional de Moraes!’
(Figura 12, A,B,C). A classificagdo de citocinas pro-inflamatorias versus as citocinas anti-
inflamatorias leva em consideracdo a sua funcionalidade em relacdo ao envelhecimento.
Como descrito na literatura, o envelhecimento saudavel envolve mecanismos de
remodelamento e equilibrio entre a producdo de citocinas pré-inflamatérias e anti-
inflamatorias, embora as citocinas inflamatérias sejam mais relacionadas as doencas cronicas
que acometem os idosos, enquanto as citocinas anti-inflamatérias, estdo mais envolvidas no
controle da inflamagéo!’. Nessa andlise, as citocinas inflamatdrias estdo representadas em

barras rosas claras e as anti-inflamatorias em barras verdes.
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Figura 11: Perfil global de citocinas/quimiocinas nos idosos acima de 80 anos de Belo Horizonte, segundo
fendtipo de fragilidade por Fried e colaboradores'®. O Grafico em radar mostra a alta frequéncia dos niveis de
citocinas inflamatérias ou anti-inflamatorias e a contribui¢do de cada uma nas diferentes categorizagdes (fragil,
em risco de fragilidade e robusto). Os idosos classificados como robusto e pré-fragil sdo >95 anos

(representando na sua grande maioria 0s centenarios.
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Figura 12: Perfil global de citocinas/quimiocinas nos idosos acima de 80 anos de Belo Horizonte, segundo a
classificacdo clinico-funcional por Moraes e colaboradores!’2, O Grafico em radar mostra a alta frequéncia dos
niveis de citocinas inflamatérias ou anti-inflamatorias e a contribuicdo de cada uma nas diferentes categorizacées
(fragil, em risco de fragilidade e robusto). Os idosos classificados como robustos e em risco de fragilidade estdo
entre 80 e 99 anos e os idosos frageis sdo exclusivamente os centenarios.
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Ao avaliar idosos robustos sem sarcopenia provavel em comparacdo com todos
aqueles com sarcopenia provavel (Figura 13), observamos diferencas estatisticamente

significativas apenas na classificagdo clinico funcional, segundo os critérios de Moraes e
colaboradores!’?, nas citocinas I1L-4 (p=0,457), IL-13 (p=0,0229) e G-CSF (p=0,0227).
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Figura 13 — Comparacdo dos niveis de citocinas/quimiocinas (pg/mL) em relagdo aos idosos classificados como
robustos sem sarcopenia e com sarcopenia provavel. Os circulos brancos representam os idosos robustos sem
sarcopenia provavel e os quadrados pretos representam os idosos classificados com sarcopenia provavel,
segundo critérios de Moraes e colaboradores'™. Cada figura geométrica representa um participante. *p<0,05.
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8. Discussao

O inflammaging foi inicialmente postulado como um fendmeno que possui efeitos
deletérios no envelhecimento, como as doengas cronicas, o0 declinio cognitivo, bem como a
diminuicdo da massa e forca muscular®®* A inflamagdo ¢ um processo comum tanto no
envelhecimento fisioldgico, quanto nas doencas cronicas'?4?%2%% e embora o inflammaging
seja uma caracteristica da populacdo idosa fragil, essa inflamacéo persistente e de baixo grau
também esta presente nos idosos sem comorbidades, independentes, robustos e com extrema
longevidade®®1°91%°  Diversos trabalhos demonstraram que o0 proprio processo de
envelhecimento desencadeia inUmeras mudangas que afetam o sistema imune e a producgéo

alterada das citocinas esta entre as mais importantes!’>%204.205,

Como ja mencionado neste trabalho, todos os centenarios foram incluidos no estudo
independentemente do seu estrato funcional. O motivo para tal selecdo é devido ao fato de
que os centenarios sdo um exemplo de envelhecimento saudavel, pois além de terem atingido
a longevidade extrema, contém todos os sinais e caracteristicas de um envelhecimento bem
sucedido. Assim, podemos considerar que estudar estes individuos € de grande importancia
para entender 0 processo e as consequéncias do envelhecimento. Em relagdo aos resultados,
observamos um aumento significativo da citocina G-CSF (fator estimulador de coldnias de
granulécitos) e da quimiocina MIP-1a (proteina inflamatéria de macréfagos-1a), no grupo
dos centenarios em comparacdo com os individuos da faixa etaria de 80-89 anos. O G-CSF ¢
uma citocina essencial para a geracdo de leucocitos a partir de celulas tronco
hematopoiéticas?®®?%” e o seu aumento pode ser considerado um reflexo de resposta a sinais
inflamatorios que estimulam a liberacdo e producdo de neutrofilos na corrente
sanguinea?®®2%, A quimiocina MIP-1a é um dos principais fatores produzidos por macrofagos
com papel importante na diferenciacdo de progenitores da linhagem mieldide a partir de
células tronco hematopoiéticas?'®. Assim, considerando as mudangas que ocorrem ao longo do
envelhecimento, o desvio preferencial na diferenciacdo das células hematopoiéticas em
células do tipo mieldide e a diminuicdo da capacidade de producédo de células linféides, estdo
entre as alteragBes marcantes?!2%6, Assim, o aumento dos niveis de G-CSF no grupo de
centenarios pode ser uma forma de adaptacdo do organismo para lidar com estressores
externos e internos ao longo da vida e com a prépria imunosenescéncia. Tanto o G-CSF,

quanto a MIP-1a, podem ser mediadores cujo aumento refletem exatamente o viéis mieldide
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da diferenciagdo hematopoiética durante o envelhecimento. Nesse sentido, ambos 0s

mediadores podem ser parte dos mecanismos de remodelamento imune.

Embora haja um aumento de citocinas do tipo 2, as citocinas do tipo 1 normalmente
sdo dominantes no envelhecimento, o que caracteriza o estado pro-inflamatorio dos idosos?Y’.
Com relacdo a origem da classificacdo dessas citocinas, foi descrito na década de 80 que 0s
linfécitos Thl murinos produzem mais IFN- y e IL-2, enquanto os linfécitos do tipo Th2,
produzem mais 1L-4 e 1L-5%8, Essa categorizagdo se tornou classica para os linfécitos Th
também em humanos sendo que outros subtipos de linfocitos Th secretores de padrdes
distintos de citocinas foram acrescentados mais tarde ao painel de diferenciacdo dos linfdcitos
CD4+*. A imunosenescéncia é acompanhada de uma mudanga no Th1/Th2%. No entanto, é
preciso ressaltar que as células da imunidade inata (células NK, por exemplo) séo
responsaveis por uma parte importante das citocinas do tipo 1 produzidas em idosos'’. Neste
estudo, observamos um aumento significativo da IL-5 no grupo fragil (centenarios e quase
centenario) classificador por ambos os criterios de fragilidade em comparacdo com o grupo
pré-fragil (ou em risco de fragilidade), bem como um aumento de IL-4 e IL-13 em
comparagdo com ambos 0s grupos, segundo o fendtipo de fragilidade proposto por Fried*€,
Esses dados sugerem que o aumento das citocinas do tipo 2 como IL-4, IL-5 e IL-13, podem
ter funcOes regulatorias por antagonizarem as ac¢Oes das citocinas do tipo 1, pode fazer parte
do complexo processo de remodelamento do sistema imune nos centenarios, resultando em

mecanismo de compensagdo do inflammaging®’.

