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RESUMO

Os processos de estresse e envelhecimento tém sido associados, em humanos e
em uma variedade de espécies animais, a varias alteracdes funcionais do sistema imune.
Tais modificagdes podem ser observadas tanto em 6érgdos linféides quanto nos
componentes celulares do sistema imunolégico. O estresse pode ser definido como o
nivel alterado da homeostase para o qual o organismo encontra problemas de ajuste.
Geralmente consideramos o envelhecimento como um processo que se inicia em fases
muito tardias da vida, mas as alteraces biolégicas e principalmente as imunoldgicas
sdo um fenbmeno gradual e constante durante todos os periodos do desenvolvimento
desde o nascimento. A senescéncia & apenas uma fase final onde essas mudancas
gradativas se acumulam e se acentuam. Ambos 0S processos resultam em uma
variedade de alteracfes biologicas em que elementos do sistema imune, mediadores
neurologicos e hormonais apresentam grande importancia. Neste trabalho, nos
comparamos as mudancgas que ocorrem ao longo do processo de envelhecimento e
aquelas desencadeadas pelo estresse crénico de contencdo. Camundongos machos
BALB/c de 8 semanas de idade foram submetidos ao estresse fisico de contencédo por 2
horas, por 5 dias consecutivos. Vinte e quatro horas apos a Ultima sessdo de estresse, 0s
animais foram sacrificados. NOs também analisamos camundongos machos BALB/c de
52 semanas de idade comparado ao controle de 8 semanas de idade. Os animais
estressados apresentaram diarréia, queda de pélo, aumento do ndmero de neutrofilos
mas reducdo dos linfécitos periféricos do sangue e um aumento dos niveis plasmaticos
de cortisol de dehidroepiandrosterona (DHEA). Em camundongos BALB/c senescentes
de 52 semanas de idade, a producao de imunoglobulinas séricas (Ig total, IgM, IgG, IgA
e IgE) e de IL-4 pelos esplendcitos aumentam. Interessantemente, ambos animais
estressados e idosos apresentaram uma reducdo drastica do peso timico e da sua
celularidade (aproximadamente 82% e 50% na regido cortical), alteracdes em alguns
isotipos de imunoglobulinas (como aumento de IgE sérica) e altos niveis de IgA
secretdria (slgA) no intestino. A producdo de IL-2, IL-6 e IFN-gama pelos esplendcitos
estimulados in vitro com concanavalina A (Con A) ou com anticorpos monoclonais
anti-CD3/anti-CD28, e a IL-6 plasmatica também estava elevada em ambos. Entretanto,
o perfil fenotipico de linfocitos T e B do bago, do sangue e do linfonodo mesentérico

(LnM) sdo opostos, com predominio de um perfil de células virgens nos animais

XVII



estressados, e de memoria/ativacdo, no envelhecimento. Nossos resultados sugerem que

0 estresse cronico resulta em varias alteracfes que sdo observadas nos animais idosos.
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ABSTRACT

The aging and stress processes have been associated with alterations in the
activities of the immune system. These modifications can be observed in lymphoid
organs as well as in cellular components of the immune system. Stress is defined as any
alteration in the functional and homeostatic stimulation of the organism. Usually, aging
is considered as a process that starts in long periods of life, but the biological, and most
important, immunological alterations are gradual and constant phenomena during all
periods of development since birth. On the other hand, senescense is a final step in the
gradual process of aging when biological changes are accumulated and accentuated.
Both processes result in a variety of biological alterations among which hormones,
neurological mediators and immunological elements play an important role. Herein, we
compare the changes brought about by senescence and by chronic restraint stress. Eight-
week-old BALB/c male mice were submitted to stress by physical contention for 2
hours for 5 consecutive days. Twenty-four hours after the last stress session, mice were
sacrificed. We also analysed 52-week-old BALB/c male mice as compared to control 8-
week-old mice. Stressed animals had diarrhea, hair loss, increase in the neutrophil
numbers but reduction in lymphocytes in periférico blood and an augment of cortisol
and dehidroepiandrosterona (DHEA) in plasma levels. In 52-week-old senescent
BALB/c mice, production of serum immunoglobulins (total Ig, IgM, IgG, IgA and IgE)
and IL-4 from splenocytes increases. Interestingly, both stressed and old animals
showed drastic reduction of thymic weight and thymic celularity (approximately 82%
and 50% in the cortical region), alterations of some serum immunoglobulin isotypes
(such as increase of serum IgE) and high levels of secretory IgA (slgA) in gut.
Production of IL-2, IL-6 and IFN-gamma by spleen cells stimulated in vitro with
Concanavalina A (Con A) or with monoclonal antibodies anti-CD3/anti-CD28, and
plasmatic IL-6 were also increased in both. However, in stressed mice, the phenotypic
profile of T and B cells in blood, spleen and mesenteric lymph node were naive while in
aging there were a prevalence of memory/activated cells profile. Our results suggest that
chronic stress result in immunological and morphological alterations that are similar to

the ones observed in aged animals.
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Afinidades Imunoldgicas entre o Envelhecimento e o Estresse Cronico

1. INTRODUCAO



Introducéo

Levantamentos estatisticos do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica em
2005 mostraram que a expectativa de vida humana aumentou consideravelmente nas
ultimas décadas. Estima-se que a populacdo de individuos acima dos 80 anos de idade,
que hoje é de aproximadamente 1 (um) milhdo, aumente 5 vezes até o ano de 2050,
sendo que em mulheres esse valor pode ser 9 vezes maior. (IBGE, 2005). Podemos
relacionar esse aumento a vérios fatores, como melhoria dos sistemas de salde e
sanitario, grande desenvolvimento da medicina, maior acesso a informacdo, dentre
outros. No entanto, esse crescimento nem sempre esta vinculado a uma melhoria da
qualidade de vida da populacdo. Sabemos que o ritmo da vida moderna esta cada vez
mais acelerado e essa aceleracdo se associa, na maioria das vezes, a um estado constante
de estresse e a doencas claramente psiquiatricas como a ansiedade e a depressao assim
como a sindromes psicossomaticas (Lauc et al, 1998; Mello et al, 2003; Reiche et al,
2004). Esta bem documentada na literatura também a influéncia do estresse em doengas
cronicas e degenerativas como as alergias e as doencas autoimunes em geral. Assim,
dois processos distintos, porém sobrepostos, estdo presentes como componentes da vida
moderna: 0 aumento da expectativa de vida e 0 aumento dos fatores de estresse
causadores de disturbios clinicos importantes.

Vaérios autores afirmam que, em humanos, muitas das alteragcdes observadas no
envelhecimento sdo semelhantes as vistas durante o estresse. Ambos 0s processos tém
sido associados a varias alteragdes funcionais do sistema imune. Diversas modificacdes
ocorridas durante o envelhecimento, como involugdo timica, reducdo de células T
virgens e baixa capacidade proliferativa das células T em humanos, sdo similares aos
efeitos encontrados durante o estresse cronico. Alguns pesquisadores acreditam que a
senescéncia pode ser considerada até mesmo como um tipo de estresse crénico (Bauer,
2005). Por causa disso, nosso objetivo, nesse trabalho, sera estudar, com maiores
detalhes, os efeitos decorrentes de ambos o0s processos utilizando um modelo

experimental murino.

1.1 - A Senescéncia e a imuno-senescéncia

Geralmente consideramos o envelhecimento como um processo que se inicia em

fases muito tardias da vida, mas as alteracbes bioldgicas e principalmente as
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imunoldgicas sdo um fendmeno gradual e constante durante todos os periodos do
desenvolvimento desde o nascimento. A senescéncia & apenas uma fase final onde essas
mudancas gradativas se acumulam e se acentuam (Malaguarnera et al, 2000, revisado
por Bauer, 2005).

A imunosenescéncia tem sido bem descrita em humanos e em varias espécies
animais sendo acompanhada de muitas alteragdes funcionais no sistema imune. Tais
modifica¢fes podem ser encontradas tanto em 6rgaos linfoides quanto nos componentes
celulares do sistema imune (Takeoka, 1996).

O termo imunosenescéncia se refere a um declinio da atividade do sistema imune,
encontrada durante o envelhecimento, que se acredita poder ser responsavel pelo
aumento da susceptibilidade a doencas infecciosas, cancer e doencas autoimunes
(Solana & Pawelec, 1998).

Segundo Pierpaoli (1998), o envelhecimento é causado por um desarranjo nos
mecanismos de regulacdo do sistema central de sincronia e adaptacdo neuroendocrina e
imunologica, denominado complexo pineal. A glandula pineal estd relacionada a
regulacdo do ciclo circadiano, secrecdo de melatonina, funcdes hormonais e imunidade
(Pierpaoli, 1998). Esta glandula é controlada pela quantidade de luz, sendo que a
presenca da mesma € capaz de ativa-la levando a secre¢do de melatonina. Essa ultima
afeta a secrecdo de hormonios gonadotroficos pela hipofise anterior (Guyton & Hall,
1996). Receptores de melatonina sdo encontrados em varias células e tecidos, inclusive
do sistema neuroimune-endocrino. Durante a senescéncia, hd um decréscimo das
atividades da glandula pineal. (Pierpaoli, 1998).

A senescéncia estd associada também a alteragdes nas atividades globais do
sistema imune, tanto no sistema imune inato quanto no adaptativo. Em relacdo ao
sistema imune inato, ha uma perda da capacidade fagocitica, principalmente em
neutrofilos; um decréscimo na geracdo de radicais 0xidos e da explosdo respiratoria,
embora ocorra um aumento na producéo de citocinas pro-inflamatorias como IL-1, IL-6
e TNF (Straub, 2000).

Alguns trabalhos mostram que o sistema imune inato pode estar muito bem
preservado nos chamados velhos saudaveis. Recentemente, novos estudos tém focado
sua atencdo em individuos centenarios, comprovando que o envelhecimento ndo esta
necessariamente associado a uma deterioracdo do sistema imune e varias atividades
imunoldgicas sdo substituidas por mecanismos compensatorios. Um exemplo disso séo

as células NK que estdo bem preservadas em individuos idosos saudaveis, sendo
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possivel observar um aumento do seu nimero e da sua atividade citotoxica com o
avangcar da idade (Franceschi et al, 1995; Comin et al, 2007).

As mudancas que ocorrem no sistema imune adaptativo incluem um decréscimo
na proliferacdo de células T e B, principalmente pela grande diminuicdo de producéo de
IL-2 e seu receptor — IL-2R; diminui¢do das células virgens ou virgens, aumento das
células de memaria e uma mudanca no perfil de secrecdo de citocinas do tipo Thl para
0 tipo Th2 (Straub, 2000; Bauer, 2005). A citocina IL-2 possui grande importancia na
proliferacdo de linfdcitos, pois ela é considerada um fator de crescimento para linfocitos
T estimulados por antigenos e é responsavel pela expansao clonal das células T ap6s o
reconhecimento antigénico (Abbas & Lichman, 2005). Esses fen6menos também sdo
vistos durante o estresse cronico (Bauer, 2005).

A reducdo na producdo de IL-2 no envelhecimento € vista principalmente em
células virgens enquanto que em células de memoria permanece inalterado. A literatura
mostra que administracdo de vitamina E é capaz de elevar a proliferacdo celular e a
producdo de IL-2 pelas células virgens, mas ndo pelas células de memdria. Assim, a
vitamina E se caracteriza pela capacidade de ativacdo de células virgens em idosos
(Adolfsson, 2001).

Ao contrario da IL-2, a producdo das citocinas IL-4, TGF-B e¢ IFN-y esta
aumentada em idosos, mas ndo foram encontradas diferencas na producéo de IL-10
nesse mesmo periodo da vida quando comparado com aquela observada com jovens
(Forsey et al, 2003; Born et al, 1995; Thoman, 1997). A influéncia do envelhecimento
na secrecdo de IL-10 ndo é, no entanto, um consenso e outros trabalhos indicam que
ocorre um aumento na producdo de IL-10 em macrofagos durante a senescéncia
(Pawelec, 2000).

As células apresentadoras de antigenos (APCs) apresentam baixa expressao de
moléculas de MHC (complexo de histocompatibilidade principal) de classe I,
diminuicdo da capacidade de trafego e processamento de imuno-complexos (Straub,
2000; Herrero et al, 2002).

Foi demonstrado também que o envelhecimento esta associado a alteracdes

significativas nas células T periféricas. Foi observada uma diminui¢do da proporcdo de

linfocitos T CD4*, mas ndo de células T CD8*, quando comparados com animais
controle (Collaziol et al, 2004).
Existem relatos na literatura mostrando que o envelhecimento esta relacionado a

alteracbes nos fenotipos e freqiiéncia dos tipos de linfocitos do sistema imune. Tais
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alteragfes podem incluir mudancas nos marcadores de membrana como o receptor de
adesdo (CD44), receptores ligados a migracao de linfocitos para linfonodos periféricos
(CD62L e CD45RB), e moléculas co-estimulatorias (CD28) responsaveis pelos
fenotipos de memaria ou virgem de linfocitos T.

Em idosos, ocorre um aumento da expressdo de marcadores de células ativadas e
de memoéria. Segundo Solana & Pawelec (1998), durante o envelhecimento, em
humanos, ha uma reducdo da expressao de moléculas que caracterizam um fendtipo de
células virgens na superficie de linfocitos T CD4+ e CD8+ (caracterizados pela
expressdo de CD28", CD62L", CD45RB" e CD44'°). Por outro lado, a freqiiéncia de
células ativadas seria bem maior (caracterizada pela expressdo de CD28'°, CD62L",
CD45RB'" e CD44") (Thoman, 1997; Solana & Pawelec, 1998).

Uma das alteragdes no sistema imune associadas ao envelhecimento é a diferenca
no padréo de sintese de citocinas pelos linfocitos de animais idosos, uma vez que as
células T virgens secretam um perfil de citocinas diferente das células T ativadas.
Segundo Engwerda, Fox e Handwerger (1996), o aumento da producdo de IFN-y e o
decréscimo da producdo de IL-2 sdo detectados apenas nos linfocitos T do baco de
animais idosos, quando comparados com animais controles (Engwerda, Fox &
Handwerger,1996).

Os mecanismos fisioldgicos que regulam a proporcéo de celulas virgens ou de
memoria na periferia sdo desconhecidos. Recentemente foi proposto que o acumulo de
células de memoria se deve a um aumento da expressdao de CD95 em células virgens,
aumentando sua sensibilidade a apoptose (Collaziol et al, 2004). A explicacdo mais
aceita, no entanto, propée que o decréscimo do numero de linfocitos virgens € um
resultado direto da reducdo da producdo de novos linfocitos no timo (Linton &
Dorshkind, 2004). Embora o timo continue funcionalmente competente em idosos, o
percentual de exportacdo € insuficiente para repor as células T virgens perdidas
diariamente na periferia. O nimero de timdcitos emigrantes decai e a proliferacdo
homeostatica das células residentes € requerida para manter o pool celular. Como
conseqliéncia disso, ocorre um aumento progressivo do nimero de células de memoria,
apresentando, porém, uma divesidade restrita e uma tendéncia, entdo, a
oligoclonalidade. Com o tempo, essas mudancas se tornam mais pronunciadas e estdo
fortemente associadas com o aumento da incidéncia de doengas autoimunes, diminuicao
da capacidade de resposta frente a novos antigenos e até mesmo reducdo da expectativa
de vida (Berzins et al, 2002).
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No caso dos linfocitos B, a diminuicdo de células B progenitoras da medula
6ssea tem também um efeito direto sobre o pool periférico de células B virgens. Como
0 numero total de linfécitos T e B na periferia ndo se altera, esse nimero € mantido, ao
longo da vida, pela proliferagdo chamada de homeostética dos linfocitos ativados.
Assim, a reducdo na producao desses dois tipos de linfocitos, leva ndo s6 ao acimulo de
linfocitos de memoria como também a geracdo de um repertorio oligoclonal (revisado
por Weng, 2006).

O sistema imune adaptativo depende da habilidade dos linfécitos em se
dividirem em resposta a um desafio antigénico. O tamanho do telémero pode agir como
um fator limitante desse processo. Pelo fato do mesmo ser essencial para a manutengédo
da integridade cromoss6mica, células com encurtamento dos teldmeros podem cessar a
divisdo celular e entrar em apoptose. A reducdo dos telémeros em linfécitos foi
primeiramente demonstrada durante a diferenciacdo de células T CD4+ e CD8+ virgens
para células de memoria sendo que essas Ultimas apresentam teldmeros mais curtos que
as primeiras. Dessa forma, o tamanho do telébmero ndo sé controla a atividade
replicativa celular, como € um marcador do declinio da funcdo das células T associadas
ao envelhecimento (Weng, 2006).

Uma conseqliéncia direta do decréscimo de linfécitos T virgens no
envelhecimento é a diminuicdo da diversidade do repertorio antigeno-especifico.
Analisando a cadeia V3 do TCR em células T humanas, constatou uma reducédo desse
repertério de 108 em individuos adultos para 10° em idosos (Weng, 2006).

A senescéncia também € caracterizada por disfuncdes na imunidade humoral, com
a reducdo, em animais experimentais e humanos idosos, da producdo de anticorpos
especificos para antigenos externos (Bauer, 2005). O sistema imune do idoso produz
anticorpos de baixa afinidade, diminuindo a protecdo conta infecc@es e autoreatividade.
Foi descrito também que o numero e a atividade de células B permanece intacta no
envelhecimento, mas hé alteracGes na geracdo das mesmas. Estas mudancas incluem um
defeito dos genes V e uma diminuicdo do desenvolvimento de subtipos de células B,
através de uma diminuicdo dos precursores pro-B e pré-B (Klinman & Kline, 1997). A
capacidade de auto-renovacao parece ser suficiente para garantir o nimero de células B
na periferia. Uma consequéncia direta desses dois fatos € que a producdo constante e
estavel de células B e de imunoglobulinas é mantida, nos individuos e animais idosos,
por linfocitos B ativados de memdria. Aparentemente, as imunoglobulinas produzidas

por células B de memoria apresentam diferentes tipos de genes V mas o mecanismo de
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hipermutacdo somética nesses linfocitos é ineficiente (Song, 1997). Devido a essas
modifica¢bes, pode-se observar uma mudanga no repertério de células B, com
diminuicdo de células B virgens, e consequente comprometimento da diversidade
(Weksler & Szabo, 2000).