Além das funcbes acima citadas, as citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 sdo também
consideradas importantes para a eliminagdo de parasitas intestinais como helmintos?%229, A
IL-4 e IL-5 sdo também mediadores das reacdes alérgicas e induzem o crescimento e
diferenciacdo de eosindfilos?!®. Assim, embora acredita-se que no envelhecimento haja um
aumento na producdo de citocinas do tipo 2, ndo existem relatos na literatura do aumento da
incidéncia de alergias em idosos. Provavelmente, essas citocinas exercem, nos idosos
saudaveis, um papel de contrabalancear o aumento paralelo na producdo de citocinas do tipo 1

como IFN-1y.

Embora a IL-9 seja considerada uma citocina pleiotropica, sua funcdo é também
frequentemente associada as alergias e ao seu papel na imunidade parasitaria. Contudo, alguns
estudos relatam também funcdes regulatorias dessa citocina, produzida principalmente por
células Treg??:. Nos nossos dados, encontramos um aumento significativo da IL-9 em idosos

frageis (centendrios e quase centenario) em comparagdao com aqueles classificados como pré-
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fragil, segundo Fried!®. Embora ndo esteja claro a sua relagio com o envelhecimento,
podemos propor que esse aumento esteja relacionado com a elevacgdo do perfil Th2 observado
em idosos, principalmente os mais saudaveis e longevos, e sua consequente contribuicao para
0 equilibrio do inflammaging. Seu aumento no plasma em conjunto com as citocinas IL-4, IL-
5 e IL-13, no entanto, também pode significar maior reatividade alérgica. Para esclarecer isto,
seria importante a andlise futura dos niveis de IgE e de infec¢bes parasitarias nesses

individuos.

Como uma consequéncia da imunosenescéncia, a disfuncdo de algumas células do
sistema imune, especialmente os linfocitos T, pode reduzir a uma capacidade dos idosos em
produzir 1IFN-y, levando ao aumento na incidéncia de neoplasias e infeccdes®®. Como ja
mencionamos, um dos mecanismos de remodelamento no envelhecimento saudavel é o
aumento concomitante das funcgdes das celulas NK (como citotoxicidade e produgéo de IFN-
Y) que seriam, entdo, importantes para a protecdo contra infec¢des, malignidades e estresse
celulart®222223 - Alguns estudos demonstraram que a citotoxidade das células NK é bem
preservada ou até mesmo aumentada em idosos saudaveis e centendrios que atendem a
criterios como melhor aptidao fisica, independéncia para realizar as atividades diarias ou
melhor funcgdo cognitiva®®1%%-1%2 Qutros estudos mostraram aumento na producdo de IFN-y
pelas células NK em idosos saudaveis, sugerindo melhor defesa contra infec¢bes virais e
parasitarias®’ 152156222 Neste estudo, observamos um aumento nos niveis plasmaticos de IFN-
v na populagdo idosa fragil (centenarios e quase centenario) e robustos, em comparagdo com
os idosos classificados como pré-fragil, segundo Fried®. Nesse sentido, baseado na
literatura, é tentador especular que, embora seja uma citocina pro-inflamatoria, o aumento de
IFN-y pode ser considerado uma forma de remodelamento do sistema imune no sentido de
compensar a perda da protecdo imunoldgica que acompanha a disfuncéo das células T durante

a imunosenescéncia.

A reducdo da sinalizacdo intracelular é considerada uma das mudancas ocorridas na
imunosenescéncia responsaveis pela reducdo na secre¢do de citocinas como IL-2 pelas células
TCD4+ e TCD8+ em resposta aos antigenos® %224 Por outro lado, outros ndo encontraram
alteracbes em idosos saudaveis na faixa etaria entre 60-80 anos de idade e em
nonagenarios®1%225 - A citocina 11-2 também é importante na expansio e manutencéo das
celulas Treg Foxp3+ que expressam niveis mais elevados da cadeia o do receptor de IL-2
(CD25)?26227 Considerando que o envelhecimento é acompanhado do aumento na frequéncia

das células Treg Foxp3+ timicas ou naturais, sugere-se que 0 aumento dos niveis de IL-2 seja
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importante para a sua fungdo regulatéria nessa fase da vida??. O aumento da producéo de IL-
2 pode ainda contribuir para uma melhor atividade citotoxica das células NK em idosos
saudaveis®®22%, Observamos um aumento significativo dos niveis plasmaticos de IL-2 nos
idosos frageis (centendrios e quase centenario) em comparacdo com aqueles classificados
como pré-frageis, segundo Fried!. Nesse sentido, sugerimos que o aumento da IL-2 nos
idosos mais longevos, em especial nos centenarios, além de favorecer uma melhor resposta
citotoxica das células NK e uma melhor protecdo as infecgfes durante a imunosenescéncia,
também possui um papel na atividade das células Treg, contribuindo para um perfil mais
equilibrado do inflammaging no envelhecimento. Nossos dados sugerem que 0 aumento da
IL-2 em idades mais avancadas pode ser um fator que contribui para a longevidade e o

envelhecimento mais saudavel.

Em relagéo a citocina IL-10, ndo detectamos alteragdes nos niveis dessa citocina com
o envelhecimento (nas diferentes faixas etarias), porém observamos diferencas
estatisticamente significativas na concentracdo de IL-10 entre os idosos robustos e pré-frageis,
segundo Fried!®, A IL-10 é considerada uma potente citocina anti-inflamatoria, que pode
exercer um papel critico no controle do inflammaging. Portanto, o seu aumento esta associado
a um menor risco de doencas cronicas e fragilidade®*142167.230 Foj o que observamos neste

estudo no qual os niveis de IL-10 estavam aumentados no grupo de idosos robustos.

Embora considerada uma citocina pleiotropica, a IL-6 possui uma potente atividade
pro-inflamatoria relacionada ao processo de envelhecimento e esta fortemente associada com
a fragilidade?!. Diversos estudos demonstraram a sua relagdo com o declinio da velocidade
da marcha, aumento do risco de dependéncia funcional e susceptibilidade a doencas mais
prevalentes nos idosos, como osteoporose e Alzheimer?#2%, Apesar dos varios estudos
mostrando que os niveis da IL-6 aumentam com a idade'®® 2 nio detectamos mudancas
estatisticamente significativas entre os individuos das diferentes faixas etarias. Porém, em
consonancia com estudos anteriores?®’-?% nossos dados indicam uma associagdo positiva
entre 0 aumento dos niveis de IL-6 no plamas e o declinio funcional observado no grupo
fragil em comparacdo com o pré-fragil (classificados pela escala de Fried*®). E interessante
ainda o aumento dos niveis de IL-6 nesse grupo, uma vez gue, ha nossa amostra, 0s idosos

classificados como frageis, sdo exclusivamente compostos por centenarios e quase centenario.

O actmulo de células senescentes que acompanha o envelhecimento € um outro fator
que contribui para o inflammaging e varios componentes do fen6tipo SASP, além da IL-6, ja

foram descritos. Dentre elas, cita-se a quimiocina MCP-1, conhecida como proteina
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quimioatrativa de mondcitos 124%241, O aumento da producéo de fatores pro-inflamatérios que
fazem parte do SASP estd relacionado a uma maior disfuncdo tecidual aumentando a
vulnerabilidade dos idosos a fragilidade??243, Em conformidade com um estudo anterior?® e
embora alguns autores tenham relacionado o seu aumento com o envelhecimento!t3127:128 ng
nossa amostra ndo houve aumento dos niveis de MCP-1 nos idosos acima de 80 anos. Em
contrapartida, curiosamente, observamos um aumento significativo dos niveis dessa
quimiocina no grupo robusto em relacdo ao pré-fragil e, paralelamente, houve diferengas
significativas entre o grupo fragil e o pré-fragil. Poderiamos sugerir, portanto, que este
aumento dos niveis de MCP-1 no grupo fragil esteja relacionado com maior declinio
funcional. No entanto, como 0 mesmo aumento ocorre no grupo robusto e o grupo fragil é
composto de individuos longevos (centenarios e quase centenario), essa semelhanca com o
grupo robusto atesta mais uma vez o carater unico e distintivo do grupo de centenéarios quando

discutimos os critérios para caracterizar o envelhecimento como “saudavel”.

Os niveis plasmaticos de FGF-b (fator de crescimento de fibroblastos) plasmaticos
foram significativamente maiores nos idosos robustos e nos frageis (centenarios e quase
centenarios) em relagdo aos pré-frageis, segundo os critérios de Fried'®. O estresse oxidativo
aumenta com a idade e esta relacionado com o aumento de subprodutos do metabolismo
celular (espécies reativas de oxigénio), resultantes de infeccOes persistentes e da ativacao
constante do sistema imune inato!®. O desequilibrio entre os niveis de oxidantes e
antioxidantes e o consequente dano oxidativo, podem desencadear lesdo celular e, no contexto
do envelhecimento, esse tipo de lesdo pode aumentar com a idade?*. Ainda como
consequéncia da imunosenescéncia, 0s mecanismos de reparo tecidual sdo menos eficientes, o
que contribui para o aumento de doencas e do proprio processo de senescéncial’. Nesse
sentido, 0s nossos dados sugerem que o0 aumento dos niveis de FGF-b nos robustos e nos mais
longevos se relacionam a um melhor reparo tecidual que pode ser mais um mecanismo de

remodelamento associado ao envelhecimento saudavel.

A imunosenescéncia tem, como uma das suas principais caracteristicas, a involucao
timica®®’?%, Vérios autores sugerem que um certo grau de proliferagdo homeostatica de
linfécitos T naive na periferia seria um mecanismo de remodelamento do sistema imune, uma
maneira de compensar pela perda do repertorio dessas células T naive®’24624% Essa expansdo
homeostatica ocorre também e principalmente nas células T de memdria e pode ser
impulsionada pela producdo da citocina imunoestimuladora IL-15, mesmo na auséncia de

estimulos antigénicos’®%0-24 A sua funcdo na proliferacio homeostatica das células NK
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periféricas também ¢ descrita'*®%, Um estudo em 30 individuos > 95 anos independentes e
capazes de realizar atividade diarias normais mostra que esses idosos exibiram niveis
significativamente maiores de IL-15 circulante quando comparados aos idosos entre 60-89
anos e entre individuos de 30-59 anos?*®. Em concordancia com esse relato, nosso estudo
demonstrou um aumento dos niveis plasmaticos de IL-15 nos idosos frageis (centenérios e
quase centenario) em comparagdo com os idosos pré-frageis, apontando este como mais um

exemplo do processo de remodelamento em idosos mais longevos.

A IL-17 é uma citocina pré-inflamatoria, que desempenha um importante papel na
defesa imunoldgica, embora esta também esteja relacionada com vérias doengas autoimunes
como artrite reumatoide, esclerose maltipla e diabetes, para citar algumas!®®. Um estudo
anterior relatou que niveis reduzidos de Thl7 no envelhecimento se correlaciona com
aumento do risco de infec¢bes e mostrou que ocorre um aumento na frequéncia de células
Th17 efetoras em idosos saudaveis > 65 anos, sugerindo um papel importante dessa citocina
na defesa do hospedeiro®’. No entanto, pouco se sabe sobre os efeitos da IL-17 durante o
envelhecimento. Embora no nosso estudo 52% dos idosos sejam portadores de osteoartrite, 0
aumento de IL-17 foi caracteristica dos idosos classificados como robustos em comparagéo
com os idosos pré-frageis segundo o fendtipo de Fried!®, Nesse sentido, é tentador especular
gue essa citocina possa contribuir para melhorar o desempenho imunologico e contribuir para
o envelhecimento mais saudavel nesses individuos. Porém, vale a pena mencionar a
importancia de uma analise futura de possiveis diferencas nos niveis dessa citocina entre o0s

idosos com e sem osteoartrite.

A depressdo é uma doenca comum nos idosos e tem sido cada vez mais estudada a sua
relacdo com o sistema imune. Apesar de alguns estudos correlacionarem citocinas
inflamatdrias e depressdo®, nosso estudo ndo pode confirmar essa relagdo, uma vez que o
nimero de idosos com depressdao na nossa amostra ndo foi suficiente para uma analise

estatistica adequada.

A sarcopenia acomete grande parte da populacdo idosa e é considerada uma doenca
muscular esquelética, sendo uma das principais causas do declinio funcional®®®, Na pratica
clinica, a deteccdo de sarcopenia provavel envolve a avaliacdo de alguns sinais e sintomas,
tais como sensacdo de fraqueza, equilibrio estatico em pé, forca de membros inferiores
(MMII) através da tarefa de sentar-se e levantar-se da cadeira e a velocidade de marcha?°®2%°,
Nesse sentido, do ponto de vista clinico, os idosos com sinais que apontavam para sarcopenia,

foram classificados com “sarcopenia provavel”. Como um viés, ndo foram associados, na
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avaliacdo clinica, os testes que assegurassem o diagnostico de sarcopenia, como a avalia¢do
da composicdo corporal pelo método de densitometria por dupla emisséo de raios X (DEXA).
Considerando a importincia da sarcopenia no declinio funcional®®, decidimos avaliar se
haveria diferenca entre o perfil de citocinas dos idosos robustos sem sarcopenia provavel em
comparacdo com aqueles (independentes do estrato funcional) com sarcopenia provavel.
Observamos niveis plasmaticos significativamente aumentados de G-CSF, I1L-4 e IL-13 nos
idosos com sarcopenia provavel quando comparados com os idosos robutos, segundo os
critérios de Moraes!’? e ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre
os dois grupos quando foi utilizada a escala de Fried'® para a classificacdo de fragilidade. O
aumento de G-CSF nos idosos com sarcopenia provavel, poderia desempenhar um papel de
reparo do tecido muscular pelo aumento da producdo de neutrofilos. Ja foi relatado que a
reducdo de neutrofilos no musculo pode contribuir para o aumento da susceptibilidade a leséo
e a perda da qualidade de massa muscular?®. Por outro lado, 0 aumento de IL-4 e IL-13, com
atividades regulatérias, poderia exercer um efeito inibitério sobre a migracdo desses
neutrofilos nos idosos com sarcopenia, além de outras consequéncias ainda desconhecidas na