As alteracGes no sistema imune associadas ao envelhecimento também podem ser
observadas nos tecidos linfoides associados a mucosa. Existem relatos mostrando que o
padrdo de imunoglobulinas da classe IgA presente no intestino esta alterado durante o
envelhecimento. Os niveis de IgA no muco intestinal e no soro de animais idosos esté
aumentado em relacdo aos animais jovens embora o nivel de imunoglobulinas do
isotipo IgM se encontre inalterado durante o processo de envelhecimento (Senda, 1988).
Outro estudo afirma que a producdo de IgA pelos plasmdcitos se mantém inalterado
nessa fase da vida, mas a migracdo destas células para sitios efetores no intestino pode
estar comprometida (Schmuker, 2001).

Em relagdo a mudancgas no sistema enddcrino durante o envelhecimento, pode-se
observar uma diminuicdo na concentracdo dos horménios Dehidroepiandrosterona
(DHEA), sua estrutura sulfatada (DHEA-S), estradiol, progesterona e testosterona tanto
na adrenal quanto nas gonadas. Esse decréscimo é acompanhado por um aumento de
alguns hormdnios hipofisarios como o horménio adrenocorticotrofico (ACTH). Da
mesma maneira, horménios como a prolactina e o hormdnio do crescimento (GH)
também estdo diminuidos (Straub, 2000; Bauer, 2005). A reducdo na secrecdo de
DHEA esta morfologicamente relacionada a uma atrofia da zona reticular da glandula
adrenal (Bauer, 2005). Esse hormdnio e sua forma sulfatada apresentam propriedades
imunomodulatorias, incluindo aumento da producdo de IL-2, diminuicdo de IL-6 e
TNF-a, inibi¢do na diferenciacdo de células NK e da proliferacdo de linfocitos (Daynes,
2006; Bauer, 2005). Uma diminuicdo de testosterona, estrogenos e DHEA pode levar a
um aumento das citocinas IL-6, IL-10 e TNF. Um declinio na producdo de DHEA esta
diretamente relacionado com o elevado indice de IL-6 e IL-10 (Straub, 2000,
Daynes1996).

Relatos na literatura indicam que uma reducdo dos hormdnios GH e prolactina
pode prolongar o tempo de vida dos individuos. Camundongos dwarf (andes),
geneticamente deficientes em ambos 0s hormdnios, sdo capazes de viver até quatro anos
sendo que camundongos normais vivem, no maximo, 2 anos. A hiper-expressao de GH

em camundongos esta associada a um envelhecimento prematuro. Os possiveis
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mecanismos de acdo desse hormonio na senescéncia incluem efeitos no metabolismo,
NOS recursos energéticos e na maturacao sexual (Brown-Borg, 1996).

Existem evidéncias mostrando que o envelhecimento, assim como o estresse, esta
associado a ativacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), resultando num
aumento de ACTH e cortisol, como também de catecolaminas através da ativacdo do
sistema nervoso simpatico (SNS), capaz de modular a resposta imune. Dessa maneira, é
cada vez mais dificil dissociar mudancas neuroenddcrinas, observadas na senescéncia,
com aquelas produzidas por um estimulo psicolégico (Bauer, 2005). Ainda de acordo
com Bauer (2005), parece razoavel especular que o aumento da secrecdo de cortisol e
da reducdo de DHEA pode contribuir com as alteragdes imunoldgicas observadas
durante o envelhecimento, que sdo idénticas as encontradas durante o estresse crénico
(Bauer, 2005).

Apesar de todas essas mudancas, uma questdo ainda permanece: Se essas
modificagOes tém alguma relacdo com a sobrevivéncia do individuo. Recentes estudos
sugerem que a combinacdo do status imunologico, incluindo alta proliferacdo de células
T, aumento do nimero de linfécitos B, de linfécitos CD4* e células CD16" (células
NK) podem aumentar as chances de sobrevivéncia em até 2 anos a mais, em humanos
idosos (Straub, 2000).

1.2 - Efeitos do envelhecimento e do estresse no timo

O envelhecimento, bem como o estresse, resultam em uma variedade de
alteracdes biologicas em elementos do sistema imune, mediadores neuroldgicos e
hormonais.

O principal efeito de ambos 0s processos no sistema imune pode ser observado
no timo, local primario para desenvolvimento de células T. Esse 6rgao consiste de dois
lobos localizados atras do esterno. Pela analise histoldgica, podemos perceber que este
ainda se divide em duas regides: o cértex, que contém uma densa populacdo de
linfocitos T, e a medula, que, além de linfécitos T, contém linfocitos B, macréfagos,
células NK, dentre outras. Pelo fato de o timo apresentar principalmente linfocitos e
células epiteliais, este é descrito como um érgao linfoide. Os precursores dos linfocitos
T se originam na medula dssea e migram para o cortex timico, diferenciando-se nesse

orgdo em sub-populacdes: linfécitos T auxiliares e citotoxicos que podem ser
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distinguidos pelas moléculas de membrana CD4 e CDS8, respectivamente. Apos a
selecdo timica, os linfocitos T migram para os diversos 6rgdos linfoides (Westermann
& Exton, 1996).

A principal fun¢do do timo ¢ a “educacdo” dos linfocitos T: estes aprendem a

distinguir entre os antigenos proprios e ndo-proprios atraves da apresentacdo feita pelas
moléculas de MHC de classe | e classe Il. A partir desse processo, 0 repertério de
linfocitos T é construido, obtendo uma diversidade de aproximadamente 102 . Da
grande populacdo de linfocitos produzidos, apenas 5% deixam o0 timo via regido
medular e migram para outros 6rgdos linfoides (Westermann & Exton, 1996).
O timo, durante os processos de estresse e envelhecimento, sofre uma grande atrofia
caracterizada pela perda da regido cortical mas ndo da regido medular acarretando,
entdo, perda de timocitos imaturos e diminui¢do na populacédo de células presentes neste
local (Takeoka, 1996; Sudo,1997; Bodey, 1997). Ao longo da vida, o peso do timo
humano se mantém relativamente constante. Ele pesa aproximadamente 25 gramas na
idade de 1 ano, 20 gramas nos adultos e 20 gramas acima dos 90 anos. Mas quando
comparamos o tamanho dos diferentes compartimentos timicos, observamos uma
acentuada diminuicdo da regido cortical e um aumento do tecido adiposo com o avancar
da idade. (Westermann & Exton, 1996). Outros relatos indicam que ha uma progressiva
reducdo do tamanho desse 6rgdo ao longo da vida, de aproximadamente 3% a 1% por
ano (Solana & Pawelec, 1998; Bodey, 1997).

A involucdo timica é um fendmeno fisiologico conhecido por ser uma das
maiores causas do declinio das funcBes imunes dependentes de células T. Esse
fendmeno é dependente de fatores intrinsecos e extrinsecos. Tanto o microambiente
timico como os precursores linfocitarios sofrem modificagcbes morfoldgicas e funcionais
profundas (Takeoka, 1996; Solana & Pawelec, 1998). Apesar da drastica reducdo dos
timocitos durante o envelhecimento, ndo ha aparentemente uma diminui¢cdo do numero
de células precursoras de linfécitos T na medula 6ssea (Thoman, 1997; Mackall &
Grees, 1997).

O microambiente timico fornece citocinas e o estroma timico, cruciais para o
desenvolvimento de linfocitos T (Andrew & Aspinall, 2002). Esse microambiente é
composto pelo estroma timico, células epiteliais e células dendriticas (DCs), ambas
essenciais para a selecdo negativa além de macrofagos e fibroblastos. Durante a
senescéncia, a capacidade de diferenciacdo de timdcitos com fendtipo imaturo
(CD447CD25°) para um mais maduro (CD44°CD25%) no microambiente timico diminui.
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Além disso, segundo Solana & Pawelec (1998), hd uma diminuicdo, nessas células, da
expressdo de RAG1 e RAG2, enzimas essenciais para promover a recombinagdo génica
em linfocitos T e B (Solana & Pawelec, 1998).

As duas citocinas mais importantes no desenvolvimento das células T sdo o
fator de celulas-tronco (stem cell factor - SCF) e a interleucina-7 (IL-7), que estimulam
a hematopoiese. A primeira possui um papel na manutencdo da viabilidade e da
capacidade proliferativa de células T imaturas. J& a IL-7 é produzida pelas células
epiteliais e seu papel no desenvolvimento de timocitos estd ligado a sobrevivéncia e
proliferacdo dessas células auxiliando inclusive na etapa do rearranjo do receptor de
células T (TCR). O receptor de IL-7 contém uma cadeia o especifica para IL-7 e uma
cadeia y, comum a outras citocinas como IL-2, IL-9 e IL-15 (Andrew & Aspinall,
2002). Foi descrito que a expressdo de IL-7 decai com o avancar da idade. Alguns
estudos indicam que a involugéo timica ndo é causada pela reducdo da capacidade de
diferenciacéo de células T precursoras (pro-T), mas sim devido a uma diminui¢do dessa
citocina. Assim, ocorreria uma diminuicdo na expansdo de precursores de celulas T
devido a uma caréncia de IL-7 (Thoman, 1997). De fato, a administracdo exdgena dessa
citocina pode induzir a timopoiese, 0 que aponta para uma terapia potencial baseada no
seu suprimento durante o envelhecimento (Aspinall & Andrew, 2001).

Mudancas nos sistemas neuro-enddcrino ao longo do processo de
envelhecimento tém um impacto importante no sistema imune (Solana & Pawelec,
1998). O timo reage sensivelmente aos horménios que sdo liberados durante o estresse,
como, por exemplo, os glicocorticdides. A acdo desse horménio ocorre no volume
timico total que se reduz drasticamente e particularmente no cortex que diminui sua
populacdo celular, principalmente de timocitos CD4+CD8+. A remoc¢do da glandula
adrenal € capaz de reverter a atrofia timica, acelerando o processo de maturacdo de
timocitos. (Tarcic et al, 1998; Saceddn et al, 1998; Hadden, 1998; Westermann &
Exton, 1996). Altas concentrac6es de glicocorticoides sdo capazes de induzir a apoptose
de timdcitos (Vacchio et al, 2000). Nao ha influéncia de DHEA neste processo (Bodey,
1997).

Esses mesmos efeitos também sdo observados durante o envelhecimento,
indicando que provavelmente também ha uma desregulacédo do eixo HPA em fases mais
tardias da vida (Solana & Pawelec, 1998; Bauer, 2005). Segundo Madden e

colaboradores (1997), as inervagfes noradrenargicas aumentam sua densidade no timo
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durante o envelhecimento, assim como a concentracdo de noradrenalina nesse 6rgéao
(Madden et al, 1997).

Outros hormonios, como o horménio do crescimento (GH), também agem sobre
o timo, induzindo a migracdo intratimica de timdcitos (Savino et al, 1998). Tanto no
envelhecimento quanto no estresse a producdo desse horménio esta diminuida (Bauer,
2005; Dunn, 2000). Os processos de senescéncia e de estresse tém sido associados a
vérias alteragdes funcionais do sistema imune. Diversas modifica¢des ocorridas durante
0 envelhecimento, como involugdo timica, reducdo de células T virgens e baixa
capacidade proliferativa das células T, sdo similares aos efeitos encontrados durante o

estresse cronico (Bauer, 2005).

1.3 - Defini¢do do estresse

O termo “estresse” ¢ utilizado pela literatura sempre relacionado a uma forga ou
pressdo exercida sobre uma pessoa capaz de gerar mudancas no seu estado fisico e
psicologico. A partir dessa definicdo, se iniciaram as suposicdes sobre uma possivel
correlacdo entre fatores emocionais com o desenvolvimento das doencas fisicas (Berczi,
1998).

Em 1910, o médico anatomista inglés Willian Osler propds uma relacdo entre o
trabalho excessivo e 0 surgimento de doengas coronarianas (revisado por Feindel,
2003). Estudos epidemioldgicos ao longo dos anos demonstraram também uma ligacao
entre 0 estresse e o desenvolvimento de varias doencas tais como infecg¢bes virais,
Ulceras gastricas, doencas cardiovasculares, disturbios psicologicos e cancer (Lauc et al,
1998; Mello et al, 2003).

A partir da década de 1930, os estudos sobre 0 estresse e seus mecanismos se
intensificaram. O conceito de estresse foi primeiramente descrito por Cannon (1929)
como uma reacdo de emergéncia que auxilia 0o organismo a mobilizar energia para
resposta de fuga ou luta em situacdes de perigo. A teoria de Cannon descreve o que
atualmente se denomina estresse agudo (revisado por Tewes, 1996).

O pesquisador Hans Selye, em 1936, influenciado pelos trabalhos de Cannon
(1929), descreveu alterac6es no equilibrio homeostéatico em animais submetidos a varios
estimulos estressores. Os principais efeitos observados foram atrofia timica, aumento da

glandula adrenal e atrofia dos linfonodos. Esses efeitos eram reversiveis em animais
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adrenalectomizados evidenciando entdo a participacdo de hormonios esterdides no
processo (revisado por Berczi, 1998). Até entdo, segundo o estudo de Cannon et al em
1911, pensava-se que respostas neuroenddcrinas a uma lesdo eram restritas a liberagdo
de catecolaminas, principalmente a adrenalina, (revisado por Szabo, 1998 e Tewes,
1996).

A resposta ao estresse é promovida pelo sistema de estresse localizado no
sistema nervoso central (SNC) e na periferia. Esse sistema recebe e integra uma grande
diversidade de neurosensores (ex: auditivos, gustativos, olfatério, visual, limbico,
visceral) e sinais via vasos sanguineos (hormdnios, citocinas e outros mediadores).
Ativacdo do sistema de estresse leva a mudancas tanto fisicas como comportamentais
(Chrousos, 1998 e 2000).

Em 1946, Selye descreveu a resposta ao estresse como Sindrome do Estresse ou
Sindrome de Adaptacdo, baseados em seus dados experimentais. Essa sindrome se
caracterizava, primariamente, por uma reacdo de choque e depois, tardiamente, se
desenvolvia uma resisténcia ao agente estressor (revisado por Szabo, 1998). O
organismo adaptava as mudancas ocorridas de modo a melhorar as chances do individuo
sobreviver (Chrousos, 1998 e 2000).

Durante a resposta ao estresse, € possivel observar varias alteracdes fisicas e
comportamentais, além das ja descritas, tais como aumento do estado de alerta e
vigilancia, aumento do nimero de leucocitos sanguineos, aumento da regido cortical da
glandula adrenal com aumento da deposicdo de granulos de lipidios, involugédo timica
com deplecdo de timocitos. A persisténcia do estresse por periodos longos afetaria
também outros 6rgdos como o bago e os linfonodos, podendo causar involucdo dos
mesmos (Berczi, 1998). Segundo Selye (1936), alterac6es estruturais como avaliacdo do
peso do timo, baco e glandula adrenal poderiam indicar a intensidade do estresse,
método comumente usado entre os anos 1940 e 1950 (revisado por Szabo, 1998). Esse
mesmo pesquisador, em 1974, criou uma definicdo para o estresse e essa definicdo tem
mudado ao longo dos anos, mas seu significado permanece o mesmo. Para ele, o
estresse seria 0 reconhecimento de diversos agentes da natureza pelo organismo (por
exemplo, calor ou frio excessivo, imobilizacdo forcada ou exercicios e agentes
quimicos, fisicos e psicologicos) capazes de ativar uma resposta neuroenddcrina
especifica, a qual consiste na ativagdo do sistema nervoso autdnomo (SNA) e do eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) (Engelmann et al, 2004; Szabo, 1998).
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Muitas das funcdes do organismo sdo controladas e mantidas em um estado
estavel (steady-state) dinamico, referido como um equilibrio homeostatico. Varios
fatores psicolégicos apresentam um papel na manutencdo desse equilibrio interno
(Tewes, 1996). Segundo Chrousos (1998 e 2000) e Engelmann et al (2004), uma outra
definigdo para o estresse seria um distdrbio da homeostase do individuo devido a forcas
perturbadoras, chamadas estressores. O restabelecimento contra a acdo dessas forcas é
denominada resposta adaptativa. Uma resposta adaptativa pode ser inadequada para o
restabelecimento da homeostase, quando o equilibrio ndo é alcancado surgindo a doenca
como consequéncia (Chrousos, 1998 & Engelmann et al, 2004). Resumidamente, agente
estressor seria 0 estimulo causador do estresse e esse Ultimo seria definido como o
fendmeno ou a resposta do organismo a um estressor (Szabo, 1998).

De acordo com as defini¢cdes de Hans Selye (1974) e George Chrousos (1998 e
2000), um estimulo se torna um agente estressor se ha ativagdo do eixo HPA e o
desenvolvimento de um mecanismo de restabelecimento da homeostase pelo individuo
(Engelmann et al, 2004; Vrezas et al, 2003 & Szabo, 1998).

Os produtos neuroenddcrinos decorrentes da ativacdo do eixo HPA afetam
varios 6érgédos. As trés maiores alteracdes observadas macroscopicamente e conhecidas
como triade do estresse ou triade patoldgica sdo: hipertrofia da glandula adrenal,
ulceracdes gastrointestinais e atrofia timica. Dessa maneira, o eixo HPA apresenta um
papel chave na resposta do organismo ao estresse (Szabo, 1998).

Ainda de acordo com Selye, (1956), 0 estresse se desenvolveria em trés fases: a
fase de alerta, a de resisténcia e de exaustdo. Durante o estresse, o organismo redistribui
suas fontes de energia, devido a ativacdo do sistema de luta ou fuga pelo SNA
(locomotor e sensorial), para 0 SNC e locais afetados diretamente afetados pelo estresse.
H& um aumento das funcdes cardiovasculares (como o ritmo cardiaco e pressao
arterial), respiratdrias e metabdlicas, enquanto que os sistemas secundarios (digestivo,
imune, reprodutivo, etc) estdo temporariamente deprimidos (Chrousos, 1998 e 2000).
Esses efeitos caracterizam a fase de alerta, caracterizada também pela rapida liberacdo
de ACTH e cortisol. Esse estado é vantajoso em uma situacdo de real perigo, mas se 0s
estimulos persistirem por mais tempo, como € o caso de estresse crénico, 0 dano ao
organismo sera inevitavel. Nesse momento, o organismo passa pela fase de resisténcia,
onde a secrecdo de cortisol é ainda maior, podendo levar uma hipertrofia do cortex

adrenal. Na ultima fase, o0 organismo apresenta um estado de compensagéo,
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apresentando resisténcia a outros estressores, 0 que pode resultar colapso total (Lauc et
al, 1998).

A importancia do sistema nervoso simpatico foi negligenciada por Selye e
posteriormente outros pesquisadores propuseram um modelo dual para descrever o0s
efeitos da reacdo do organismo ao estresse (Pinel, 1993, Dunn, 1989 e Sachar, 1980). A
resposta a tais estimulos é acompanhada simultaneamente pela ativacdo do sistema
nervoso simpatico e mobilizacdo dos recursos energéticos, levando a liberacdo de
adrenalina pela medula adrenal e noradrenalina nas terminagdes nervosas. Esses efeitos
em conjunto preparam 0 organismo para reagir rapidamente através da reacao de fuga
ou luta. Os sintomas tipicos apds a ativacdo desse mecanismo sdo aumento dos
batimentos cardiacos, dilatacdo dos vasos sanguineos nos musculos e no cérebro,
dilatacdo da pupila, dentre outros (Ursin & OIff, 1993; Kvetnansky & Sabban, 1998).

Durante o estresse, ha a ativacdo do SNA, paralelamente ao eixo HPA, podendo
ocorrer estimulacdo primaria da medula da adrenal, com liberacdo de adrenalina e
estimulos noradrenérgicos em muitos érgaos como o timo, medula 6ssea e outros 6rgaos
linfoides periféricos. A adrenalina e noradrenalina apresentam efeitos supressores
significativos na resposta imune (Dunn, 1998).

A medula déssea e o timo apresentam-se conectados por fibras simpaticas e
parassimpaticas. As fibras parassimpaticas podem liberar acetilcolina, neuropeptidos
inibitorios, oxido nitrico ou peptidio vasoativo intestinal (VIP). Ja as fibras simpaticas
sdo capazes de secretar neuropeptidio Y (Watkins, 1997).

A inducdo do estresse em modelos experimentais é mais facilmente estudada.
Diferentes estressores podem ser precisamente definidos e descritos, e a reacdo a um
mesmo estimulo se apresenta de maneira similar na maioria dos animais. Ja em
humanos, existem varias dificuldades para esses estudos, principalmente pela grande
variabilidade entre os individuos tanto em fatores psicolégicos, quanto fisicos e sociais
(Tewes, 1996).

Um outro problema é tentar diferenciar o estresse agudo do cronico. Os
estressores podem ser diferenciados ndo sé pela qualidade ou pela intensidade como
também pela duracdo e pela freqiéncia. Ndo existem na literatura critérios definidos
para diferenciar entre o estresse agudo ou crénico. Um estimulo de curta duracdo pode
ser acatado como estresse agudo e, se esse mesmo estimulo permanece por periodos

prolongados, considera-se como estresse cronico (Tewes, 1996).
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1.4 - O efeito da ativacéo do eixo HPA no organismo durante o estresse

O cérebro transmite mensagens por duas vias eferentes: através dos nervos e
pelo sistema endocrino. Estes estdo intimamente relacionados a algumas glandulas
(hipotalamo, hipofise posterior e medula adrenal) que séo derivados do sistema nervoso
(Schurmeyer et al, 1996).

Hormonios s&o quimicamente definidos como substancias que séo secretadas
pelas glandulas enddcrinas e exercem seus efeitos a uma certa distancia do local em que
foram produzidas. Os hormonios podem ser divididos em varios grupos de acordo com
sua estrutura quimica. Os horménios esterodides sao derivados do colesterol e produzidos
pelos ovarios, testiculos, glandula adrenal e placenta, e sdo categorizados como
estrogénios, progesterona, androgénios, glico e mineralocorticoides. As catecolaminas
(adrenalina, noradrenalina e dopamina) sdo derivadas do metabolismo do aminoacido
fenilalanina e sintetizados via tirosina e dopa e apresentam dupla fungdo como
horménios e neurotransmissores. Apenas uma pequena fracdo do hormbnio é
responsavel pelo efeito hormonal no tecido-alvo (Schirmeyer et al, 1996). Os
receptores dos hormdnios esterdides sao intracelulares, ocorrendo no citoplasma; ja os
receptores de neurotransmissores sdo encontrados aderidos a membrana plasmatica
(Schurmeyer et al, 1996).

Os principais componentes do sistema de estresse estdo localizados no
hipotalamo, incluindo o horménio de liberacdo de corticotrofina (CRH — corticotripin-
release-hormone), no locus ceruleus (LC) e nas células secretoras de noradrenalina
(NE) da medula (citados como sistema LC/NE). O sistema de estresse periférico sdo os
sistemas simpaticos e parassimpaticos e o eixo HPA (Chrousos, 1998 e 2000). O CRH e
NE sdo os principais reguladores do eixo HPA e do sistema LC/NE. A ativacdo deste
Galtimo atua como um mecanismo de emergéncia ou alarme, tendo uma estreita ligacdo
com o SNA (Mello et al, 2003; Kvetnansky & Sabban, 1998).

O hipotalamo recebe sinais de quase todas as fontes possiveis do sistema
nervoso, sendo considerado um 6rgdo coletor de informacdes que dizem respeito ao
bem-estar interno do corpo, o que é usado para controlar as secre¢des de muitos
horménios hipofisarios importantes. Frente a um estimulo, o hipotdlamo envia
mensagens para a hipdfise e para 0 SNA. Quase toda a secrecdo da hipofise (também
conhecida como pituitaria) € controlada por sinais hormonais ou nervosos do
hipotalamo (Guyton & Hall, 1996).
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A secrecdo da hipofise posterior, ou neurohipéfise, é controlada por sinais
nervosos que se originam no hipotalamo e terminam na hipofise posterior. Em contraste,
a secrecdo pela hipofise anterior, ou adenohipofise, é controlada por horménios de
liberacdo hipotalamicos secretados dentro do proprio hipotadlamo e depois conduzidos
para a hipofise anterior por diminutos vasos sanguineos, chamados de vasos porta
hipotalamicos-hipofisérios para dentro dos sinuséides da hipéfise anterior. Assim, a
porcdo mais inferior do hipotdlamo, chamada eminéncia média, se conecta
inferiormente com a haste hipofisaria (Guyton & Hall, 1996).

Dentre os diversos horménios secretados pelo hipotalamo, destaca-se o CRH,
principal hormonio regulador hipotaldmico do eixo HPA na resposta ao estresse, que
causa a liberacdo de adrenocorticotrofina (ACTH) pela hipdfise anterior (Guyton &
Hall, 1996 & Chrousos, 1998 e 2000). A regido cortical da glandula adrenal € o
principal orgdo-alvo desse horménio hipofisario (Chrousos, 1998 e 2000). Uma
producdo excessiva desses dois hormdnios pode levar a uma desregulacdo do sistema de
estresse, podendo gerar neoplasia da glandula adrenal (Vrezas et al, 2003; Raison et al,
2003).

O CRH é expresso pelos neurdnios parvocelulares localizados no nucleo
paraventricular do hipotalamo. Uma vez secretado, esse horménio passa pelos vasos
porta hipotalamicos-hipofisarios ligando-se aos receptores especificos na hipdfise
anterior e causando a liberacdo de ACTH. Existem dois tipos de receptores de CRH no
cérebro. O tipo 1 esta vastamente distribuido e esta relacionado a transducéo dos efeitos
do CRH durante o estresse. Foi demonstrado que camundongos alterados geneticamente
a fim de eliminar a expressdo deste receptor (knockout), apresentaram uma diminuicédo
da ansiedade. Em contraste, animais knockout para o tipo 2 se mostraram mais excitados
e ansiosos, evidenciado que esse receptor possui um papel contrario em relacdo ao tipo
1 (Mello et al, 2003; Smagin et al, 2001). A liberacdo de CRH é dependente do ciclo
circadiano, apresentando um aumento durante as primeiras horas do dia, resultando hum
consequente aumento de ACTH e cortisol na circulacdo (Chrousos, 1998 e 2000). Por
outro lado, o CRH inibe a secrecdo de prolactina e horménio do crescimento, além de
estimular a liberacdo de noradrenalina via locus ceruleus, o que leva a ativacdo do SNS
(Dunn, 2000).

O hormdnio hipotaldamico arginina-vasopressina (AVP) também é expresso
pelos neurdnios parvocelulares, que sozinho atua como um fraco estimulador de ACTH,

mas em sinergia com o CRH, potencializa a secrecdo desse hormdnio hipofisario pela
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adenohipdfise. Este Gltimo, por sua vez, se liga a receptores do cértex adrenal a fim de
estimular a producéo e a secrecdo de cortisol (Mello et al, 2003; Raison et al, 2003).

Em humanos, as duas glandulas adrenais se localizam nos pdélos superiores dos
rins. Cada glandula é composta por duas partes distintas: a medula adrenal e o cortex
adrenal. A medula adrenal estd funcionalmente relacionada ao sistema nervoso
simpatico (SNS); secretando catecolaminas em resposta a estimulacdo simpéatica. O
cortex adrenal secreta um grupo inteiramente diferente de hormdnios, chamados de
corticosteroides. Estes hormdnios sdo todos sintetizados a partir do esterdide colesterol
(Guyton & Hall, 1996).

Dois tipos principais de hormonios adrenocorticais sdo secretados pelo cortex
adrenal: os mineralocorticoides e os glicocorticdides. Além destes, sdo secretados
pequenas quantidades de hormdnios sexuais androgénicos. Os mineralocorticoides
afetam especialmente os eletrélitos dos liquidos extracelulares, principalmente sodio e
potassio. Ja os glicocorticoides apresentam um efeito importante aumentando a
concentracdo de glicose sanguinea, o metabolismo de proteinas e lipidios, dos
batimentos cardiacos e da pressdo sanguinea (Mello et al, 2003; Sapolsky et al, 2000 &
Guyton & Hall, 1996). Dos varios tipos de esteroides secretados pelo cortex adrenal,
destacam-se a aldosterona, principal mineralocorticdide, e o cortisol, principal
glicocorticoide, responsavel por aproximadamente 95% de toda atividade de
glicocorticoide. A corticosterona € responsavel por cerca de 4% da atividade
glicocorticoide total e apresenta uma menor acdo quando comparada ao cortisol
(Guyton & Hall, 1996). Em ratos e camundongos, o principal glicocorticoide € a
corticosterona (Raison et al, 2003).

O cortex adrenal é composto por trés camadas distintas: zona glomerulosa, que
secreta aldosterona; zona fasciculada e zona reticular, que secretam cortisol e
dehidroepiandrosterona (DHEA), respectivamente (Chrousos, 1998 e 2000; Schirmeyer
et al, 1996; Shwartz et al, 2004). Fatores como a estimulacdo pelo hormdnio ACTH da
adenohipéfise podem levar a uma hipertrofia da zona fasciculada, causando um
aumento da secrecdo de cortisol (Guyton & Hall, 1996 e Berczi, 1998).

Quase todos os tipos de estresse, fisicos ou psicolégicos, como traumatismos,
infeccdo, frio ou calor intenso, cirurgia, imobilizacdo forcada de um animal, dentre
outros, causam um aumento imediato e acentuado da secre¢cdo de ACTH pela

adenohipofise, seguido de uma grande liberagdo de cortisol pelo cértex adrenal,
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langados na corrente sanguinea (Guyton & Hall, 1996, Raison et al, 2003 & Dunn,
1993).

O cortisol apresenta efeitos centrais e periféricos, mediados por dois tipos de
receptores: o receptor de alta afinidade tipo 1 (ou receptor de mineralocorticoide - MR)
e o de baixa afinidade tipo 2 (ou receptor de glicocorticoide - GR). O receptor tipo 1
responde aos niveis basais de cortisol, enquanto o tipo 2 é sensivel aos grandes picos de
cortisol durante o ciclo circadiano ou durante o estresse. A ligacdo do cortisol aos
receptores tipo 2 no hipotalamo e nos diversos componentes do eixo HPA, atua como
um potente regulador da atividade do eixo HPA (Mello et al, 2003 & Sapolsky et al,
2000). O receptor tipo 2 também é encontrado em diversas outras partes do corpo como
no timo, baco e linfonodos (Bauer, 2001).

A secrecdo do cortisol apresenta maiores niveis durante as primeiras horas do
dia e durante as refeicbes. Mas ele também € secretado em resposta ao estresse. Os
picos de liberacdo de cortisol sdo precedidos por pulsos de ACTH liberados pela
hipofise (Schiirmeyer et al, 1996).

A producdo aguda de cortisol durante o estresse sdo responsaveis pelo aumento
das funcBes cardiovasculares, mobilizacdo de energia e inibicdo do crescimento e das
funcbes reprodutivas, assim como de algumas respostas imunoldgicas. A secrecdo
crénica desse horménio é quase sempre deletéria, resultando em resisténcia a insulina,
deposicdo de gordura, osteopenia, osteoporose, diminuicdo da massa muscular,
comprometimento do processo de cicatrizacdo, sensacdes de medo e efeito supressor
nas respostas inflamatorias e imunologicas (Mello et al, 2003; Chrousos, 1998 e 2000;
Watkins, 1997; Schiirmeyer et al, 1996).

Foi demonstrado que os efeitos do estresse podem ser bloqueados por um
antagonista do receptor de glicocorticdide (Demetrikopoulos, 1996).

O androgeno Dehidroepiandrosterona (DHEA) e sua forma sulfatada (DHEA-S)
também sdo produzidos e secretados pelo cortex adrenal, sinergicamente com o cortisol,
em resposta ao ACTH e CRH. Ele se encontra em maiores concentracdes em individuos
jovens e em menores quantidades nos idosos. Segundo Shwartz (2002), Shwartz et al
(2004) e Kroboth et al (1999), esse hormonio possui acao anti-envelhecimento, podendo
ser utilizado como um marcador fisiolégico nessa etapa da vida (Shwartz, 2002;
Shwartz et al, 2004; Kroboth et al, 1999). Ao contrério do cortisol, 0 DHEA ¢é capaz de
aumentar as atividades do sistema imune, proporcionando um contrabalango dos efeitos

decorrentes da estimulacdo do eixo HPA (Butcher & Lord, 2004). Esse andrdgeno
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também possui um efeito inibidor na secrecdo de catecolaminas e neurotransmissores
(Zinder & Dar, 1999).

A ativacdo do eixo HPA ¢ influenciada por fatores fisicos, mentais e pelo
estresse. A resposta ao estresse pode ocorrer em poucos minutos. A sinapse neuronal no
hipotdlamo ativa a secrecdo de CRH, que estimula a liberacdo de ACTH e,
consequentemente, inicia a producdo de cortisol. H& também a ativacdo do sistema
LC/NE e liberacdo de catecolaminas. O efeito do cortisol pode durar horas, ao contrario
das catecolaminas. Ambos os sistemas atuam promovendo a manutencdo da homeostase
(Schurmeyer et al, 1996; Elenkov & Chrousos, 1999).

1.5 - Interagdes neuroimunoenddcrinas

Existem hoje varias evidéncias que sugerem que a mente (psicologia), o cérebro
(neurologia) e as defesas naturais do corpo (imunologia) comunicam-se entre si através
dos hormdnios, neuropeptideos e citocinas. A investigacdo dessas conexdes entre a
mente e 0 corpo sdo conhecidas atualmente como um novo ramo da ciéncia chamada
Psiconeuroimunologia (PNI) (Watkins, 1997). A partir dessa definicdo, outros novos
termos também foram criados como neuroimunomodulacéo, que se refere as influéncias
do sistema nervoso nas respostas imunes; e neuroendocrionoimunologia, que € o estudo
de influéncias neuroenddcrinas nas fungdes de células imunocompetentes e nas funcoes
neurais e atividades enddcrinas (Reichlin, 1993).

Os mecanismos de homeostase do organismo estdo integrados pelos sistemas
nervoso, enddcrino e imune. Respostas imunes alteram fungdes enddcrinas e nervosas, e
0 contréario, atividades neurais e endocrinas modificam funcGes imunoldgicas. Muitos
peptidios e seus receptores sdo encontrados tanto no cérebro quanto no sistema imune
(Reichlin, 1993).

Varios estudos em PNI evidenciam que todo o sistema imune esta sob o controle
do SNC. Assim, toda idéia ou pensamento tem uma consequéncia neuroquimica, e
neuropeptidios fluem do SNC sendo capazes de se ligarem a receptores presentes em
virtualmente todos os leucdcitos, regulando sua funcdo (Watkins, 1997). Tais
descobertas poderiam explicar como fatores emocionais ou respostas ao estresse podem
modificar a capacidade de uma pessoa lidar com doengas como infecgdes, tumores e

doencas autoimunes (Reichlin, 1993).
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Para se entender melhor a dificuldade de se analisar a complexidade de
interagbes neuroimune-enddcrinas, trés aspectos devem ser considerados: a
complexidade dos sistemas imune e nervoso, os difusos limites entre condicdes
fisiologicas e patoldgicas, e as interagcdes de feedback entre os sistemas nervoso e imune
em condi¢Bes basais. Esses aspectos ilustram as multiplas possibilidades de interagdes
entre os sistemas neuroimune-enddcrinos. A comunicacdo entre esses sistemas pode ser
vista, entdo, como uma rede de interagdes (Besedovsky & Del Rey, 1996).

Durante o reconhecimento de antigenos, algumas células ativadas liberam
substancias que atuam como mensageiros para o cérebro. Alguns desses produtos, como
citocinas, algumas fracfes do complemento, imunoglobulinas, histamina, serotonina,
mediadores da inflamagdo, fazem a comunicacdo entre o sistema inume e 0 nervoso
(Besedovsky & Del Rey, 1996).