atividade muscular?®?,

Como as citocinas e quimiocinas sdo mediadores com fungdes variadas dependendo da
sua concentragdo e, principalmente, do contexto onde elas atuam, decidimos incluir na nossa
analise pelo menos um elemento desse contexto: a presenca de outras citocinas. Para essa
avaliacdo complementar do perfil inflamatério dos idosos, realizamos uma analise da
correlacdo das citocinas entre si, segundo as faixas etarias e a classificacdo dos individuos
pelos critérios de fragilidade (Moraes'’? e Fried'®°). Podemos observar que os centenarios
geraram um grafico com maior intensidade de cores, ou seja, evidencia-se que existe uma
forte correlacdo positiva ou negativa entre as citocinas/quimiocinas presentes, a0 mesmo
tempo, nesses individuos. A presenca de um nucleo nesse grupo (em azul escuro) se destaca
dos demais em relagdo as faixas etarias, bem como em relacdo a classificacdo de fragilidade
por ambos os critérios de funcionalidade. Nota-se, portanto, correlacBes positivas fortes entre
as citocinas IL1- B, FGF-b, G-CSF, GM-CSF, IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IFN-g, IL15,
MIP-10, dentre outras. Esse grafico de correlacdo indica, como ja discutido acima, que a
producdo concomitante de varias dessas citocinas/quimiocinas caracteriza o processo de
remodelamento (equilibrio) que podemos associar ao envelhecimento saudavel e a
longevidade. Sobretudo, como descrito por Franceschi e Bonafé'! (perceber que, apesar de

mais fragilizados, os centenarios sdo um grupo diferenciado dos demais e ndo devem ser
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tratados da mesma maneira)'!. Embora essas conclusdes necessitem de comprovagéo por um
nimero maior de individuos, nossos dados até 0 momento sugerem que esse remodelamento,
envolve a correlagdo positiva e negativa entre citocinas com agdes muitas vezes antagonicas
em um processo de equilibrio dindmico, que preserva os individuos dos efeitos deletérios do

inflammaging e permite sua sobrevivéncia até uma idade avangada.

Um terceiro tipo de analise realizado, foi a avaliacdo geral do perfil global das
citocinas, sem envolvimento de célculos estatisticos convencionais, utilizando o Gréfico em
Radar. Esse grafico é uma maneira de comparar a contribuicdo de todas as
citocinas/quimiocinas simultaneamente, utilizando a faixa de 50% dos niveis produzidos e,
portanto, a representatividade de cada uma delas no perfil global. Diferentemente dos gréaficos
ja discutidos, que realizam a analise isolada das citocinas, essa estratégia visual permite
avaliar uma maior contribuicéo relativa de cada citocina comparada com as demais, segundo a
categorizagéo funcional dos idosos, de acordo com ambos os critérios'’>18, Observamos, em
relacdo aos idosos classificados como pré-frageis por Fried’®® e Moraes'’?, que algumas
citocinas pro-inflamatérias (como IL-1 B e IL-12) ultrapassam a faixa de equilibrio de 50%,
se sobressaindo em relacdo as outras. Nos demais grupos, nota-se que tanto os idosos robustos
quanto os frageis (que se enquadram em idades mais avancadas como centenarios e quase
centenario), apresentaram uma tendéncia geral para um perfil mais equilibrado de
citocinas/quimiocinas pro- e anti-inflamatdrias. Nesse sentido, conforme descrito em outros
diversos estudos, o grafico em radar nos permite visualizar, ainda que em uma amostra
reduzida de idosos, a comprovacao da hipdtese do remodelamento de que a longevidade e o
envelhecimento mais saudavel estdo associados ao equilibrio na producdo sistémica de
citocinas/quimiocinas com ac¢es inflamatorias e anti-inflamatdrias. Este remodelamento pode
tornar o organismo mais eficiente em resposta a estressores imunologicos ao mesmo tempo
que garante o controle do inflammaging®®?>%3, Em concordancia com esta ferramenta
utilizada, um estudo anterior do nosso grupo avaliando a producdo global de citocinas por
células imunes inatas e adaptativas de individuos brasileiros (faixa etaria de 0 a 85 anos)
mostrou que diversas citocinas produzidas por leucécitos diferentes resultavam em distintas

contribuicAes globais ao longo da vida®’.

Ainda em relacdo ao grafico em radar, observamos que a citocina IL-12 no grupo pré-
fragil se sobressai em relacdo as demais citocinas desse mesmo grupo e também em relacéo
aos idosos classificados como robustos e frageis segundo Fried!®. A IL-12 é uma citocina

pré-inflamatoria e a sua desregulacdo pode ter uma associacdo positiva com a fragilidade
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fisica?®*. Essa mesma citocina também esta envolvida no desempenho cognitivo?®®. Nossos
dados preliminares sugerem que o equilibrio da produgdo de IL-12 pode estar associado ao
controle da fragilidade fisica e cognitiva?®*. Na classificacdo clinico funcional'’?, nota-se uma
maior contribuicdo dos niveis da citocina IL-1f no grupo em risco de fragilidade em
comparacdo com as demais citocinas, bem como nos grupos frageis e robustos. De fato,
alguns estudos demonstraram que niveis mais elevados de IL-1B estdo positivamente
associados com o desenvolvimento de deméncia?®>?%, Em acordo com esses resultados,
também observamos uma contribuicdo detectdvel de IL-1f em idosos pré-frageis com

comprometimento cognitivo, sobretudo a memoria.

Os dados do presente estudo devem ser interpretados dentro das suas limitagoes.
Apesar da grande relevancia em estudos imunogerontoldgicos sobre a patogénese da
fragilidade e o papel da inflamagdo crénica na longevidade saudavel, ainda é necesséario
estabelecer um critério padronizado na identificacdo da fragilidade, evitando a variabilidade
dos estudos*>2%”. Sem minimizar a importancia das doencas e embora tenhamos considerado a
importancia atual de avaliar a fungéo fisica e cognitiva, estratificamos os idosos segundo o
Fendtipo de fragilidade®, e a Classificacio clinico-funcional’?. Quando comparamos os dois
critérios de classificacdo dos idosos, nossos dados relativos ao perfil de citocinas/quimiocinas
plasméticas sugerem que o estado exclusivamente fisico (utilizado por Fried'®®) parece
discriminar melhor entre os grupos que apresentam alteragdes nos niveis circulantes dos
biomarcadores imunolégicos. Por outro lado, devemos relatar que apesar de ser um método
bastante utilizado em pesquisas, este pode ndo ser o mais adequado para detectar individuos
com declinio cognitivo mais avangado ou para prever e reconhecer riscos de fragilidade no
idoso robusto ou pré-fragil*®>2%, Nesse sentido, a razdo para tais discrepancias dos resultados
em relacdo as duas escalas de avaliacGes de fragilidade pode ser a falta de clareza na literatura
de uma definicdo Unica na forma de avaliar a fragilidade dos individuos, o que impacta na

precisdo e na sensibilidade dos biomarcadores individuais®®?.

Como um outro Vviés para o estudo, os centenarios classificados como frageis, mesmo
com a longevidade extrema e com toda caracteristica de um envelhecimento bem-sucedido,
podem ndo se enquadrar adequadamente no perfil de idosos extremamente saudaveis.
Portanto, vale mencionar que a categorizacdo de centenarios robustos, pré-frageis e frageis se
mostra necessaria para determinar uma longevidade excepcional, devido a sua

heterogeneidade de capacidade fisica e cognitiva!®’.

Devido ao numero restrito de voluntérios, ndo foi possivel fazer uma associacdo dos
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idosos com e sem comorbidades. Os idosos com doencas crénicas podem apresentar um
nimero maior de componentes inflamatérios quando comparados aqueles sem doencas
cronicas e estudos futuros devem incluir esses ajustes para investigar o melhor papel desses

componentes na previsdo da fragilidade.