Segundo Tournier & Hellmann (2003), as interconexdes moleculares entre os
sistemas imune e nervoso poderiam ser chamadas de “sinapses neuro-imunoldgicas”,
conceito usado para descrever as zonas de contato entre 0s neurénios adrenérgicos e 0s
linfocitos ou células apresentadoras de antigenos (APCs). O termo sinapse, restrito a
estruturas especializadas no sistema nervoso, tem sido utilizado também para se referir a
outros contatos como as “sinapses imunoldgicas” que ocorrem entre as APCs e células
T. Analises em microscopia eletrénica detectaram neur6énios em intimo contato com
linfocitos e APCs em determinadas regides do baco e do tecido linfoide associado ao
intestino (McKay & Bienenstock, 1994). A secrecdo de determinadas citocinas pode
modular a liberagdo de neuromediadores, como a noradrenalina, indicando que essas
sinapses neuro-imunoldgicas sdo possivelmente bidirecionais (Tournier & Hellmann,
2003).

Os primeiros trabalhos que sugeriram influéncias psicoldgicas na funcdo do
sistema imune foram realizados por Black et al, em 1963. Nesses estudos, através da
hipnose, foi possivel inibir uma resposta de hipersensibilidade do tipo imediata. Nos
anos seguintes, pesquisadores demonstraram que situacGes de estresse vividas por um
individuo resultaram em uma diminuicdo da atividade imunolégica sendo detectados
altos niveis de anticorpos anti-herpes viral, diminuicdo na atividade e proliferacdo de
células NK. Pacientes diagnosticados com depressdo também apresentaram diminuicao
na imunidade celular, com diminuicdo do numero e da capacidade proliferativa de
linfocitos e atividade das células NK; aumento da imunidade humoral, apresentando
elevados niveis de IgA, IgM e IgE (Greer, 1998).
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Uma diminuig8o das atividades citotdxicas de células T e NK pode afetar varios
processos desencadeados pelo sistema imune, como o de vigilancia imunoldgica contra
tumores e eventos que desencadeiam a acumulagdo de mutacGes somaéticas e
instabilidade do genoma (Reiche et al, 2004).

Como dito anteriormente, 0 processo de estresse é capaz de ativar ou inibir a
liberacdo de uma variedade de hormoénios e neurotransmissores que tem sua acéo
comprovada sobre o sistema imune, estimulando-o ou suprimindo-o. (Dunn, 1998;
Gaillard et al, 1998). Ha evidéncias indicando que uma ampla variedade de funcGes de
leucdcitos podem ser inibidos ou estimulados por horménios produzidos pelo SNC e
tecidos enddcrinos periféricos. Hormdnio do crescimento, tireotrofina, horménio da
tireiode, gonadotrofina coridnica humana, vasopressina e prolactina apresentam
atividade imuno-reguladora (Watkins, 1997).

O efeito do estresse sobre o sistema imune pode variar muito, dependendo da
duracdo, da intensidade, da idade, das condi¢cOes de salde, resisténcia do individuo ao
estresse, duragdo do tempo entre a avaliagcdo imunoldgica e aplicacdo do agente
estressor (Watkins, 1997; Dunn, 1998;).

No processo reciproco de comunicacdo entre 0s sistemas imune e
neuroendocrino, interleucinas como IL-1, IL-6 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)
sdo capazes de modular a sintese de neuropeptidios e neuroesteroides e a atividade
noradrenérgica central. Elas desempenham um importante papel na ativacdo do eixo
HPA, atuando sobre o hipotalamo, hipofise e adrenal, induzindo a liberagdo de CRH,
AVP, hormonios hipofisarios e conseqiiente liberacdo de cortisol. Esse hormdnio possui
varios efeitos sobre o sistema imune como supressdo da atividade imunoldgica e da
producdo de citocinas inflamatdrias, através da inibicdo da proliferacdo, migracdo,
citotoxicidade celular, inducdo da apoptose e supressdo da producdo de IL-2 e
interferon-y (IFN-y). Tais altera¢dbes podem contribuir para um aumento da
susceptibilidade a agentes patoldgicos (Watkins, 1997; Dunn, 1998; Gaillard et al,
1998; Chrousos, 2000; Elenkov & Chrousos, 1999; Moynihan & Stevens, 2001; Bauer
et al, 2001; Besedovsky & Del Rey, 2001).

Outros estudos também mostraram que o cortisol atua sobre as células
apresentadoras de antigenos (APCs) suprimindo a producdo de IL-12 com a
conseqlente inibicdo de uma resposta do tipo Thl. Paralelamente, a expressdo do
receptor de 1L-12 em células T e NK também diminui. Ja a producéo de citocinas anti-

inflamatdrias como IL-4 e IL-10 ndo esta afetadas, ao contrario, estas podem se mostrar
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mais elevadas (Elenkov & Chrousos, 1999; Moynihan & Stevens, 2001; Coe, 1996;
Besedovsky & Del Rey, 2001).

As respostas imunes sdo reguladas ainda pela atividade de APCs como os
mondcitos, macrofagos, células dendriticas e outras células fagocitarias, componentes
da imunidade inata. Linfocitos T auxiliares (Th — T helper) subclasses Thl, Th2, Th3,
Trl fazem parte da imunidade adaptativa. Células com um perfil Thl secretam IL-2,
IFN- y e TNF, sendo importantes nas reacdes celulares do tipo hipersensibilidade tardia
(delayed type hypersensibility ou DTH); enquanto células Th2 secretam diferentes tipos
de citocinas como IL-4, IL-10, IL-13 e promovendo reacdes de hipersensibilidade do
tipo | e troca de isotipos para 1gG1 e IgE. Como a IL-12 é extremamente potente em
induzir a producdo de IFN-y e inibir a de IL-4 pelos linfocitos T, a supressdo na
producdo de IL-12 pode indicar a influéncia desse hormdnio no balan¢co Thl/Th2 de
citocinas (Elenkov & Chrousos, 1999; Calcagni & Elenkov, 2006). Existem também os
linfocitos T CD4+ com funcdo reguladora como as células Th3 que secretam
principalmente TGF-b e as celulas Trl produtores de IL-10, ambas citocinas anti-
inflamatdrias, e sdo referidas como células T reguladoras adaptativas, diferentes das
células T naturais (CD4+CD25+) (Faria & Weiner, 2005; Groux et al, 1997).

N&o somente o cortisol, mas as catecolaminas também séo capazes de inibir a
producdo de citocinas pro-inflamatorias, influenciando sua acdo no balanco de citocinas
secretadas por linfécitos T tanto CD4+ quanto CD8+ (Elenkov & Chrousos, 1999;
Chrousos, 2000; Moynihan & Stevens, 2001; Besedovsky & Del Rey, 2001).

Durante o estresse, podemos observar varias outras modificacdes imunolégicas.
O numero e a proporcao de leucocitos no sangue é uma representacdo do estado de
ativacdo do sistema imune e o padrdo de distribuicdo de células imunes pelo corpo
(Dhabhar, 1996). Foi descrito por McKinnon e colaboradores (1989) e por Dhabhar
(2000) que o estresse desencadeia um aumento do nimero e da porcentagem de
neutrofilos e um decréscimo de linfocitos no sangue. A interrupcdo do estresse induz o
restabelecimento de valores normais (revisado por Coe, 1996; Dhabhar, 2000). Animais
adrenalectomizados mostraram que estas alteracdes estdo diretamente relacionadas com
a liberacdo de horménios pela adrenal durante o estresse (Dhabhar, 1995 e 1996). A
reducdo de leucOcitos sanguineos pode estar vinculada a sua migracdo para outros
compartimentos como 6rgdos linféides, mucosas e pele; processo mediado pela
expressdo de moléculas de adesdo, como B-2 integrina, também alterada durante o
estresse (Padgett et al, 1998; Bauer, 2001).
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Da mesma forma, as catecolaminas também sdo capazes de afetar a distribuicdo
de leucdcitos no corpo. Esses hormonios apresentam o efeito de aumentar a quantidade
de leucdcitos no sangue, aumentando o nimero de neutrofilos e células NK e reduzindo
os linfécitos T e B. Um pré-tratamento com catecolaminas induz um maior acimulo de
linfécitos no baco, timo e nos linfonodos e sua diminui¢do no sangue (Dhabhar, 2000).

O efeito de estressores sobre o desenvolvimento de linfocitos pode ter um papel
extremamente importante na funcdo do sistema imune em situagdes de estresse (Dunn,
1998). Os linfocitos se originam de células hematopoiéticas progenitoras
indiferenciadas que podem se desenvolver em linfdcitos T e B e células NK de acordo
com estimulos do micro-ambiente e de fatores sollveis como citocinas e horménios
(Abbas & Lichtman, 2005).

Em trabalhos sobre estresse, ja esta bem documentado seu efeito sobre o timo,
causando uma involucdo do mesmo. Tanto nesse O0rgdo como no baco, ocorre uma
dréstica reducdo de linfécitos, principalmente no ndmero de células imaturas
(CD4*CD8") e células CD4"CD8", mas nao ha alteracdo nas células CD4'CD8". Ja na
medula d&ssea, o estresse induz aumento significativo na propor¢cdo e no numero de
linfécitos CD3*CD4*, CD3*CD8*, B220brightlgM™ e CD3*CD25" (Sudo et al, 1997).

Em camundongos nude (atimicos) submetidos ao estresse, foi observado um
decréscimo na secrecdo de ACTH e corticosterona. Quando 0s mesmos foram
repovoados por células T CD4+, houve um aumento significativo na producédo desses
horménios. Dessa forma, esses linfocitos também apresentam um papel importante na
regulacdo da liberacdo de hormdnios hipofisarios e adrenérgicos, e possivelmente do
eixo HPA como um todo (Gaillard et al, 2000).

Segundo Coe (1996), utilizando um anticorpo monoclonal para detectar os
marcadores de superficie expressos em diferentes populacbes de linfocitos, foi
observado que, durante o estresse, ha uma diminuicdo das células CD4" quando
comparadas com as células CD8", diminuicdo das células NK e linfocitos B, e da
capacidade proliferativa de linfocitos (Coe, 1996; Dhabhar, 2000).

Como o0s eventos de ativacdo, proliferacdo e diferenciacdo de células
estimuladas pelas APCs precedem o aumento nos niveis de cortisol durante a ativacao
do eixo HPA, algumas funcGes do sistema imune ndo sdo afetadas. Foi demonstrado que
a IL-1, uma citocina com acdo pro-inflamatoria, possui atividade protetora em linfécitos
T CD4", mas ndo em linfécitos CD8", frente a acdo desse hormdnio. Por isso, células

em estagios avancados de ativacdo podem ser afetadas diferentemente em relagdo a
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celulas imaturas na presenca de cortisol (Besedovsky & Del Rey, 1996; Kusuhara,
2006).

Segundo Sapolsky (1994), dependendo do tipo e da intensidade do estresse,
diferentes efeitos podem ser observados no sistema imune. O estresse do tipo agudo
pode aumentar, enquanto o estresse cronico pode suprimir a imunidade (revisado por
Moynihan & Stevens, 2001). Para isso, faz-se necessario estabelecer as diferencas entre
0 estresse agudo e cronico. De acordo com Moynihan & Stevens (2001), o estresse
agudo envolveria apenas uma Unica exposicdo ao estressor engquanto que 0O estresse
cronico se refere a multiplas sessdes do estressor por um periodo de tempo maior, como
dias ou semanas (Dhabhar, 2000; Moynihan & Stevens, 2001).

H& hipbteses defendendo que o estresse agudo seja capaz de aumentar a
atividade do sistema imune enquanto que O estresse crénico seria imunosupressor.
Segundo Dhabhar, 2000, esse aumento da atividade imunolédgica pode estar relacionado
a uma resposta preparatoria do organismo para possiveis desafios imunoldgicos
(Dhabhar, 2000). Também ja foi descrito que esse efeito do estresse agudo pode afetar
imunidade inata. Foi detectado um aumento da funcdo de macrofagos e mondcitos, da
fagocitose, producao de oxido nitrico (NO) e IL-6, em animais estressados de maneira
aguda por calor excessivo ou eletro-choque. Ja o estresse agudo por contencdo pode
suprimir a resposta imune (Moynihan & Stevens, 2001). Outro dado observado foi um
aumento na reacdo de hipersensibilidade tardia e na producdo de anticorpos especificos
para antigenos externos durante o estresse agudo (Persoons et al, 1995; Yin et al, 2000;
Fukui et al, 1997).

Segundo Bauer e colaboradores (2001), o estresse por contencdo, tanto agudo
quanto crbnico, apresenta efeitos diferentes. Durante o estresse agudo, ocorre uma
maior producdo de corticosterona em ratos Sprague Dawley, quando comparados com o
estresse crénico. Foi observado também que, durante o estresse agudo, hd um aumento
da capacidade proliferativa de células T do bago, embora os leucocitos sanguineos
apresentem uma reducdo na proliferacdo frente a antigenos. Os mesmos resultados nao
foram encontrados durante o estresse cronico (Bauer et al, 2001).

O estresse cronico de contencdo induz uma diminui¢do no namero de linfécitos
do baco, possivelmente pelo aumento na expressdo do receptor CD95, que induz
ativacdo da cascata de caspases e nucleases resultando em morte celular por apoptose. O
blogueio do ligante do CD95, ou a eliminacdo do gene para esse receptor em

camundongos, inibe essa reducgdo de linfocitos (Yin et al, 2000). Esse tipo de estresse
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também causa uma diminui¢cdo na produgdo de IL-2, com conseqiiente reducdo da
capacidade proliferativa de linfocitos (Bauer et al, 1999).

Segundo Iwakabe e colaboradores (1998), o0 estresse por contencdo em
camundongos, assim como Varios tipos de estresses, é capaz de diminuir a atividade de
células NK, provocar uma reducdo na producdo de IFN-y pelos esplendcitos, enquanto
que a producdo de IL-4 ndo é afetada. Esses efeitos sdo paralelos a liberacdo de
corticosterona sérica. Uma vez interrompido o estresse, hd uma recuperacdo da
atividade das células NK e diminuicdo desse hormdnio no soro. Dessa maneira, 0
estresse por contencdo também induz uma des-regulacdo do balanco de producgdo de
citocinas por linfocitos T CD4+ pela polarizacdo para o tipo Th2 (Iwakabe et al, 1998).

Estudos mostram que o estresse esta associado a um aumento do estresse
oxidativo, baixa atividade da telomerase e encurtamento dos telomeros; fendmenos que
séo conhecidos para se determinar a longevidade e a senescéncia celular. Segundo Epel
e colaboradores (2004), mulheres que sofrem de altos indices de estresse apresentam
telomeros mais curtos, equivalente a pelo menos 10 anos de envelhecimento, quando
comparadas com mulheres com baixos indices de estresse (Epel et al, 2004). Esses
dados sugerem que o estresse pode ser capaz de acelerar os efeitos do envelhecimento.
Segundo Toussaint e colaboradores (20022 e 2002%), varios tipos celulares, quando
expostos in vitro a agentes estressores, mostram sinais de um envelhecimento
prematuro (Toussaint et al, 20022 e 2002°).

A partir desses dados, e ainda outros descritos na literatura, podemos observar
que o estresse acarreta diversas alteracGes imunoldgicas e que algumas se mostraram
semelhantes a encontradas durante a senescéncia. Com isso, nesse estudo, nosso
objetivo sera estudar em maior detalhe os efeitos decorrentes de ambos 0s processos,

analisando parametros imunologicos e morfologicos.
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Objetivos

2.1 - Objetivos Gerais

Comparar as mudangas imunoldgicas e morfoldgicas relacionadas ao
envelhecimento e aquelas desencadeadas pelo estresse crénico de contencdo em

camundongos BALB/c.

2.2 - Objetivos especificos:

1. Comparar, em camundongos machos BALB/c senis (52 semanas de
idade) e jovens (9 semanas) submetidos ao estresse cronico de contencdo, 0s

seguintes parametros:

o Morfologia do timo e intestino

o Peso e celularidade do timo

o Niveis séricos de cortisol e DHEA.

o Contagem total e diferencial de leucocitos do sangue

o Caracteristicas fenotipicas das subpopulacées de linfocitos T CD4

e CD8, linfocitos B convencionais e B1 isolados do baco, sangue e linfonodos
mesentéricos.

o Medir os niveis de imunoglobulinas séricas (Ig total, IgM, IgG,
IgE e IgA) e de IgA secretoria presente nas fezes.

o Medir a producdo de citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IFN-y, IL-10 e
TNF-0) no sobrenadante de cultura de células isoladas de bago estimuladas in
vitro com Concanavalina A e com anticorpos monoclonais anti-CD3 e anti-
CD28.

o Medir os niveis plasmaticos da citocina IL-6

2. Comparar os efeitos imunoldgicos do estresse crénico em camundongos

adrenalectomizados e normais.
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Estratégia Experimental

3.1 - Animais

Foram utilizados, nesse trabalho, camundongos machos BALB/c com 9 semanas
(jovens) e 52 semanas de idade (idosos), fornecidos pelo Biotério Central (CEBIO) e
mantidos no biotério do Laboratdrio de Imunobiologia do ICB-UFMG. Antes de serem
disponibilizados para 0 uso, os camundongos passaram por um periodo de quarentena
(total de 14dias) no biotério e foram previamente tratados contra vermes e sarna, através
de ingestdo de 1 mg/mL de Albendazol diluido em &gua e através de imersao rapida em
uma solucdo de Ectomosol 0,005%, respectivamente. O modelo experimental de
indugio de estresse foi submetido pelo Comité de Etica da Universidade Federal de
Minas Gerais (Anexo 1).

3.2 - Inducéo de estresse de contengdo

Para a inducdo do estresse crénico de contencdo, os animais ficaram
imobilizados, dentro de um tubo tipo Falcon de 50 mL com orificios para passagem de
ar, por 2 horas, durante 5 dias consecutivos. Foi estabelecido um horario, entre 10
asl2 horas, em que os animais eram submetidos ao estresse de contengdo.Durante a
aplicacdo do estresse, 0s animais do grupo controle ficaram privados de agua e racao
pelo mesmo intervalo de tempo. Para impedir a interferéncia de outros agentes
estressores durante a inducdo do estresse, 0s animais foram mantidos em um ambiente
controlado, com temperatura entre 20° a 25°C, mantendo um ciclo de claro/escuro de
12 horas de luz por dia, e baixa sonoridade. Apds 24 horas da Ultima sessdo de
estresse, era feito o sacrificio dos animais. Como a concentracdo sanguinea dos
horménios adrenocorticais variam ao longo do dia, apresentando picos nas horas
iniciais do dia, a coleta de sangue e o sacrificio eram realizados entre 10-12 horas da

manha.
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3.3 - Obtencéao dos soros

Os animais foram previamente anestesiados utilizando 200uL de solucdo de
Cloridrato de ketamina e Xilazina. Em seguida, o sangue foi coletado através de uma
incisdo na veia axilar e coletado em tubos conicos de 1.5 ml. Os soros foram obtidos
apos coagulacdo por centrifugacdo a 2500 rpm e estocados a -20°C para posteriores

analises.