Apesar das limitacGes, existem varios pontos fortes importantes neste estudo. Embora
os critérios de fragilidade de Fried!®® tenham produzido mais diferencas estatisticamente
significativas, a classificacdo clinico-funcional de Moraes permite uma caracterizagdo mais
completa e de maior relevancia para outras definices de funcionalidade. A fragilidade
cognitiva esta associada ao aumento do risco de incapacidade funcional e, por isso, comparar
dados imunoldgicos com a fragilidade fisica e o declinio cognitivo pode nos permitir
desenvolver intervencdes que previnam ambas as condicdes. A fragilidade parece fazer parte
de um estado de transicio entre a robustez e a incapacidade fisica e cognitiva?®®?’°, Na préatica
clinica, identificar marcadores imunoldgicos que estejam envolvidos tanto com a capacidade
fisica, quanto com a capacidade cognitiva em idosos em risco de fragilidade (ou pré-frageis)
poderia auxiliar nas intervengdes preventivas ou na reducdo da fragilidade nas suas fases
iniciais, com o intuito de promover a manutencdo da saude (funcGes fisicas, cognitivas e
mentais mais preservadas) e um envelhecimento mais ativo e autbnomo. Observamos ainda
que existe uma falta de clareza na literatura sobre os perfis inflamatdrios e sua relacdo com a
categorizagdo de individuos robustos, pré-frageis e frageis?’*, o que reforga a importancia

deste estudo.

No geral, por meio do grafico de radar, observa-se que os nossos dados fornecem
resultados que sugerem a presenca de mecanismos de imunomodulacdo em idosos robustos,
em especial nos centenarios (embora este grupo mais longevo ndo esteja classificado como
robustos segundos os critérios de fragilidade utilizados). Assim, esses mecanismos
compensatorios seriam fundamentais para se atingir a longevidade e um envelhecimento bem
sucedido!®’. Portanto, pode ser que o inflammaging e os efeitos que o contrapdem

desempenham um papel favoravel na longevidade!>*+.

Sugerimos que a investigacdo dos perfis de citocinas/quimiocinas de acordo com a
idade e a estratificacdo dos idosos pela sua independéncia e autonomia, sejam grandes
potenciais para preservar a saude imunoldgica desses individuos. Nesse sentido, avaliar
biomarcadores do sistema imune relacionados com a inflamacdo crbnica, bem como ao
processo de remodelamento, podem fornecer ferramentas Uteis para o estudo da fragilidade e

longevidade saudavel?’?. Além disso, podemos propor mais estudos sobre os pardmetros
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imunoldgicos nos centenarios associados a uma avaliacdo clinica diferenciada dos demais
individuos abaixo dessa idade, uma vez que o remodelamento do sistema imune foi uma

caracteristica particularmente relevante nesse grupo.

Mais estudos sdo necessarios para confirmar esses resultados e para estabelecer de
forma mais consistente os biomarcadores imunoldgicos do envelhecimento saudavel e da

fragilidade na populacdo brasileira.

9. Concluséao

Conforme a expectativa de vida aumenta em todo o mundo, a prevaléncia e as
consequéncias clinicas da fragilidade aumentardo rapidamente. Assim, o diagnéstico precoce
de fragilidade e intervencOGes para prevenir resultados adversos do envelhecimento séo
cruciais. Nossos dados sugerem que ha mudancas mensurdveis nos niveis de
citocinas/quimiocinas com a idade, bem como nos individuos de diferentes estratos
funcionais. Esse complexo remodelamento do sistema imune parece aumentar com a idade e
se associa a profundas mudancas da rede de citocinas/quimiocinas. Podemos propor que o
envelhecimento saudavel esta associado a adaptacdo e a remodelacdo do sistema imune ao
longo da vida. Nossos dados com centenarios e idosos robustos demonstraram que a
longevidade exige um melhor equilibrio entre a producdo de -citocinas/quimiocinas
inflamatorias e reguladoras, contribuindo significativamente para o envelhecimento mais

saudavel.

10. Financiamento
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12. Anexos

12.1- Anexol

‘ TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

1. Informacgées ao participante ou responsavel:

1.1. Vocé estd sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa intitulada
“Envelhecimento Saudavel em Populagoes Brasileiras”. O tempo de duracdo desta
pesquisa serd de 48 meses, sendo que a coleta de dados terd inicio em Novembro de 2018
e término em Dezembro de 2021. Caso concorde em participar desta pesquisa, ao final da
leitura deste termo de consentimento vocé deverd assind-lo em duas vias, sendo que uma
delas ficard com os pesquisadores responsaveis.

1.2. Essa pesquisa tem como objetivo entender quais os fatores bioldgicos estdo
relacionados ao envelhecimento saudavel na populagdo brasileira.

1.3. O envelhecimento estd geralmente associado ao aparecimento de doencas
inflamatérias cronicas, ao aumento da suscetibilidade a infecgdes ¢ a redugdao na
capacidade de realizar varias atividades fisicas e mentais. No entanto, algumas pessoas
envelhecem sem doencas e preservam muitas dessas capacidades. Chamamos esse
processo de “envelhecimento saudavel”.

1.4. Um pesquisador, através de um questiondrio, fara perguntas a respeito da sua satde,
dos seus habitos, da sua moradia e da sua familia. Vocé podera se recusar a responder
qualquer pergunta que por ventura lhe causar algum constrangimento.

1.5. Além do questiondrio, serdo necessarios alguns testes para verificar o seu estado de
saude. Esses testes serdo feitos a partir da coleta de materiais biologicos: fezes (para o
exame de parasitoses intestinais e avaliacdo da microbiota intestinal), urina (para verificar
os componentes secretados na urina), saliva (para avaliar os marcadores genéticos) e de
sangue. As fezes e a urina serdo coletadas por vocé mesmo(a) e serdo fornecidas
instrucdes do profissional da saude sobre como coletar esse material em suas consultas
de rotina. Os testes parasitologicos nas fezes serdo realizados no laboratério da
UNIVALE/UFIJF (ou no Centro de Pesquisas René Rachou) e a analise da microbiota sera
feita em uma instituicao parceira da Itadlia (UNIBO). O sangue sera coletado do seu brago
e serd utilizado para a realizacdo de outros testes como, por exemplo, o hemograma (que
mostra a contagem dos globulos vermelhos e brancos), o teste de ELISA, para medir
anticorpos e outras substancias presentes no sangue como as citocinas que irdo mostrar
como o seu organismo se defende de infecgdes, por exemplo. Sera necessario coletar
cerca de 20 mL do seu sangue.

1.6. Havera coleta, transporte, armazenamento e utilizagdo do material bioldgico humano,
somente para fins de pesquisa, sendo o mesmo destruido apds a utilizagdo ou fim da
pesquisa. Caso haja inten¢do de uso em pesquisas futuras ou compartilhamento com
outras institui¢des, o seu sangue/fezes podera ser usado em outras pesquisas, mas vocé
sera consultado(a) nesse caso.

1.7. O sangue sera coletado por profissional treinado que usara jaleco e luvas. Todo o
material utilizado para a coleta é estéril e descartavel. A coleta de sangue pode causar
leve dor local podendo, em alguns casos, levar a formacao de pequenos hematomas locais
e discreto sangramento. Poderdo ocorrer outros tipos de desconforto a vocé como tonturas
e desmaios, ou desconfortos psiquicos como ansiedade e medo. Isto serd levado em conta
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no momento da coleta e, caso seja necessario, sera providenciada uma coleta na posicao
deitada para evitar qualquer tipo de desconforto, constrangimento ou aborrecimento.

1.8. A saliva serd coletada utilizando-se um cotonete bucal estéril descartavel que sera
inserido gentilmente na sua boca e manuseado para raspar um pouco da saliva nas
bochechas. O material colhido sera armazenado em tubo apropriado. O procedimento ¢
indolor e leva aproximadamente 2 minutos. O procedimento pode causar desconforto,
mas ndo traz riscos a sua saude. O DNA isolado dessa amostra de saliva serd estudado
em busca de genes relacionados ao envelhecimento saudéavel.

1.9. As amostras de DNA serdo armazenadas no Laboratério de Imunobiologia do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG)
por um periodo maximo de 10 anos. Os dados gerados a partir dessas amostras serdao
armazenados no banco de dados dessa mesma instituicdo ¢ o seu nome sera codificado
para evitar a sua identificacdo. Somente o coordenador da pesquisa tera acesso a
identificacdo. Todos os resultados obtidos das analises genéticas estardo disponiveis caso
vocé solicite, eles serdo utilizados para os fins propostos neste projeto e somente poderao
ser utilizados para outras finalidades mediante a sua autorizacao.

1.10. Medidas de biosseguranca serdo adotadas em todos os procedimentos realizados
neste projeto visando salvaguardar o coletor de qualquer possibilidade de contaminagao
e também evitar injuria ao paciente no ato da coleta de coleta de sangue por puncdo
venosa. Serdo observadas medidas de seguranga também para acidentes cortantes ou
perfurantes e os riscos de contaminac¢ao sdo minimizados com a realizacao de antissepsia
do ponto de pungdo, assepsia das maos entre o atendimento dos pacientes e imunizagao
ativa contra tétano, difteria e hepatite B para todos os profissionais de satde envolvidos
neste projeto.

1.11. Caso os resultados dos exames laboratoriais sejam positivos para parasitoses, vocé
sera orientado adequadamente e encaminhado para tratamento gratuito. Os resultados
relativos ao seu hemograma (contagem de células no sangue) e de urina também serdo
entregues a vocé e fornecidas explicagdes com relagdo a esses resultados.

1.12. Vocé nao ¢ obrigado a fazer os exames ou a doar seu sangue. A recusa nao lhe
causara nenhum prejuizo nem gastos.

1.13. Suas amostras de sangue, fezes, urina e saliva serdo processadas no Centro de
Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ e encaminhadas posteriormente para armazenamento
no Laboratério de Imunobiologia da UFMG, por um periodo maximo de 10 anos, sendo
utilizadas para andlises desta pesquisa. Essas amostras também poderao ser utilizadas em
outras pesquisas, mas vocé sera consultado(a) se isso ocorrer. As amostras serdo
destruidas apés a realizagdo da atual pesquisa, ou com seu consentimento, apos pesquisas
futuras.

1.14. Dados dos atendimentos clinicos do ambulatorio de envelhecimento saudavel
(gerais, nutricionais e de saide) também serdo coletados dos prontuarios somente com

sua autorizacdo, conforme o Termo de Compromisso de Utilizagdo de Dados (TCUD —
Anexo 1).

97


81009485
Stamp

81009485
Stamp


1.15. A sua participag@o ou da pessoa pelo qual vocé ¢ responsavel, como voluntario, ndo
lhe conferird nenhum privilégio, ou seja, a pessoa nao receberd nenhum dinheiro pela
participagdo. Entretanto, serdo garantidos todos os cuidados necessdrios para sua
participag@o de acordo com seus direitos individuais e respeito ao seu bem-estar fisico e
psicologico e vocé podera retirar-se desta pesquisa em qualquer momento, sem que isto
lhe cause qualquer prejuizo ou constrangimento.

1.16. Este estudo contribuira para a identifica¢do de fatores biologicos responsaveis pelo
envelhecimento saudavel na populacdo brasileira e serd importante para a elaboracdo de
futuras politicas de satide que visem criar condigdes para que esse envelhecimento
saudavel esteja ao alcance de todos.

1.17. Serdo garantidos o sigilo e a privacidade de todas as informagdes, incluindo dos
resultados do material genético, que serdo resguardados, sendo reservado a vocé ou ao
seu responsavel o direito de ndo se identificar.

1.18. Na apresentagdo dos resultados seu nome nao sera citado, nem daquele pelo qual
vocé ¢ responsavel. Sua identificagdo serd mantida em sigilo durante todo o estudo e
apenas a coordenadora do projeto manterd essa informagao guardada em arquivo seguro.

1.19. A sua participag@o ¢ importante, pois auxiliard na busca dos fatores envolvidos no
envelhecimento saudéavel e na elaboracdo de medidas que ajudem na sua promog¢ao junto
a populagao brasileira.

1.20. Caso queira, vocé também pode tirar duvidas sobre o projeto junto ao Comité de
Etica da UFMG (informagdes de contato ¢ de endere¢o no item 2, logo abaixo) ou com
as pesquisadoras responsaveis Dra. Ana Maria Caetano de Faria (coordenadora geral do
projeto e professora da UFMG) no telefone 31 99741-0793 ou Dra. Gabriela Silveira
Nunes Abreu (coordenadora do projeto em Governador Valadares e professora da UFJF)
no telefone 33 99180-0050.

2. Identificacdo do responsavel pela execucio da pesquisa:

Titulo do Projeto de Pesquisa: Envelhecimento Saudével em Populacdes Brasileiras
Pesquisador Responsavel: Profa. Dra. Ana Maria Caetano de Faria
Instituicio de Origem da Pesquisa:
Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG
Instituto de Ciéncias Bioldgicas
Departamento de Bioquimica e Imunologia
Av. Antonio Carlos, 6627, Belo Horizonte, MG
Tel: 31-3409-2630 / 2640
Fax: 31- 3409-2640
Comité de Etica em Pesquisa:
Comité de Etica da UFMG
Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 - Unidade Administrativa II - 2° andar - Sala 2005 -
CEP: 31270-901 - Belo Horizonte - MG
Telefax: (031) 3409-4592 - e-mail: coep(@prpg.ufmg.br
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CONSENTIMENTO FINAL

Nome do Participante:

Responsavel (se necessario):

Eu , concordo em participar
da pesquisa, sob a responsabilidade dos coordenadores deste projeto, de forma livre e
voluntaria. Declaro que fui devidamente informado (a) sobre a pesquisa, assim como
sobre os possiveis riscos e beneficios da mesma. O sigilo e a possibilidade de retirada do
estudo também me foram devidamente informados.

Consentimento Opcional:

() Euconcordo que meu material bioldgico e genético sejam utilizados apenas para esta
pesquisa.

() Eu concordo que meu material biologico e genético possam ser utilizados em outras
pesquisas também, mas serei comunicado pelo pesquisador novamente e assinarei outro
TCLE, que darad explicacdes sobre como e para que o meu material bioldgico sera
utilizado.