3.4 - Extracdo do muco intestinal

Foi utilizada, para a coleta do muco intestinal, a técnica descrita por Menezes
(Menezes, 2001): O intestino delgado dos camundongos foi retirado e repartido em duas
metades. Cada por¢éo foi lavada com 5 mL de PBS pH 7,8 gelado, utilizando uma
agulha (22G) e uma seringa de 5 mL introduzida no interior do 6rgdo. Em seguida, o
muco foi coletado em tubos tipo Falcon, homogenizado e centrifugado a 2000 rpm, a
4°C, por 30 minutos. Foi retirado 1 mL do sobrenadante e armazenados em tubos

conicos de 1.5 ml a -20°C, para medida de IgA secretoria por ELISA.

3.5 - Analise do peso e celularidade do Timo

O timo foi retirado cirurgicamente e pesado utilizando uma balanca analitica.
Em seguida, o 6rgdo foi macerado com émbolo e a suspensdo de células foi colocada
em meio RPMI 1640. As mesmas foram centrifugadas a 1200rpm por 5 minutos. Em
seguida, as células foram ressuspendidas em meio completo e fez-se a contagem das
células viadveis utilizando o corante eritrocina, que cora células mortas. ApoOs a
contagem na Camara de Neubauer, o nimero de células é expresso de acordo com a
formula: n° de células/ml = (células viaveis x diluicdo x 10%)/n° campos contados na

Camara de Neubauer.
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3.6 - Andlise Histologica

Os 6rgdos foram fixados em formol tamponado 10% por 24 horas e, em seguida,
sdo transferidos para alcool 70%. Os o6rgdos foram desidratados em diferentes
concentracOes de alcoois, diafanizados em xilol, incluidos em parafina, de onde s&o
obtidos cortes de 5um. As laminas sdo coradas pelo método da hematoxilina-eosina
(HE), segundo o protocolo estabelecido pelo laboratdrio Biologia do Sistema Linfoide e
da Regeneracéo.

No caso do intestino delgado, este foi retirado e colocado em PBS pH 7,8
gelado. O conteudo intestinal foi lavado com PBS gelado e o intestino cortado em 2
partes (a primeira por¢do contém duodeno e jejuno proximal e a segunda, jejuno distal e
ileo). Estes foram abertos e enrolados, como um “rocambole”. Em seguida, foram

fixados e mantidos 24h em formol e, posteriormente, em alcool 70%.

3.7 - Avaliacéo dos niveis séricos de cortisol e DHEA

Os niveis séricos de cortisol e DHEA foram dosados atraves do método de
ELISA indireta, de acordo com o protocolo dos kits Active Cortisol (Saliva) EIA e
Active DHEA (Saliva) EIA, respectivamente (ambos da Diagnostic Systems

Laboratories, Inc.).

3.7.1 - Active Cortisol (Saliva) EIA

e Preparar a Solucdo Conjugada Enzimatica diluindo-se com o Diluente
de Conjugado

e Pipetar 25 pL dos Padrdes, Controles e Amostras nas cavidades

e Adicionar 100 pul da Solugdo Conjugado Enzimatico em cada cavidade,
agitando gentilmente por 5-10 segundos

e Adicionar 100 pl do Anti-soro Cortisol em cada cavidade, agitando
gentilmente por 5-10 segundos

e Incubar as cavidades, agitando no agitador orbital de microplacas

ajustado de 500-700 rpm por 45 minutos a temperatura ambiente
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Aspirar e lavar cada cavidade 5 vezes com a solucdo de lavagem e
secar por inversdo em material absorvente

Adicionar 100 ul de Solucdo Cromdgena TMB a cada cavidade e
incubar a temperatura ambiente por 15-30 minutos em agitador
ajustado a 500-700 rpm

Adicionar 100 ul da Solucdo de Interrupcdo em cada cavidade e agitar
a placa com as maos por 5-10 segundos

Ler a absorbancia da solugdo contida nas cavidades dentro de 30

minutos, usando um leitor de microplacas ajustado para 450 nm

3.7.2 - Active DHEA (Saliva) EIA

Preparar a Solugcdo Conjugada Enzimatica diluindo-se com o Diluente
de Conjugado

Pipetar 100 pL dos Padrdes, Controles e Amostras nas cavidades
Adicionar 50 ul da Solucdo Conjugado Enzimatico em cada cavidade,
agitando gentilmente por 5-10 segundos

Adicionar 100 ul do Anti-soro DHEA em cada cavidade, agitando
gentilmente por 5-10 segundos

Incubar as cavidades, agitando no agitador orbital de microplacas
ajustado de 500-700 rpm por 1 hora a temperatura ambiente

Aspirar e lavar cada cavidade 5 vezes com a solucdo de lavagem e
secar por inversdo em material absorvente

Adicionar 100 pul de Solucdo Cromdgena TMB a cada cavidade e
incubar a temperatura ambiente por 15-30 minutos em agitador
ajustado a 500-700 rpm

Adicionar 100 pul da Solugéo de Interrupgdo em cada cavidade e agitar
a placa com as maos por 5-10 segundos

Ler a absorbancia da solucdo contida nas cavidades dentro de 30

minutos, usando um leitor de microplacas ajustado para 450 nm
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3.8 - Contagem total e diferencial de leucocitos

O sangue foi coletado utilizando 10 uL de EDTA por tubo. Para a contagem
total de leucdcitos, foi utilizado 10 pL do sangue ndo-coagulado diluido em 190 plL da
solucdo de azul de metileno 0,025%. Em seguida as células foram contadas na Camara
de Neubauer e o numero total de leucdcitos foi obtido utilizando a formula: N° de
leucdcitos (mm?) = n° células contadas nos quatro campos x 50.

Para a contagem diferencial de leucdcitos, foi retirado aproximadamente 20 pL
do sangue ndo-coagulado e feito um esfregaco em laminas de vidro e coradas com
May-Grunwald e Giemsa. Depois, foi contado um total de 100 células em microscopio
6tico com aumento total de 1000x, e a proporcdo de cada tipo de leucdcito foi

expresso em porcentagem.

3.9 - Medida de Imunoglobulinas séricas por ELISA

Os anticorpos sdo detectados por ensaios imunoenzimaticos padrdo, de acordo
com a metodologia descrita por Menezes (Menezes, 2001), descrita a seguir:

Microplacas de poliestireno (NUNC, Roskilde, Denmark) séo sensibilizadas
com 100 uL/ pogo com anticorpos policlonais de cabra anti-imunoglobulinas de
camundongo (1:2000) (Southern Biotecnology Associate Inc.), diluidos em tampéo
carbonato pH 9,6 e mantidas overnight a 4°C. Apos este periodo, as placas foram
lavadas com salina contendo 0,05% Tween-20 (solucdo salina-Tween) (SIGMA
Chemical Co.), e bloqueadas com 200 uL/ pogo de 0,25% caseina diluida em PBS
(PBS-caseina), por no minimo, 1 hora a temperatura ambiente. As placas foram lavadas
com salina-Tween e, em seguida, foram adicionados 100 uL/ poco dos soros diluidos
1:100 ou 1:1000 em diluicBes seriadas (fator 0.5) a partir de 1/2000 para Igs totais e
IgG, e 1/200 para IgM e IgA sérica em PBS-caseina, e mantidas durante uma hora a
37°C. Para controle positivo padriio, foram utilizados anticorpos purificados de
camundongos de cada isotipo (Southern Biotecnology Associate Inc.), além do controle
negativo da propria placa sem adicdo de soro (branco). Em seguida, as placas foram
lavadas com salina-Tween e incubadas com 100 uL/ poco da solugcdo do anticorpo
policlonais de cabra especificos para as cadeias w,y, a ou Ig total ligado a biotina

(1:10000) (Southern Biotecnology Associate Inc.) durante uma hora a 37°C. Novamente
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as placas foram lavadas com salina-Tween e incubadas com 100 uL/ pogo de uma
solucdo de streptavidina conjugada a peroxidase (1:5000) (Southern Biotecnology
Associate Inc.) durante uma hora a 37°C. Mais uma vez as placas foram lavadas com
salina-Tween e foram reveladas através da incubacdo com 100 ulL/ pogo do substrato
(H202 + OPD) diluido em tampado citrato pH 5 durante 20 minutos, ao abrigo da luz. A
reacdo foi interrompida com 20 uL/ po¢o da solucdo de &cido sulfurico 2N. Ao final, a

reacdo foi detectada através de uma leitura no leitor de ELISA automatico (Bio-Rad
Model 450 Microplate Reader), usando o filtro de 492 nm.

3.10 - Medida de IgA secretoria total por ELISA

Em resumo, microplacas de poliestireno (NUNC, Roskilde, Denmark) sao
sensibilizadas com 100uL/ poco com anticorpos policlonais de cabra anti-
imunoglobulinas de camundongo (1:2000) (Southern Biotecnology Associate Inc.),
diluidos em tampao carbonato pH 9,6 e mantidas overnight a 4°C. Apos este periodo, as
placas foram bloqueadas com 200 plL/ poco de PBS-caseina, por no minimo, 1 hora a
temperatura ambiente. Foi adicionado 100 uL/ po¢o do muco intestinal (1:20) diluidos
em diluicdes seriadas (fator 0.5 - 1:200 a 1:12800) em PBS-caseina, e mantidas durante
uma hora a 37°C. Para controle positivo padrao, foram utilizados anticorpos IgA
purificados de camundongos (Southern Biotecnology Associate Inc.), além do controle
negativo da propria placa sem adicdo de soro (branco). Em seguida, as placas foram
incubadas com 100 uL/ pogo da solucdo do anticorpo anti-lgA marcada com biotina
(1:10000) (Southern Biotecnology Associate Inc.) durante uma hora a 37°C. As
imunoglobulinas ligadas foram detectadas utilizando 100 uL/ poco de uma solucao de
streptavidina conjugada a peroxidase (1:5000) (Southern Biotecnology Associate Inc.)
durante uma hora a 37°C. As placas foram reveladas através da adicdo de 100 uL/ pogo

do substrato (H202 + OPD) diluido em tampéo citrato pH 5 durante 20 minutos, ao

abrigo da luz. A reacdo foi interrompida com 20 ulL/pogo da solugéo de acido sulfurico
2N. Ao final, a reacdo foi detectada através de uma leitura no leitor de ELISA

automatico (Bio-Rad Model 450 Microplate Reader), usando o filtro de 492 nm.
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3.11 - Medida de IgE sérica por ELISA

Em resumo, microplacas de poliestireno (NUNC, Roskilde, Denmark) sdo
sensibilizadas com 50 pL/ pogo com anticorpos de cabra anti-IgE totais de camundongo
(1:250) (Southern Biotecnology Associate Inc.), diluidos em tampé&o carbonato pH 9,6 e
mantidas overnight a 4°C. Apoés este periodo, as placas foram bloqueadas com 200 pL/
poco de PBS-caseina, por no minimo, 1 hora a temperatura ambiente. Foram
adicionados 50 pL/ pog¢o do soro total e mantidas durante uma hora a 37°C. Para
controle positivo padrdo, foram utilizados anticorpos IgE purificados de camundongos
(Southern Biotecnology Associate Inc.), além do controle negativo da prépria placa sem
adicdo de soro (branco). Em seguida, as imunoglobulinas ligadas foram detectadas
utilizando 50 uL/ pogo da solugdo do anticorpo anti-IgE marcada com biotina (1:500)
(Southern Biotecnology Associate Inc.) durante uma hora a 37°C. As placas foram
incubadas com 50 uL/ pogo de uma solucdo de streptavidina conjugada a peroxidase
(1:5000) (Southern Biotecnology Associate Inc.) durante uma hora a 37°C. Para
revelacdo, foi adicionado 100 uL/ poco do substrato (H202 + OPD) diluido em tampao

citrato pH 5 durante 20 minutos, ao abrigo da luz. A reacédo foi interrompida com 20
uL/ pogo da solucéo de acido sulfurico 2N. Ao final, a reacdo foi detectada através de
uma leitura no leitor de ELISA automatico (Bio-Rad Model 450 Microplate Reader),

usando o filtro de 492 nm.

3.12 - Preparacéo de suspenséo das celulas linfoides

3.12.1 - Meio de cultura

Foi utilizado meio RPMI 1640 como meio incompleto e, como meio de cultura,
RPMI 1640 enriquecido com 2 nM de L-glutamina, 50 mM de 2-mercapto-etanol, 100
U/mL de penicilina, 100 pg/mL de fungizona, 1mM de piruvato de sodio, 0,1 mM de

aminoacidos ndo-essenciais, 25 mM de HEPES e 5-10% de soro fetal bovino inativado.

3.12.2 - Preparacao de suspensdes celulares

As suspensbes de células do baco e linfonodo mesentérico (LnM) foram

preparadas de acordo com a seguinte técnica, padronizada em nosso laboratério:
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e retirar 0s 6rgdos e manté-los em meio incompleto;

e 0 bago foi colocado em um macerador de vidro e pressionado em meio
incompleto. No caso do timo e LnM, foram macerados utilizando as
extremidades asperas de laminas de vidro;

e transferir a suspensdo de células para um tubo de 10 mL;

e centrifugar a 1200 rpm, por 10 minutos, a 4°C;

e desprezar o sobrenadante e ressuspender as células em meio completo e
contar as células viaveis;

Obs: no caso do baco, desprezar o sobrenadante e acrescentar 9 mL de agua
destilada para lisar as hemécias, e imediatamente depois, adicionar 1 mL de PBS 10X
concentrado. Centrifugar novamente a 1200 rpm, por 10 minutos, a 4°C. Ressuspender

as ceélulas em meio completo e contar as células viaveis.

3.12.3 - Contagem das células viaveis

Para a contagem das células viaveis, foi utilizado o corante eritrocina. Misturar
50 ul da suspensdo celular em volume igual de eritrocina e colocar na Camara de
Neubauer. Apés a contagem das células ndo-coradas (viaveis), o numero de células é
expresso de acordo com a formula: n° de células / ml = (células viaveis x diluicdo x

10%/n° campos contados na Camara de Neubauer.

3.14 - Cultura de células e coleta do sobrenadante da cultura

Foi colocado 125 pl/ pogo da suspensdo de células, com concentracdo igual a 5
x 10% — 1 x 107 células/ mL em uma placa de 96 pogos. Foram adicionados 125 pl/ pogo
da solucdo do mitdgeno Concanavalina A (Con A) (SIGMA) ou de uma solucdo de
anticorpos anti-CD3 e anti-CD28 (BD Pharmingen), para estimulacdo inespecifica do
sistema imune in vitro. Para controle negativo de ativacdo, foi adicionado 125 ul/ poco
de meio completo. As células foram mantidas em cultura em uma estufa umidificada
com uma atmosfera de 5% de CO2 a 37°C. Apds 24h e 72h, foi coletado 200 ul de

sobrenadante para dosagem de citocinas.
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3.15 - Medida de citocinas do sobrenadantes da cultura celular ou
plasmatica por ELISA

As placas foram sensibilizadas com 100 ul/ pogo de anticorpos monoclonais
(BD Pharmingen) reativos contra IL-2, IFN-y, IL-4, IL-6, IL-10 e TNF-a, 1 ug/ mL,
diluidos em tampdo carbonato pH 9,6 e mantidas overnight a 4°C. Em seguida, foram
adicionados os sobrenadantes coletados apds 24 horas de cultura para medida de IL-2 e
TNF-a, e ap0s 72 horas para a dosagem das demais citocinas, ou amostras do plasma.
As placas foram incubadas overnight a 4°C. As citocinas ligadas foram detectadas
utilizando 100 pl/ poco de anticorpos monoclonais (BD Pharmingen) especificos para
IL-2, IFN-y, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-o. e TGF-$ de camundongo, 0,5 ug/ mL marcados
com biotina, por 1 hora a temperatura ambiente.Uma solucdo adicional de deteccéo
contendo estreptavidina conjugada a peroxidase (100 ul/ pogo) (Southern Biotecnology
Associate Inc.), em uma diluicdo de 1/10000, foi adicionada e incubada por 1 hora a
temperatura ambiente. As placas foram reveladas através da incubacdo com 100 uL/
poco do substrato (H202 + OPD) diluido em tampéo citrato pH 5 durante 20 minutos,
ao abrigo da luz. A reacdo foi interrompida pela adicdo de H2SO4 (20 ul/poco) e lida no
leitor de ELISA automatico (Bio-Rad Model 450 Microplate Reader), usando o filtro de
492 nm.

3.16 - Adrenalectomia

A técnica da adrenalectomia foi padronizada pela estudante, conforme descrita a
sequir:

Os animais foram anestesiados com 50-100 uL de anestésico veterinario e, no
primeiro dia, era retirado apenas uma das glandulas adrenais por procedimento
cirrgico. Em seguida, fazia-se a sutura com um fio de poliamida (nylon) (Ultralon 5-0,
Biosut). Depois de 2 dias, era feito uma nova cirurgia para se retirar a glandula adrenal
restante e realizava o mesmo procedimento pds-cirdrgico.Os experimentos s6 foram
iniciados depois do periodo de recuperacdo dos animais, em média uma semana apos a

cirurgia.
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3.17 - Analise fenotipica das células por citometria de fluxo

Para a marcacdo fenotipica de leucdécitos por citometria de fluxo, foi utilizada a
metodologia descrita segundo Andrade (2003).

3.17.1 - Marcacdao fenotipica dos leucdcitos periféricos do sangue

O sangue foi coletado utilizando 10 uL de EDTA por tubo. Foi adicionado em
um tudo 10 pL de uma solucdo de diferentes anticorpos monoclonais anti-marcadores
fenotipicos conjugados com FITC (isocianato de fluoresceina), CyChrome ou PE
(ficoeritrina) (BD Pharmingen) diluidos em PBS-W. Foi retirado 50 puL do sangue ndo-
coagulado e colocados em cada um dos tubos contendo diferentes anticorpos. Apés a
homogenizacéo, os tubos foram incubados a 4°C, por 30 minutos ao abrigo da luz. Para
a lise das hemaécias, foi adicionado 1 mL da solugdo de Billing, deixando reagir por 45
segundos. A reacdo foi interrompida acrescentando 2 mL de PBS. As células foram
centrigudas por 10 minutos a 1200 rpm a 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi
desprezado por inversdo rapida, lavado com PBS e centrifugado novamente por 10
minutos a 1200 rpm a 4°C, repetindo esse processo duas vezes. Ao final, os leucocitos
foram ressuspendidos em 200 uL de solucdo fixadora MacFacsFix, para em seguida

fazer a leitura no citbmetro.

3.17.2 - Marcacao fenotipica dos leucocitos de 6rgaos linféides

Depois de isoladas do baco e LnM, as células foram ressuspendidas em PBS pH
7,2 contendo 0,2% de soro fetal bovino e 0,1% de azida sddica, a uma concentracdo de
2 x 107 células /mL. Foram colocado 25 pl da suspensdo celular em uma placa com
fundo em U e incubadas por 30 minutos, a 4° C, com 10 pl de solucdo dos anticorpos
monoclonais anti-marcadores fenotipicos conjugados com FITC, CyChrome ou PE
diluidos em PBS-W. Apds esse periodo, centrifugar as placas por 10 minutos a 1200
rpm a 4° C, desprezar o sobrenadante por inversao rapida e, em seguida, lavadas com
PBS-azida por duas vezes. Ao final, os leucdcitos foram ressuspendidos em 200 uL de

solucdo fixadora MacFacsFix, para em seguida fazer a leitura no citdmetro.
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3.17.3 - Tipos de marcadores fenotipicos celulares

Para a obtencdo de dados qualitativos sobre os fen6tipos apresentados pelos
linfocitos do sangue, baco e LnM, foram utilizados a seguinte combinagdo de
anticorpos anti-moléculas de superficie de camundongos:

CD3 CyChrome / CD4 FITC / CD8 PE — subpopulagées de linfécitos T
CD3 CyChrome / CD4 FITC / CD25 PE — células T ativadas
CD3 CyChrome / CD4 ou CD8 FITC / CD62L PE — células T virgens ou ativadas
CD3 CyChrome / CD4 ou CD8 FITC / CD69 PE — células T ativadas
CD3 CyChrome / CD4 ou CD8 FITC / CD45RB PE — células T virgens ou ativadas
CD3 CyChrome / CD4 ou CD8 FITC / CD28 PE — células T virgens ou ativadas
CD19 PE / CD5 FITC — subpopulacéo de linfocitos B e B1
CD19 FITC/ CD21 PE — células B ativadas
Em todos os orgéos, foram utilizados os anticorpos 1gG2a FITC e 1gG2b PE
para o controle negativo, consistindo de células incubadas com imunoglobulinas do

mesmo isotipo usado no anticorpo marcado.

3.18 - Obtencéo dos dados no citbmetro de fluxo e analise dos resultados

A anélise de citometria de fluxo de trés cores foi feita usando um FACScan
(Becton Dickinson, Mountain View, California). A porcentagem de células positivas foi
analisada através do software Cell Quest em comparacdo ao controle negativo. Durante
a aquisicdo, foram coletados 30.000 eventos para analise. A identificacdo das
populacdes celulares de interesse, bem como a determinacdo do valor percentual de
populacdes e sub-populacdes celulares, foi realizada através de um sistema

computacional acoplado ao citémetro.

3.18.1 - Estratégia de analise

Os dados obtidos foram analisados de acordo com Speziali (2004) e Speziali, et
al (2004). A figura 1 mostra, de maneira esquematica, a seqiiéncia de procedimentos
necessarios para a analise dos dados do fendtipo celular. O primeiro passo consiste na
identificacdo de populacGes de leucdcitos em estudo: os linfocitos. Na figura 1a temos

um grafico do tipo pontual (dot plot) onde se pode avaliar o tamanho celular (FSC) e a
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granulosidade (SSC). Apos a selecdo da regido de interesse, a mesma é analisada
utilizando-se a intensidade de fluorescéncia apresentada pelas células presentes na
regido selecionada, em gréficos de fluorescéncia 3 (FL3 — fluorescéncia roxa obtida
pela marcagdo com CyChrome) versus SSC (Figura 1b). Seleciona-se a populacdo de
células positivas para FL3, e feita a andlise em graficos de fluorescéncia FL1 (FL1 —
fluorescéncia verde obtida pela marcagdo com FITC) versus florescéncia 2 (FL2 —

fluorescéncia laranja obtida pela marcagéo com PE) (Figura 1c).
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Figura 1: Analise de leucdcitos do sangue periférico por citometria de fluxo.

A figura 2a representa um perfil celular de tamanho e granulosidade (FSC vs SSC), onde foi selecionada
a regido R1 correspondente a populacédo de linfocitos. A figura 2b representa um perfil celular obtido em
grafico de FL3 (CD3-CyChrome) versus granulosidade, em que foi selecionado a populagéo de células
CD3 positivas (regido R3), dentro da regido R1. A figura 2c representa um perfil celular obtido em
gréafico de FL1 (CD4-FITC) versus FL2 (CD8-PE), selecionada a partir das regides R1 e R3.

3.19 - Analise estatistica

Foi utilizado o software “Minitab® Release 14 Statistical Software” para andlise
da distribuicdo normal dos dados, e utilizado o software “GraphPad Prism® 4” para
andlise de variancia (ANOVA) para testar a hiptese de que os valores médios entre os

grupos experimentais sdo diferentes, com significancia p< 0,05,
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3.20 - Solucgbes utilizadas

3.20.1 - Solugdes usadas no teste de ELISA

Tampéo Carbonato pH 9,6
Na.CO3 0,015M
NaHCO3 0,035M
Tampdo Fosfato (PBS) pH 7,2
NaCl 0,0015M
KCI10,0081M
Na,HPO4 x 7 H20 0,1369M
KH2PO4 0,0027M
PBS-caseina
Tampao fosfato pH 7,2
Caseina 25%
Salina fisioldgica
NaCl 0,85%
Salina-Tween
Salina fisioldgica 0,85%
Tween 20 0,05%
Tampao Citrato pH 5
Na:HPO4 0,2M
Acido citrico (CsHsO7) 0,1M
Solucéo de 4cido sulfurico
H2S04 2N
Solucéo do substrato (por placa)
OPD: 4 mg
H202: 2 ul
Tampao citrato pH 5: 10 mL

3.20.2 - Solucdes usadas na marcacao fenotipica de linfécitos

PBS-azida
Tampéo fosfato pH 7,2
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Azida sddica 0,01%
PBS-W

Tampado fosfato pH 7,2

BSA (albumina sérica bovina) 5%
Mac Facs Fix

NaCl: 0,15M

Cacodilato de sddio

Paraformoldeido 1%
Solucéo de Billing pH 7,85

Citrato de sodio

Formaldeido 1%

Dietilenoglicol 3%

Heparina usp/mL (100.000)

3.20.3 -Solugdes usadas na histologia

Formol tamponado 10%
Fosfato de sodio monobasico
Fosfato de sodio dibasico
Formol
Solucdo May-Grunwald
Azul de metileno
Alcool metilico
Solucédo de Giemsa
Giemsa em po
Glicerina

Alcool metilico

Estratégia Experimental
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Afinidades Imunoldgicas entre o Envelhecimento e o Estresse Cronico

4. RESULTADOS



Resultados

4.1 - As alteragbes causadas no organismo pelo estresse cronico de

contencao

Para a inducdo do estresse de contencdo, camundongos machos BALB/c jovens
(9 semanas de idade) ficaram imobilizados dentro de tubos tipo Falcon de 50mL, por
duas horas, durante 5 dias consecutivos. Logo nos primeiros dias de sessdes de estresse,
0s animais apresentaram diarréia. Ao final, pode ser observada queda do pélo na regido
toréxica, efeito conhecido como alopecia.

4.2 - Niveis plasmaticos de cortisol e DHEA nos animais submetidos ao

estresse cronico

Apos as sessOes de estresse, 0s animais foram sangrados, utilizando-se anti-
coagulante, e foram coletados plasmas para medida dos hormdnios cortisol e DHEA
plasmaticos. De acordo com as figuras 2 e 3, 0s niveis desses horménios estdo
significativamente aumentados durante o estresse cronico em relacdo aos animais

controles e idosos, respectivamente.
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Figura 2: Medida de cortisol plasméatico em camundongos BALB/c jovens, submetidos ao estresse
crénico e em camundongos idosos.

As barras representam a média dos valores obtidos em cada grupo (n=5), acompanhadas do desvio
padrdo. O asterisco indica uma diferenca significativa entre os animais estressados e 0s demais grupos
(p<0,05).

65



Resultados

N
o

w
o
1

[E
o
|

Concentragdo ng/ml
N
o

ND

o

Controle Estresse Idoso

Figura 3: Medida de DHEA plasmatico em camundongos BALB/c jovens, submetidos ao estresse
crénico e em camundongos idosos.

As barras representam a média dos valores obtidos em cada grupo (n=5), acompanhadas do desvio
padrdo. O asterisco indica uma diferenca significativa entre os animais estressados e 0s demais grupos
(p<0,05). ND= ndo detectado.

4.3 - Contagem global e diferencial de leucocitos periféricos do sangue

nos animais submetidos ao estresse cronico

Para analise da distribuicdo de leucdcitos periféricos do sangue, 0s animais
foram sangrados no plexo axilar e o sangue coletado com anti-coagulante. Em seguida,
foram retirados 10 ul do sangue e feita a contagem de leucocitos em Camara de
Neubauer utilizando o corante azul de metileno 0,025%.

Podemos observar na figura 4 que tanto nos animais idosos quanto naqueles
submetidos ao estresse fisico de contencdo, ndo houveram diferencas quanto ao nimero
de leucdcitos periféricos presentes no sangue, quando comparados com 0 grupo

controle.
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Figura 4: Contagem de leucdcitos periféricos do sangue dos camundongos BALB/c controle,
estressados e em camundongos idosos.

O numero de células foi expresso utilizando a formula: n° de células/ mm?® = n° células contadas nos
quatro campos X 50. As barras representam a média dos valores obtidos em cada grupo (n=5),
acompanhadas do desvio padréo.

Porém, quando analisamos os tipos de leucdcitos circulantes, ha uma diferenca
entre 0s grupos.

Para a contagem diferencial de leucdcitos, foram coletados 10 ul do sangue néo-
coagulado e feito um esfregaco sanguineo em laminas de vidro. Foi feita a contagem de
células em imersdo, utilizando-se um microscopio Otico com objetiva de 100x. A
quantidade dos diferentes tipos de leucocitos encontrados foi expressa em porcentagem.

De acordo com a figura 5, nos animais submetidos ao estresse crénico houve um
aumento significativo no nimero de neutréfilos, cerca de 5 vezes maior, e uma grande
diminuicdo de células mononucleares e eosinofilos, quando comparados com 0s grupos
controle e idosos.

Nédo foram encontradas diferencas significativas na quantidade de neutrofilos

nem de eosinofilos entre os grupos controle e idoso.
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Figura 5: Porcentagem de leucécitos periféricos do sangue em camundongos BALB/c controle,
submetidos as estresse crénico e em camundongos idosos.

A contagem diferencial foi realizada em um microscépio 6tico, utilizando uma objetiva de aumento de
100x em 6leo de imersdo. Foi contado um total de 100 leucdcitos e o resultado foi dado em porcentagem
de cada tipo de leucocito encontrado. As barras representam a média dos valores obtidos em cada grupo
(n=5), acompanhadas do desvio padréo. O asterisco indica uma diferenca significativa entre os animais
estressados e 0s demais grupos (p<0,05).

4.4 - Os efeitos do envelhecimento e do estresse cronico no timo

A avaliacdo da involucdo timica foi realizada através da medida do peso, da
celularidade e da avaliacdo da histologia desse 6rgdo. As figuras 6 e 7 mostram que ha
uma acentuada diminuicdo do peso, cerca de 50%, e da quantidade de células presentes
nesse 0rgdo, de mais de 4 vezes menos, nos animais idosos e aqueles submetidos ao

estresse cronico, quando comparados com o grupo controle.
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Figura 6: Avaliacéo do peso do timo em animais jovens controles, submetidos ao estresse crénico e

idosos.

Camundongos BALB/c foram sacrificados e tiveram seus timos removidos e pesados em uma balanga
analitica. As barras representam a média dos valores obtidos em cada grupo (n=5), acompanhadas do
desvio padrdo. O asterisco indica uma diferenca significativa entre os grupos estresse e idosos em relagéo

aos animais controles (p<0,05).
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Figura 7: Avaliacao da celularidade do timo em animais jovens controles, submetidos ao estresse

cronico e idosos.

Camundongos BALB/c foram sacrificados e tiveram seus timos removidos. Em seguida o érgdo foi
macerado, as células ressupendidas em meio de cultura e contadas em Cémara de Neubauer. As barras
representam a média dos valores obtidos em cada grupo (n=5), acompanhadas do desvio padrdo. O
asterisco indica uma diferenca significativa entre 0s grupos estresse e idosos em relagdo ao animais

controles (p<0,05).

Para se obter maiores detalhes da sobre alteracdes morfolégicas na estrutura
timica, o 6rgdo foi coletado e processado para analise histologica. Apds a montagem em

laminas, foi realizada a coloragdo, utilizando os corantes hematoxilina-eosina (HE).
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A figura 8A representa um timo de camundongos jovens (controle), em que
estéo representados, pela seta com asterisco, a regido cortical e, pela seta com quadrado,
a regido medular (aumento de 10x da objetiva). A figura 8B também caracteriza ambas
as regibes timicas dos animais jovens, porém em maior detalhe (aumento de 20x da
objetiva).

Analises microscdpicas do timo dos animais submetidos ao estresse cronico
revelaram que hd uma diminuicdo da celularidade em todo o 6rgdo com uma mudanca
na arquitetura medular e grande deposi¢do de tecido conjuntivo substituindo o tecido
medular (figura 8C, indicado pela seta).

O timo dos animais idosos também sofreu uma drastica alteracdo morfoldgica.
Além da reducdo celular, a figura 8D mostra que ha uma substituicdo do tecido cortical
por tecido adiposo (figura 8D, indicado pela seta). Na figura 8E, é possivel observar
que, assim como nos animais estressados, a regido medular é preenchida por tecido
conjuntivo, sugerindo o desenvolvimento de um processo fibrotico nesse compartimento

(indicado pela seta).
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Figura 8: Histologia do timo de animais jovens. controles, submetidos ao estresse cronico e idosos.
A e B: animais controles, C: animais submetidos ao estresse crénico e D e E: animais idosos. Os timos
foram fixados com formol tamponado 10%, transferido para diferentes concentragcdes de alcoois e
posteriormente incluidos em parafina e cortados em um micr6tomo para montagem das laminas. Foi
utilizado o método de coloracdo hematoxilina-eosina (HE). As figuras foram analisadas no microscopio
Gtico, com uma objetiva de aumento de 20X. Na figura A, a seta com asterisco indica a regido medular do
timo e a seta com quadrado, a regido cortical (aumento 10x). Na figura C, a seta indica o processo
fibrotico presente na regido medular. Na figura D, a seta indica o desenvolvimento de teido adiposo junto
a regido cortical. Na figura E, a seta indica fibrose na regido medular.
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4.5 - Medida de imunoglobulinas séricas totais, das classes IgM, 1gG, IgA
e IgE, e de IgA secretdria em animais jovens normais ou submetidos ao

estresse cronico de contengdo e em animais 1dosos

Para a medida de imunoglobulinas do soro, os animais foram anestesiados e
sangrados pelo plexo axilar para a coleta de sangue. Apos a centrifugacdo, foi extraido o
soro para posterior analise dos niveis de anticorpos sericos das amostras, realizado pelo
teste de ELISA. Foram avaliados os niveis de imunoglobulinas totais (lg total), bem
como os isotipos 1gG, IgM, IgA e IgE.

A figura 9 demonstra que, durante o envelhecimento, ha um aumento
significativo da producdo de imunoglobulinas totais séricas e dos isotipos IgM, IgG,
IgA e IgE em relacdo aos demais grupos. Ja nos animais submetidos ao estresse cronico,

foi observado apenas um aumento na producdo de IgE sérica.
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Figura 9: Niveis de imunoglobulinas séricas totais (Ig total) e das classes IgM, 1gG, IgA e IgE.
Camundongos BALB/c controle, estressados e idosos foram sangrados no plexo axilar para posterior
anélise dos titulos de imunoglobulinas no soro. As barras representam a média da somatoria da
absorbancia das diluicbes (ELISA*) obtidas em cada grupo (n=5), acompanhadas do desvio padrdo. O
asterisco indica uma diferenca significativa entre os animais idosos e 0s demais grupos; e entre os animais
estressados (somente no caso de IgE sérica) e os grupos controle e idosos (p<0,05).

Para a medida dos niveis de IgA secretoria (sIgA) presente no muco intestinal,
0s animais foram sacrificados e houve a retirada do intestino delgado. Em seguida, foi
feito um lavado do conteudo intestinal com PBS e, ap6s a centrifugacdo, 0s

sobrenadantes foram coletados para andalise dos niveis de slgA por ELISA.
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A figura 10 ilustra que tanto no envelhecimento quanto no estresse crdnico ha
um aumento da quantidade de slgA no lumen intestinal, comparado com o grupo

controle.

Controle Estresse Idoso

Figura 10: Niveis de IgA secretoria presente no muco intestinal.

Camundongos BALB/c controle, estressados e idosos tiveram o muco intestinal extraido para posterior
analise dos niveis de slgA. As barras representam a média da somatoria da absorbancia das diluicdes
(ELISA*) obtidas em cada grupo (n=5), acompanhadas do desvio padrdo. O asterisco indica uma
diferenca significativa entre os grupos estresse e idosos em relacdo aos animais controles (p<0,05).