Belo Horizonte/Governador Valadares, de de 20

Assinatura do Participante/Responsavel

Assinatura do Coordenador do Projeto de Pesquisa
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12.2 — Anexo 2: Questionario sociodemogréfico
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Nome:

Identificac&o/
codigo:

Data da Coleta:

Data de
nascimento:

Sexo: (M) (F)

Escolaridade:

Estado Civil: (casado) (solteiro) (Viuvo)

Tratamento de
agua/
esgoto (S) (N)

FOI COLETADO:

Fezes S) (N)
Urina S) (N)
Swab S) (N

Plasma e/ou soro plasma soro

Intervencao
Nutricional? (S) (N)

12 Consulta no
ambulatoério? (S) (N)

TCLE assinado? (S) (N)

Nimero de registro no HC:

Telefone:
Idade:
Profissao:
Possui casa propria? (S)
Jejum? (S)

Se sim, quanto tempo?

Se sim, desde quando?

(N)

(N)




12.3 Anexo 3: Vaores de citocinas/quimiocinas dos idosos acima de 80 anos atendidos nos anos

de 2018 e 2019, Belo Horizonte/M G

N2 1D/ Cédigo Idade (anos)

ESHC 009
ESHCO010
ESHCO11
ESHCO013
ESHCO014
ESHCO015
ESHCO16
ESHCO017
ESHCO018
ESHCO019
ESHC 020
ESHC021
ESHC 022
ESHC 023
ESHC025
ESHC 028
ESHC 029
ESHC030
ESHCO031
ESHC032
ESHC 034
ESHC 035
ESHC 036
ESHCO037
ESHC 040
ESHC 041
ESHC 042
ESHC 043
ESHC 044
ESHC 045
ESHC 046
ESHC 047
ESHC 048
ESHC 049
ESHC 051
ESHCO053
ESHC 054
ESHC 055
ESHC 056
ESHCO057
ESHC 058
ESHC 059
ESHC 060
ESHCO061
ESHC 062
ESHC 063
ESHC 064

84
92
102
80
88
100
100
90
92
90
87
90
98
104
86
101
89
108
87
103
82
86
83
80
88
87
100
92
85
80
84
86
82
85
81
81
97
82
84
102
80
82
94
81
92
95
82

Eotaxin (pg/mL)
1603,25
4270,9
5,45
24871,32
71690,69
72470,37
4798,4
27565,68
63657,32
43868,61
1254,91
38043,98
21142,84
1135,47
567,48
92004,05
7355,61
73745,54
43849,08
4887,85
5,86
490,88
9534,92
29,11
6870,96
12962,59
21249,81
19073,04
14077,97
1784,63
10059,05

14108,91
22771,3
34703,45
10176,87
28447,24
25602,63
11014,29
14792,46
1591,63
5785,49
54397,92
16857,7
13037,65
1507,47
19670,03

FGF basic (pg/mL)
30,37
9,2
9,12
35,78
24,76
22,71
22,44
26,12
21,63
52,44
22,57
29,03
21,08
90,81
4,9
36,57
17,22
26,84
24,76
10,98
1,74
11,83
15,57
1,74
22,97
19,06
30,81
31,46
11,83
19,21
13,79
8,35
17,85
14,52
17,06
6,94
10,98
15,22
14,16
12,24
15,22
12,24
21,35
14,52
11,2
6,94
10,98

G-CSF (pg/mL)
1419,14
461,64
236,47
953,17
399,89
428,89
1411,58
260,19
515,61
1503,07
981,23
362,61
221,69
1990,78
45,04
1707,36
550,07
344,24
226,83
116,23
145,15
69,55
182,93
33,97
383,48
240,97
306,77
265,31
167,34
197,17
368,94
185,97
189,41
167,34
215,25
106,97
83,66
232,62
318,85
360,71
171,24
179,04
298,49
197,17
172,54
233,26
133,36

GM-CSF (pg/mL)
0,92

1,73
1,36
0,92
0,47
2,86
0,57
0,72
1,56
1,18
0,54
0,74
2,43

0,97
1
1,51
1,53

0,37
1,1
3,02
0,66
1,83
0,87
0,5
1,12

0,31
0,52
0,54

0,28

0,26
1,47
1,49
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102

IFN-g (pg/mL)  IL-1b(pg/mL)  IL-1ra(pg/mL) IL-2 (pg/mL) IL-4 (pg/mL) IL-5(pg/mL) IL-6 (pg/mL)

4,63 0,86 108,01 3,31 2,75 8,68 108,74
232,47 0,33 1,81 1,33
10,58 0,74 115,26 1,3 0,56 16,42 4,25
44,84 6,18 765,73 4,12 6,77 12,63 21,38
17,83 0,63 173,3 1,88 6 8,92 3,43
9,25 0,16 243,71 3,55 5,94 24,79 7,16
18,69 0,47 357 8,09 3,59 28,77 18,72
6,65 0,16 127,28 6,01 4,69 6,49 1,44
6,16 1,07 252,87 1,55 5,21 6,36 6,22
47,75 22,51 1004,37 6,38 7,02 22,19 615,08
11,57 3,93 283,93 4,16 1,73 9,87 278,92
28,61 0,51 289,86 2,13 5,38 8,44 17,96
0,34 210,88 1,72 3,57 7,72 2,9
69,18 94,04 1021,51 12,12 7,56 47,51 1060,18
5,35 0,11 255,33 0,14 0,86 1,33 1,63
0,98 177,85 2,72 6,12 12,41 14,36
13,9 0,57 380,78 2,45 3,55 7,23 9,4
16,74 0,17 222,69 3,08 6,32 19,12 5,38
11,98 0,18 150,59 4,7 5,89 13,54 4,54
4,42 0,09 173,61 0,43 2,09 1,33 2,68
0,48 0,02 37,48 2,11 0,19 14,39 0,33
3,66 0,07 69,02 0,56 1,76 1,33 0,47
4,42 0,09 58,05 1,34 3,87 4,57 1,02
2,06 0,06 71,35 0,52 0,22 11,09 1,85
25,4 0,12 186,91 5,15 5,3 22,92 6,93
5,86 0,11 55,39 1,22 4,34 7,47 0,99
16,21 0,24 246,66 5,97 5,42 12,63 3,45
10,76 0,26 109,8 2,69 6,5 10,8 1,56
8,08 0,17 187,37 1,72 2,1 7,72 1,48
10,39 0,11 149,98 6,41 4,1 14,65 3,75
4,53 0,11 146,15 0,96 2,65 2,95 9,9
0,03 224,53 4,1 16,7 0,07
7,04 0,1 117,59 0,61 4,62 5,22 1,25
4,58 0,08 71,22 0,52 3,49 6,24 1,4
10,21 0,08 100 0,61 4,17 4,83 1,02
2,59 0,05 130,6 1,33 1,01 0,32
2,46 0,05 74,97 0,24 1,87 1,79 0,76
2,33 0,1 108,85 0,96 2,7 2,38 0,95
5,41 0,09 138,28 0,61 3,14 3,64 1,02
3,66 0,06 100,45 0,43 2,67 3,64 0,62
3,88 0,1 84,15 2,45 2,97 3,23 1,52
2,71 0,08 51,82 0,14 2,08 3,64 1,48
5,16 0,11 94,37 4,7 5,31 12,63 2,84
8,88 0,08 64,48 5,52 3,21 8,68 2,62
3,25 0,05 102,21 0,24 2,41 0,68 1,79
4,37 0,04 98,56 0,33 1,03 6,98 1,73