4.6 - Producéo de citocinas por células linfoides do baco em animais
jovens normais ou submetidos ao estresse crénico de contencéo e animais

idosos

Para a quantificacdo das citocinas produzidas durante o estresse crénico e o
envelhecimento, as células do baco de camundongos controle, camundongos
submetidos ao estresse crénico de contencdo e em camundongos idosos foram mantidas
em cultura em meio completo ou estimuladas com ativadores mitdticos Concanavalina
A (Con A) ou anticorpos anti-CD3 e anti-CD28. Os sobrenadantes foram coletados 24
horas depois para dosagem de IL-2 e TNF-o ou ap6s 72 horas, para as demais citocinas.

Em relacdo ao perfil de citocinas do tipo Thl, a figura 11 mostra que a producéo
de IL-2 aumenta quando as células sdo estimuladas com Con A ou com anti-CD3/ anti-
CD28 em todos os grupos, sendo que a producdo dessa citocina ndo se altera com a

idade ou com o estresse.

73



Resultados

IL-2

o =
[} DN}
|

o
IS
1

Concentragdo ng/m

o
]

Controle Estresse Idoso

O Meio H ConA anti-CD3 anti-CD28

Figura 11: Producao de IL-2 por células do bago medidas no sobrenadante da cultura de
esplenacitos.

Células do baco de camundongos BALB/c de cada grupo foram cultivadas em meio RPMI completo
contendo diferentes estimulos (Con A ou anti-CD3/anti-CD28) e o sobrenadante foi colhido ap6s 24
horas e testados por ELISA para a presenca de IL-2. As concentracBes foram calculadas com base na
curva padrédo construida a partir da leitura da densidade 6tica obtida para IL-2 recombinante. As barras
representam a média da somatoria das concentracGes obtidas em cada grupo (n=5), acompanhadas do
desvio padrdo. O asterisco indica uma diferenca significativa entre as células mantidas com meio e
aquelas cultivadas com diferentes estimulos (p<0,05).

De acordo com a figura 12, a producdo de INF-y esta elevada quando as células
sdo estimuladas com Con A ou com anti-CD3/ anti-CD28, tanto no envelhecimento

quanto durante o estresse cronico, em relacdo ao grupo controle.
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Figura 12: Producéo de IFN-y por células do bago medidas no sobrenadante da cultura de
esplendcitos.

Células do bago de camundongos BALB/c de cada grupo foram cultivadas em meio RPMI completo
contendo diferentes estimulos (Con A ou anti-CD3/anti-CD28) e o sobrenadante foi colhido apés 72
horas e testados por ELISA para a presenga de IFN-[1. As concentracfes foram calculadas com base na
curva padrdo construida a partir da leitura da densidade 6tica obtida para IFN-7 recombinante. As barras
representam a média da somatoria das concentracBes obtidas em cada grupo (n=5), acompanhadas do
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desvio padrdo. O asterisco indica uma diferenca significativa entre 0os grupos estresse e idosos na
presenca de um estimulo em relagdo ao mesmo tratamento realizado nos animais controles (p<0,05).

J& a producdo de TNF-a apresenta-se inalterada, independente o tipo de

estimulo, da idade ou do tipo de tratamento, como visto na figura 13.
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Figura 13: Producdo de TNF-a por células do baco medidas no sobrenadante da cultura de
esplendcitos.

Células do baco de camundongos BALB/c de cada grupo foram cultivadas em meio RPMI completo
contendo diferentes estimulos (Con A ou anti-CD3/anti-CD28) e o sobrenadante foi colhido apds 24
horas e testados por ELISA para a presenca de TNF-a.. As concentracfes foram calculadas com base na
curva padréo construida a partir da leitura da densidade ética obtida para TNF-a recombinante. As barras
representam a média da somatoria das concentracfes obtidas em cada grupo (n=5), acompanhadas do
desvio padréo.

A figura 14 ilustra que os niveis de IL-6 secretados pelos esplendcitos in vitro
sdo maiores quando 0os mesmos sao estimulados com Con A ou com anti-CD3/ anti-
CD28, em todos 0s grupos experimentais. Porém, nos animais estressados € nos idosos,

a producdo dessa citocina é mais elevada, quando submetidos ao mesmo tratamento.
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Figura 14: Producao de IL-6 por células do bago dosadas no sobrenadante da cultura de
esplenacitos.

Células do baco de camundongos BALB/c de cada grupo foram cultivadas em meio RPMI completo
contendo diferentes estimulos (Con A ou anti-CD3/anti-CD28) e o sobrenadante foi colhido apds 72
horas e testados por ELISA para a presenca de IL-6. As concentracBes foram calculadas com base na
curva padrdo construida a partir da leitura da densidade ética obtida para IL-6 recombinante. As barras
representam a média da somatoria das concentracfes obtidas em cada grupo (n=5), acompanhadas do
desvio padrdo. O asterisco indica uma diferenca significativa tanto entre 0s grupos estresse e idosos em

relacdo aos animais controles, quanto entre as células mantidas em meio ou com diferentes estimulos
(p<0,05).

Em comparacdo as citocinas do perfil Th2, a producdo de IL-4 é maior nos
animais idosos, quando submetidos a um estimulo, do que nos demais grupos, que se
mantém inalterados (Figura 15).
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Figura 15: Producao de IL-4 por células do bago dosadas no sobrenadante da cultura de
esplenacitos.

Células do baco de camundongos BALB/c de cada grupo foram cultivadas em meio RPMI completo
contendo diferentes estimulos (Con A ou anti-CD3/anti-CD28) e o sobrenadante foi colhido apés 72
horas e testados por ELISA para a presenca de IL-4. As concentracBes foram calculadas com base na
curva padrédo construida a partir da leitura da densidade ética obtida para IL-4 recombinante. As barras
representam a média da somatoria das concentracGes obtidas em cada grupo (n=5), acompanhadas do
desvio padrédo. O asterisco indica uma diferenca significativa entre os animais idosos frente um estimulo e
0s demais grupos submetidos a0 mesmo tratamento (p<0,05).

A figura 16 mostra que a producdo de IL-10 é menor apés a estimulacao,
principalmente nos animais estressados, do que quando mantidas em meio completo, em

todos 0s grupos experimentais.
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Figura 16: Producéo de IL-10 por células do ba¢o dosadas no sobrenadante da cultura de
esplendcitos.

Células do bago de camundongos BALB/c de cada grupo foram cultivadas em meio RPMI completo
contendo diferentes estimulos (Con A ou anti-CD3/anti-CD28) e o sobrenadante foi colhido apés 72
horas e testados por ELISA para a presenc¢a de 1L-10. As concentrac¢des foram calculadas com base na
curva padrdo construida a partir da leitura da densidade 6tica obtida para IL-10 recombinante. As barras
representam a média da somatoria das concentragBes obtidas em cada grupo (n=5), acompanhadas do
desvio padrdo. O asterisco indica uma diferenca significativa entre os esplendcitos mantidos em meio e
estimulados (p<0,05).
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4.7 - Avaliacéo dos niveis plasmaticos de IL-6

Para a determinacéo da IL-6 plasmatica, os animais foram sacrificados 24 horas
ap6s a ultima sessdo de estresse e foram coletados o sangue com anticoagulante,
centrifugado e retirado o plasma para quantificacdo dessa interleucina por ELISA.

Podemos notar na figura 17 que ha um aumento dos niveis de IL-6 tanto nos
animais idosos quanto nos submetidos ao estresse cronico, sendo que neste ultimo sdo

ainda maiores que 0s demais grupos.
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Figura 17: Medida de IL-6 plasmatica dos animais jovens controles, submetidos ao estresse cronico
e idosos.

Camundongos BALB/c foram sacrificados, tiveram o plasma coletado e testados por ELISA para a
presenca de IL-6. As concentracbes foram calculadas com base na curva padrdo construida a partir da
leitura da densidade OGtica obtida para IL-6 recombinante. As barras representam a média da somatdria das
concentracdes obtidas em cada grupo (n=5), acompanhadas do desvio padrdo. O asterisco indica uma
diferenca significativa entre os grupos estresse e idosos comparados com os animais controles (p<0,05).

4.8 - Caracteristica do perfil fenotipico de linfocitos em animais jovens

normais ou submetidos ao estresse cronico de contencgao e idosos

Foi realizada analise dos marcadores fenotipicos de sub-populac@es de linfocitos
em diferentes compartimentos linféides: baco, linfonodo mesentérico (LnM) e sangue.
Para isso, os animais foram sacrificados e tiveram os Orgdos coletados. Estes

posteriormente foram macerados e as células ressupendidas em meio contendo PBS+
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soro fetal bovino+ azida. Em seguida, as células foram incubadas com os anticorpos
conjugados a um marcador fluorescente (isotiocianato de fluoresceina — FITC;
ficoeritrina — PE; CyChrome — Cy) especificas para um tipo de molécula de superficie e
fixadas em solucdo de paraformoldeido 1% e cacodilato de sédio para leitura no
citdbmetro de fluxo.

A molécula de CD3 foi utilizada para detectar os linfécitos T. Apesar de
participar do processo de transducdo de sinal pelo receptor antigénico por estas células,
¢ utilizada como um “marcador” especifico, pois se encontra somente neste tipo de
célula. Dentro dessa populacdo, existem ainda as células T que expressam a molécula de
CD4, para os linfocitos restritos ao MHC de classe Il, e CD8, para aqueles restritos ao
MHC de classe I. Ja a molécula de superficie celular CD19, participa da ativacao celular
juntamente com o BCR, é encontrado na maioria dos linfocitos B, sendo utilizado da
mesma maneira como um “marcador” para este tipo de célula (Cherukuri et al, 2001;
Abbas & Lichtman, 2005).

Primeiramente, durante as andlises, foi feita a distincdo de linfécitos pelo
tamanho e granulosidade em relagcdo as demais celulas. Em seguida, os linfocitos foram
divididos em células T (atraves das células CD3+) e a partir dai, fez-se a separacdo dos
linfocitos T CD4+ dos linfocitos T CD8+. Ainda dentro da populacdo de linfocitos,
foram separados as células B através das células CD19+.

Para analisar as caracteristicas dos linfocitos, foram utilizadas outras moléculas
de superficie a fim de predizer seu perfil fenotipico. A molécula de CD62L é uma L-
selectina que apresenta um importante papel na adesdo leucécito-endotélio. Ela medeia
o trafego de células T virgens ou naive através das vénulas do endotélio alto (HEV) de
linfonodos periféricos e serve como um sitio primario de ligacdo para linfocitos
circulantes dentro de tecidos linféides (Manfro, 2003).

O CD28 é uma molécula co-estimulatéria que participa do processo de ativacédo
celular via MHC, servindo como um amplificador da sinalizacdo pelo TCR. Essa
molécula possui varios niveis de expressao, sendo que, a medida que a célula for
ativada, sua expressao diminui (Vallejo, 2005).

O CD45 pertence a familia dos receptores da proteina tirosina fosfatase e seu
nivel de expressdo € requerido nos diferentes estagios do desenvolvimento das células
T. A molécula de CD45RB é uma isoforma desse receptor. Ela também possui
diferentes niveis de expressdo: CD45RBMI" para células virgens e CD45RB"" para

células mais ativadas (Holmes, 2005).
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A molécula de CD69 participa do processo de sinalizacdo em diferentes tipos
celulares: linfocitos T e B, células NK, dentre outras e estd presente em leucocitos
ativados (Abbas & Lichtman, 2005).

A molécula CD25 € a cadeia a, de alta afinidade, do receptor de IL-2 (Wan &
Flavel, 2006). Sabe-se que essa molécula esta presente em células ativadas diversas,
mas recentemente tem adotado que, somente no caso de células T humanas, sua alta
expressdo (CD25"9"), em conjunto com as moléculas CD3 e CD4, estd presente em
células T reguladoras (Sakaguchi, 2006). Como sugerido por Sakaguchi (2006), foi
utilizada a tripla-marcagio (CD3+CD4+CD25'°") a fim de identificar as possiveis
células T reguladoras presentes nos animais.

Para analise das caracteristicas fenotipicas dos linfocitos B, além do CD19,
foram utilizados o CD21 e CD5. A primeira se refere a uma molécula receptora para o
fragmento C3d da cascata de complemento, formando um complexo co-receptor com o
CD19 e CD81, transmitindo sinais de ativacdo nos linfocitos B. Dessa maneira, ela €
capaz de caracterizar células B maduras (Cherukuri et al, 2001; Carroll, 2004; Abbas &
Lichtman, 2005).

A molecula CD5 € expressa em células Bla (CD19+CD5+), encontradas
principalmente no peritonio, as quais sdo consideradas por serem responsaveis pela
producdo de anticorpos independentes de celula T e outros autoanticorpos (Colonna-
Romano et al, 2003).

Analisando as caracteristicas dos linfécitos presentes no baco, podemos observar
na figura 18 que, durante o envelhecimento, hd um aumento da freqiiéncia de linfécitos
T CD4+ que expressam um fenotipo de células de memdria, com diminuicdo na
expressdo de moléculas como CD62L, CD28 e CD45RB e aumento de moléculas como
CD69 e CD45RB low. Ja durante o estresse cronico parece ter um efeito contrario, uma
vez que os linfocitos T CD4+ apresentam um perfil de células virgens, com o aumento
da expressdo de moléculas como CD62L, CD28 e CD45RB.
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Figura 18: Caracteristica fenotipica de linfécitos T CD4+ do bago.

Os resultados estdo representados sob a média do valor percentual de linfécitos T CD4+ positivos para
cada molécula de superficie. Os asteriscos indicam uma diferenca estatisticamente significativa (p< 0,05)
existente entre os grupos (n=5).

E possivel observar também que, tanto na senescéncia quanto no estresse
crénico, ndo ha alteracBes na porcentagem de células T CD4+CD25+, podendo sugerir
que nenhum desses processos é capaz de afetar células possivelmente com atividade
reguladora.

A figura 19 mostra as alteragdes no fendtipo dos linfocitos T CD8+ no mesmo
6rgdo. Podemos perceber novamente que, no envelhecimento, ha um aumento na
frequéncia de células T CD8+ que apresentam marcadores de ativacdo, como
diminuicdo da expressdo de CD62L, CD28 e CD45RB. No entanto, essas células ndo se
encontram tdo ativadas como as células T CD4+, ja que ha uma baixa expressdo de

CD69. Novamente podemos observar que o estresse cronico desencadeia um efeito
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oposto, com predominio de células com um fenotipo virgem, com aumento de CD62L e
CDA45RB, porém sem alteracéo na expressdo de CD28.

E interessante notar que, no bago dos animais idosos, a porcentagem de células
CD3+CD4+ esta diminuida, enquanto as células CD3+CD8+ estdo aumentadas (Figuras
20 e 21).
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Figura 19: Caracteristica fenotipica de linfocitos T CD8+ do baco.

Os resultados estdo representados sob a média do valor percentual de linfécitos T CD8+ positivos para
cada molécula de superficie. Os asteriscos indicam uma diferenca estatisticamente significativa (p< 0,05)
existente entre os grupos (n=5).

Ao analisarmos a populacdo de linfocitos B (CD19+), € possivel observar um
aumento na freqliéncia de células B ativadas (caracterizadas pelos marcadores
CD19+CD21+) e da sub-populacdo de células B1 (que expressam CD19+CD5+) nos
animais idosos, em relacdo aos demais grupos. N&o foram encontradas diferengas na

porcentagem de linfdcitos B total entre os grupos (Figura 20).
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Figura 20: Caracteristica fenotipica de linfécitos B CD19+ do baco.

Os resultados estdo representados sob a média do valor percentual de linfécitos B CD19+ positivos para
cada molécula de superficie. Os asteriscos indicam uma diferenca estatisticamente significativa (p< 0,05)
existente entre os grupos (n=>5).

No linfonodo mesentérico (LnM), assim como no baco, ha um predominio de
linfocitos T CD4+ e linfocitos T CD8+ expressando um fendtipo de memoria
(diminuicdo de CD62L, CD28 e CD45RB, e aumento de CDG69) durante o
envelhecimento em relacdo ao grupo controle. No estresse cronico, as caracteristicas das

células CD3+CD4+ e CD3+CD8+ sdo similares ao grupo controle (Figuras 21 e 22).
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Figura 21: Caracteristica fenotipica de linfécitos T CD4+ do LnM.

Os resultados estdo representados sob a média do valor percentual de linfocitos T CD4+ positivos para
cada molécula de superficie. Os asteriscos indicam uma diferenca estatisticamente significativa (p< 0,05)
existente entre os grupos (n=5).
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Figura 22: Caracteristica fenotipica de linfocitos T CD8+ do LnM.

Os resultados estdo representados sob a média do valor percentual de linfécitos T CD8+ positivos para
cada molécula de superficie. Os asteriscos indicam uma diferenca estatisticamente significativa (p< 0,05)
existente entre os grupos (n=5).

A populacdo de linfocitos B, mostrada na figura 23, apresenta um aumento na
frequiéncia de células CD19+CD21+ e de CD19+CD5+ durante o envelhecimento,
como Vvisto no baco. No entanto, no estresse cronico, ha uma grande reducdo da
populacdo CD19+CD21+ e um aumento da frequéncia de células CD19+CD5+ em
relacdo aos demais grupos. Novamente, ndo foram encontradas diferencas na quantidade

de linfécitos B total entre 0s grupos.
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Figura 23: Caracteristica fenotipica de linfécitos B CD19+ do LnM.

Os resultados estdo representados sob a média do valor percentual de linfécitos B CD19+ positivos para
cada molécula de superficie. Os asteriscos indicam uma diferenca estatisticamente significativa (p< 0,05)
existente entre os grupos (n=5).

De acordo com as figuras 24 e 25, foi possivel observar nos animais idosos que
as células CD3+CD4+ e CD3+CD4+ se encontram num estagio intermediario de
ativacdo, com o aumento da frequéncia de células expressando moléculas como CD62L,
importante para o0 processo de migracdo, mas ja hd uma diminuicdo da freqliéncia de
células expressando CD45RB, em relacdo ao grupo controle. Ha também um aumento
na frequéncia de linfocitos T CD4+CD25+ circulantes, assim como de células T CD4+
e CD8+.

No estresse cronico as células CD3+CD4+ e CD3+CD8+ permanecem com um
perfil fenotipico virgem, com aumento da freqiiéncia de células expressando CD62L e
CD28 em relacdo ao grupo controle, apesar de ndo haver diferencas da freqiiéncia de
células expressando CD45RB. Somente no sangue foi observado um aumento da

porcentagem de linfocitos T CD4+, como nos animais idosos.
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Figura 24: Caracteristica fenotipica de linfécitos T CD4+ do sangue.