0,06 86,23 0,52 2,65 2,24 0,47



103
IL-7 (pg/mL)  IL-8 (pg/mL)  IL-9(pg/mL)  IL-10 (pg/mL)  IL-12 (pg/mL)  IL-13 (pg/mL)  IL-15 (pg/mL)

202,18 2,49 0,72 1,44 267,12
31,15 3,24 0,42 0,78 121,4
204,23 12,35 1,01 0,19 0,27 324,45
14,66 2290,47 22,13 6,47 0,87 4,73 327,28
56,39 0,77 8,22 0,76 4,12 219,15
16,11 31,95 21,98 8,45 0,42 3,05 233,5
37,35 52,77 19,73 3,81 9,09 6,85 497,17
43,21 15,49 6,92 6,93 3,16 192,4
10,08 187,86 9,71 5,95 0,42 2,65 158,43
6 393,22 15,24 8,53 0,46 3,14 310,03
2,22 226,87 8,26 3,35 1,91 0,67 206,06
33,51 12,35 6,39 0,34 3,12 184,3
12,52 37,75 73,57 5,95 1,05 2,27 211,73
5,45 1,98 2,54 636,46
61,36 1,08 0,42 0,2 88,61
84,6 14,09 7,87 0,76 3,23 307,1
10,25 643,02 18,08 4,74 1,68 2,31 254,02
5,23 12,95 8,14 2,35 4,19 370,67
13 5,78 10,96 8,45 3,24 3,35 295,17
5,25 4,48 9,26 2,25 0,19 1,2 62,59
4,8 2,84 0,61 0,03 216,34
4,63 4,34 2,95 1,89 0,64 0,77 74,49
10,25 5,49 9,61 3,58 0,42 2,19 158,43
4,74 6,34 0,49 1,24 0,56 215,46
15,18 8,29 11,55 4,29 546,67
10,85 2,93 9,81 6,39 1,5 2,94 175,96
3,52 9,56 9,32 3,9 3,8 332,9
21,73 2,65 43,75 11,35 1,68 6,35 196,36
7,8 8,58 7,55 4,88 3,35 1,75 167,35
11,48 2,84 11,95 5,37 3,49 4,32 365,43
8,18 3,32 12,15 2,87 0,12 1,71 131,97
11,33 1,22 0,04
3,49 34,54 5,3 0,12 3,4 101,37
3,32 6,34 5,02 0,42 2,31 124,13
2,76 4,81 0,42 2,68 134,52
1,65 2,47 2,84 0,19 0,48
3,35 1,98 1 2,19 0,16 0,56
8,18 4,85 3,94 6,1 1,46 0,97 62,59
10,38 19,17 7,25 5,02 0,42 1,94 101,37
11,01 11,3 5,09 0,12 1,75 66,71
3,66 2,31 1,24 3,61 171,69
1,98 19,63 4,08 0,34 1,37 113,13
12,64 3,83 9 0,34 3,51 286,02
12,02 2,67 8,51 5,23 5,75 1,35 273,51
16,48 2,87 10,06 5,34 0,34 1,15
0,98 6,94 1,95 0,42 0,56 24,79

2,93 4,87 2,9 0,87 1,65 24,79



IL-17(pg/mL)

6,11

13,25
4,79

0,75

4,69

2,71
0,9
2,21
3,42
0,9

3,69
7,39
3,21
7,56
2,87

4,44

1,81
3,21
3,14

2,27
1,51

1,35
0,65

IP-10 (pg/mL)
21059,32
10089,32

22928,1
7266,79
18141,56
93019,75
14488,59
24913,75
30193,76
3882,76
20405,61
27383,18
9162,93
10111,52
8461,48
4030,13
25163,38
3044,3
9563,12
16022,45
2062,84
1693,8
25756,43
12483,88
6535,16
4732,11
3607,22
9039,09
4015,95
7013,49
61195,46
5,27
7879,97
10589,35
10361,7
4433,65
9226,45
33904,89
7426,19
39180,43
1693,8
7776,03
9894,3
6630,34
11832,66
26419,97
15729,99

MCP-1(MCAF) (pg/mL)
69,85
1,56
12,46
191,85
17,57
11,63
23,89
54,92
22,66
32,28
44,87
232
50,86
49,51
3,85
70,05
56,14
143,08
44,42
30,4
2,32
21,11
28,6
6,39
58,02
35,89
29,05
91,15
30,2
28,68
6,49

37,76
43,02
69,11
20,99
3,85
3,33
5,36
10,05
25,45
7,64
15,4
4,1
41,21
31,48
22,61

MIP 1a (pg/ML)
128,21
2,59
8,96
59,17
6,49
5,81
95,08
2,2
17,39
227,48
87,32
5,06
3,39
234,99
1,42
211,58
10,97
2,48
1,41
3,67
7,52
1,04
3,1
1,26
4,72
2,58
1,54
1,69
2,55
1,75
6,42
1,1
1,04
1,52
1,28
1,25
2,04
3,42
4,6
9,58
3,48
3,57
1,65
1,48
1,67
5,53
1,6

MIP 1b (pg/mL)
735,77
144,07
357,17

1704,35
709,4
350,15
513,13
199,44
651,59
5277,99
1493,37
233,84
420,42
38668,05
141,65
1077,16
1190,46
204,81
166,09
153,43
57,5
63,13
225,61
211,72
186,12
160,48
154,95
160,82
118,81
87,1
198,74

213,61
89
112,27
57,76
71,4
197
416,21
261,12
155,12
129,53
111,12
71,29
68,5
155,23
73,88

PDGF-bb
9638,23
1350,22
6036,96
19845,3
546,13
1461,55
2668,4
880,44
4682,53
26225,94
11566,35
8668,92
26279,53
8460,78
1115,13
8614,47
62575,56
4442,92
1317,55
1190,78
445,17
2072,5
723,83
1177,51
570
387,99
145,17
1185,47
2046,69
418,39
345,46
1063,49
270,34
442,04
732,35
77,31
413,62
657,9
245,35
153,45
473,15
427,88
322,03
689,57
746,52

368,5
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RANTES
25877,06
11792,97
24091,18

17483,1
13994,36

7803,23
11698,83
45907,72
16224,44

8575,38
17517,54
22730,72
19952,41

2016,43
63873,04
21249,34

15056,5
21477,23
13210,15
10162,09

787,09

1048,26

5037,05

3565,46

5730,23

3616,09

6675,52

7140,61

3987,75

6959,89

7341,73

12,93
3999,41
4999,71
6266,06
8277,36
4110,29

7286,56

7621,31

3510,02

8845,29

6020,61

4356,77

1761,56

5355,35

5209,99

3715,6

TNF-a (pg/ml) VEGF (pg/mL)

22,16

19,06
21,88

19,92
44,68

53,94
24,91

14,19

20,77

14,51
9,9
4,48
4,23
13,04
8,77

8,97
18,55
21,06
12,54
17,51
22,43

6,22

1,92
4,6
7,18
14,02
7,79
11,34
5,43

16,08

379,14

246,32
382,5
186,98
242,18
242,18

426,69

346,49

104,95
138,8
75,67

159,99

244,26
124,68
260,56
146,93

130,42
127,56
100,12
103,35
79,4
118,79
172,52

150,91
141,54
165,06
73,77
1,12
129
91,79
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