Os resultados estdo representados sob a média do valor percentual de linfécitos T CD4+ positivos para
cada molécula de superficie. Os asteriscos indicam uma diferenca estatisticamente significativa (p< 0,05)
existente entre os grupos (n=5).
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Figura 25: Caracteristica fenotipica de linfécitos T CD8+ do sangue.

Os resultados estdo representados sob a média do valor percentual de linfécitos T CD8+ positivos para
cada molécula de superficie. Os asteriscos indicam uma diferenca estatisticamente significativa (p< 0,05)
existente entre os grupos (n=5).

A figura 26 ilustra as caracteristicas fenotipicas dos linfécitos B. Podemos notar
um aumento na propor¢do de células CD19+CD21+ e a diminuicdo de células
CD19+CD5+ durante o envelhecimento. O nimero total de linfocitos B ndo se altera
com o avangar da idade.

J& no estresse cronico, ha uma reducdo da porcentagem de células CD19+ totais,

de linfocitos B CD21+ e CD5+, em relagdo aos demais grupos.
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Figura 26: Caracteristica fenotipica de linfécitos B CD19+ do sangue.

Os resultados estdo representados sob a média do valor percentual de linfécitos B CD19+ positivos para
cada molécula de superficie. Os asteriscos indicam uma diferenca estatisticamente significativa (p< 0,05)
existente entre os grupos (n=5).

4.9 - Anédlise histoldgica do intestino em animais jovens normais ou
submetidos ao estresse cronico de contencao e idosos

Os intestinos delgados dos animais foram retirados, lavados com PBS e fixados
com formol tamponado 10% por 24 horas. Em seguida, os 6rgdos eram mantidos em
alcool 70%, diafanizados em xilol, incluidos em parafina, de onde foram obtidos cortes
no micrétomo para a montagem das laminas. Estas sdo coradas pelo método da
hematoxilina-eosina (HE) e visualizadas em microscopio 6tico, com aumento de uma
objetiva de 20X.

A figura 27A representa a estrutura do tecido intestinal dos animais controles,
apresentando vilos longos e com a aquitetura intestinal bem preservada. A figura 27B
representa um corte histoldgico de animais submetidos ao estresse cronico, em que €
possivel observar uma grande regressdo das vilosidades. Ja analises morfologicas desse
6rgdo em idosos indicam que aparentemente também ha uma diminuicdo dos vilos,
porém nao tdo drastico quanto nos animais estressados (figura 27C).

Anélises morfométricas desse 6rgao serdo realizadas para se obter dados mais

quantitativos sobre as alteragdes estruturais desse 6rgao.
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Figura 27 — Analise histoldgica do intestino delgado dos camundongos jovens normais ou
submetidos ao estresse cronico de contencéo e idosos.

A: animais controles, B: animais submetidos ao estresse cronico e C: animais idosos. Os intestinos foram
fixados com formol tamponado 10%, transferido para diferentes concentragcbes de 4lcoois e
posteriormente incluidos em parafina e cortados em um micrétomo para montagem das laminas. Foi
utilizado o método de coloragdo hematoxilina-eosina (HE). As figuras foram analisadas no microscépio
6tico, com uma objetiva de aumento de 20X.
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4.10 - Resumo dos Resultados

Niveis de Imunoglobulinas

Estresse cronico Envelhecimento
IgM sérica SD aumenta
IgG sérica SD aumenta
IgA seérica SD aumenta
IgE sérica aumenta aumenta
IgA secretoria aumenta aumenta

Tabela 1: Resultados comparativos dos niveis de imunoglobulinas entre animais jovens submetidos ao
estresse crénico e idosos. SD = sem diferencas em relagdo aos animais controles.

Producdo de citocinas de células do bago quando estimuladas e do plasma

Estresse cronico Envelhecimento
IL-2 aumenta aumenta
IFN-gama aumenta aumenta
IL-6 aumenta aumenta
TNF-alfa SD SD
IL-4 SD aumentada
IL-10 diminui diminui
IL-6 plasmatica aumenta aumenta

Tabela 2: Resultados comparativos da producéao de citocinas de células do baco quando estimuladas e do
plasma entre animais jovens submetidos ao estresse cronico e idosos. SD = sem diferencas em relacdo aos

animais controles.

Expressdo dos marcadores fenotipicos em linfocitos T

Estresse cronico Envelhecimento
CD62L aumenta diminui
CD69 SD aumenta
CD45RB hi SD diminui
CD45RB lo SD aumenta
CD28 aumenta diminui
CD25 SD SD

Tabela 3: Resultados comparativos da expressdo geral de marcadores fenotipicos em linfécitos T do
sangue, baco e LnM entre animais jovens submetidos ao estresse cronico e idosos. SD = sem diferencas

em relagdo aos animais controles.
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Expressdo dos marcadores fenotipicos em linfécitos B

Estresse cronico Envelhecimento
CD21 diminui aumenta
CD5 SD aumenta

Tabela 4: Resultados comparativos da expressao geral de marcadores fenotipicos em linfécitos T do
sangue, baco e LnM entre animais jovens submetidos ao estresse cronico e idosos. SD = sem diferencas
em relagdo aos animais controles.
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No século XXI, a sociedade tem convivido com uma grande parcela de
individuos idosos e vem sofrendo uma constante diminuicdo da taxa de natalidade, ou
seja, a tendéncia é que a populacdo envelheca e que a quantidade de idosos ultrapasse a
de jovens em um futuro breve (Butcher & Lord, 2004). Apesar de todo o avango na
expectativa de vida da populacdo, a incidéncia de doencas como depressdo e cancer tem
aumentado cada vez mais. Um dos fatores importantes na etiopatogénese dessas
doencas nas Ultimas décadas esta relacionado com o estresse, considerado como um dos
maiores problemas da sociedade moderna (Lauc et al, 1998; Reiche et al, 2004).

O envelhecimento é considerado um fenbmeno complexo acompanhado por
alteragOes quantitativas, qualitativas e estruturais no organismo. Muitos trabalhos
demonstram que o envelhecimento antes de tudo é um processo celular durante o qual a
propria célula envelhece, sendo que esse fendmeno conhecido como senescéncia celular
ou senescéncia replicativa (Hayflick & Moorhead, 1961 e Hayflick, 1965 — revisado por
Witkowksi, 1987). Trabalhos na literatura demonstram que as células eucaridticas tais
como fibroblastos, linfocitos T, queratinocitos, células adrenais, células do masculo liso
e células B pancreaticas de individuos idosos apresentam uma capacidade limitada para
se dividir (Hayflick & Moorhead, 1961; Hayflick, 1965 — revisado por Witkowksi,
1987; Smith & Pereira-Smith, 1996). Embora essas ceélulas apresentem
comprometimento no processo mitdtico, elas ndo morrem em cultura, podendo ficar
viaveis (metabolicamente ativas) por um longo periodo de tempo na fase GO/G1 do
ciclo celular. Elas sdo maiores e achatadas e apresentam fenotipo caracteristico com
varias alteracbes morfolégicas e moleculares, telomeros mais curtos, diminuicdo do
gene c-fos, resisténcia ao estimulo apoptético e incapacidade de sintetizar DNA
(Seshadri & Campisi, 1990; Goletz et al, 1994).

A senescéncia € um processo bioldgico natural e esta associado a modificacdes
imunologicas marcantes. Tais alteragdes contribuiram para o surgimento do termo
“imunosenescéncia” que estd associado a uma diminui¢do fisioldgica na funcdo imune
paralela ao processo de envelhecimento (Pawelec & Solana, 1997).

Uma dessas modificacdes pode ser observada na imunidade humoral. Ha relatos
na literatura que no envelhecimento foi constatada uma diminuicdo da capacidade de
producdo de anticorpos especificos para antigenos externos (Bauer, 2005; LeMaoult et
al, 1997; Souvannavong et al, 1998). Apesar disto, foi constatado que nem os niveis de

imunoglobulinas séricas, nem o nimero de linfécitos B diminuem com o avancar da
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idade. Ao contrario, a concentra¢do de anticorpos séricos assim como a quantidade de
linfocitos B secretando imunoglobulinas na verdade aumenta com a idade (Weksler,
2000).

Nossos resultados demonstram que tanto os niveis de imunoglobulinas totais,
quanto dos isotipos IgM, 1gG, IgA, IgE séricos, e até mesmo de IgA secretoria (sIgA)
presente no intestino delgado, estdo elevados no envelhecimento, estando de acordo
com a literatura. Senda e colaboradores (1988) e Speziali (1999 — tese de mestrado)
tinham relatado essas mesmas alteragOes (Senda et al, 1988; Speziali, 1999). Weksler
(2000) e Weksler & Szabo (2000) descreveram que, apesar de haver uma diminuicdo da
especificidade de anticorpos em idosos, hd um aumento de anticorpos autoreativos no
soro. Tais anticorpos auto-reativos ndo estariam necessariamente envolvidos na geragédo
de doencas auto-imunes mas, ao contrario, eles aparentemente apresentam um alto grau
de conectividade anti-idiotipica entre si e, portanto, sdo capazes de controlar a producéo
uns dos outros (Weksler, 2000; Weksler & Szabo, 2000). Talvez essa elevacao
observada em nossos resultados nos niveis de imunoglobulinas durante o
envelhecimento se refira ao aumento da producdo de auto-anticorpos, como descrito
acima.

Segundo Speziali (1999), nos animais idosos, ha um aumento das células
produtoras de imunoglobulinas totais tanto no bag¢o quanto na medula &ssea,
principalmente de células produtoras de imunoglobulinas das classes IgM, 1gG e IgA
(Speziali, 1999).

Em relacdo a populacdo de linfécitos B, ndo foi encontrado diferencas na
frequéncia destas células no bago, no linfonodo mesentérico (LnM) e no sangue nos
animais idosos. Mas foi detectado um aumento significativo de linfocitos B ativados,
possivelmente estes poderiam ser responsaveis pela elevada producdo de
imunoglobulinas durante o envelhecimento.

Segundo Johnson e Cambier (2004), o nimero de linfocitos B periféricos em
camundongos idosos aparenta ser igual ao do jovem. Como conseqiiéncia do
decréscimo na geracdo de células B progenitoras na senescéncia, diminui a quantidade
de células B virgens e se expandem os linfocitos B ativados. Isto leva a uma reducgédo no
repertorio de células B, podendo resultar em deficiéncia na qualidade da resposta
humoral (revisado por Weng, 2006).

Sobre as células B1, a literatura descreve um aumento dessa populagdo com a

idade (Weksler, 2000) e o0 mesmo sO foi observado no bago, sendo que no LnM e no
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sangue elas estdo diminuidos. Provavelmente, ocorre uma migracdo dessas células de
alguns compartimentos (como do LnM e sangue) para outros (como no baco). Ainda
ndo se sabe qual o fendmeno responsdvel pelo aumento das células Bl no
envelhecimento (Spencer & Daynes, 1997).

Em camundongos neonatos, as células B1 se originam do figado fetal e do
omento (peritdneo) diferentemente das células B2 produzidas somente na medula 6ssea.
Nos adultos, elas s&o encontrados em grande quantidade no peritdnio onde sdo geradas
a partir de precursores locais. As células B1 sdo as primeiras células B a serem
formadas sendo responsaveis pela producdo da grande maioria dos anticorpos séricos
em neonatos e nos recém-nascidos. Essas células estdo em geral em um estado de
ativacdo mais adiantado que as células B2 originarias da medula Gssea e seu repertorio
de reatividade € muito tipico. Os anticorpos produzidos pelas células B1 reagem com
auto-antigenos sendo que a fosforilcolina (presente nas membranas celulares em geral)
€ um antigeno importante para os anticorpos produzidos por tais células (Tung et al,
2006; Hayakawa et al, 1984) As células Bla sdo CD5+, diferentes das celulas B1b,
CD5-. Nenhuma diferenca funcional entre os dois tipos de células B1 foi encontrada,
mas acredita-se que a presenca desse marcador esta relacionada com a producgédo de
anticorpos auto-reativos (Spencer et al, 1996).

Somente 5-10% das células B do sangue e dos tecidos linfoides pertencem a
subpopulacdo B1. Além disso, essas células secretam anticorpos IgM espontaneamente.
No entanto, ndo se sabe ao certo se as células B1 tém uma funcéo especial na resposta
imune. Uma possibilidade é que elas fornecam uma fonte de producdo de anticorpos
contra microrganismos presentes em determinados sitios, como no préprio periténio
(Hayakawa & Hardy, 2000; Hardy & Hayakawa, 2001; Abbas & Lichtman, 2005).

O aumento do nimero e da atividade de células Bl esta intimamente
relacionado com o aumento dos niveis de anticorpos IgG, IgM e IgA autoreativos
(Spencer & Daynes, 1997). Esse dado fortalece nossa hipdtese de que os elevados
niveis de imunoglobulinas séricas vistos nos animais idosos pode se relacionar ao
aumento de anticorpos autoreativos, ndo somente com relacédo aos linfocitos B ativados
mas também aos linfocitos B1 no envelhecimento.

Tem sido descrito que células NK estdo envolvidas na maturacdo dos linfocitos
B, secrecdo de imunoglobulinas e mudanca de isotipo, independente de linfocito T.
Além disso, tem sido sugerido que células CD5+ e linfocitos B ativados podem ser

relevantes para a producgdo de anticorpos induzidos pelas células NK. Segundo Colonna-
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Romano e colaboradores (2003), ha um aumento de células NK durante a senescéncia,
sugerindo a participacdo dessas células na regulacdo da producdo de anticorpos em
idosos (Colonna-Romano, 2003).

Um dos fatores que sofrem influéncias no envelhecimento € a imunidade
mediada por células. Para isso, foi realizada uma analise do perfil fenotipico dos
linfocitos ocorridas durante o envelhecimento, bem como a producdo de citocinas in
vitro. Foram avaliadas, neste estudo, as células contidas no baco, LnM e sangue.

O baco € um dos mais importantes 6rgaos linféides secundéarios, sendo dividido
em duas regides distintas: a polpa vermelha, que contém eritrdcitos, macrofagos, células
dendriticas, linfocitos esparsos e plasmdcitos; e a polpa branca, constituido por centros
germinativos ligados as zonas de linfocitos B e T. Ele é suprido por uma Unica artéria
esplénica, e funciona como um importante filtro sanguineo (Abbas & Lichtman, 2005).
Assim, podemos considera-lo um érgéao capaz de refletir os acontecimentos sistémicos.

Os linfonodos mesentéricos (LnM), pertencentem ao tecido linféide associado
ao intestino (GALT), séo considerados um local no qual ocorre uma maturagdo
linfocitaria posterior a ativacdo dessas células nas placas de Peyer. Ao deixarem 0s
LnM, tais células ativadas caem no ducto toracico e alcancam a corrente sanguinea
(Brandtzaeg, 1989). Os LnM aparecem, portanto, como importantes sitios de
desenvolvimento de fenémenos imunologicos iniciados na mucosa intestinal. Uma vez
que as ceélulas presentes nos linfonodos mesentéricos alcangcam a corrente sanguinea,
elas podem migrar para regifes distantes, como o baco, e influenciar a resposta imune
de uma maneira sistémica. A maior parte das células ativadas nas placas de Peyer e nos
linfonodos mesentéricos tende a voltar, via circulagdo sanguinea, para a mucosa
intestinal, principalmente para a lamina propria, onde se diferenciam em células
efetoras (Brandtzaeg, 1989). Antes disto, no entanto, elas passam pelo ba¢o e migram
para sitios inflamatorios, também podendo influenciar eventos imunolégicos sistémicos
(Rothkotter et al, 1995).

O sangue € um compartimento onde ha o trafego de células pelo corpo. O
namero e a proporcdo de leucOcitos no sangue € uma representacdo do estado de
ativacdo do sistema imune e o padrdo de distribuicdo de células imunes pelo corpo
(Dhabhar, 1996).

Foi demonstrado que o envelhecimento esta associado a alteragGes significativas

nas celulas T periféricas. Nossos resultados demonstram que h& diminuicdo da

proporcdo de linfocitos T CD4*, mas ndo de células T CD8*, no baco, quando
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comparados com animais controle. Essa mesma alteragdo foi descrita por Collaziol e
colaboradores, em 2004 (Collaziol et al, 2004). Nos LnM, ndo h& diferengas na
proporc¢do de células CD4+ e CD8+, enquanto que no sangue, ambas estdo aumentadas.

Nossos dados mostram que, assim como os linfocitos B, os linfécitos T, tanto
CD4+ quanto CD8+, também se caracterizaram por apresentarem, na senescéncia, 0
predominio de células ativadas com fenotipo de ativacdo crénica (normalmente
chamado de fenétipo de memoria). Esse resultado esta em concordancia com a
literatura, uma vez que foi descrito que em idosos ha um aumento da expressdo de
marcadores de células ativadas e de memoria (Solana & Pawelec, 1998).

Apenas no sangue os linfocitos T ainda possuiam alta expressdo de CD62L,
apesar das células expressarem marcadores de ativagdo. O sangue € um local de
transporte de muitas células para todo o corpo e seria necessaria a participacdo de
moléculas de adesdo para migracdo de células para sitios especificos. Talvez as células
T CD4+ e CD8+ se encontrem em um estagio intermediario, em que foram ativadas
mas, como precisam ser encaminhadas para outras regides do organismo,
permaneceram ainda com a molécula CD62L (ou L selectina), um receptor importante
de migracdo que se liga a residuos de carbohidrato presentes em moléculas de adesao
localizadas no endotélio de 6rgéos linfoides.

A reducdo da reatividade imunologica observada durante o processo de
envelhecimento estd associada predominantemente a mudancas nas células T. Essas
alteracdes funcionais incluem um declinio da capacidade de estimulacdo dessas células
e producdo alterada de citocinas (Haynes, Linton & Swain, 1997). Ao mesmo tempo,
ocorre uma diminuicdo na proporcdo de células T que expressam um fendtipo virgem
(CD44"°, CD45RB", CD62L", CD28") e um aumento naquelas que expressam um
fenotipo de memdria (CD44", CD45RB', CD62L" e CD28'°), estando de acordo com
0S nossos resultados. Essas alteracbes podem ser responsaveis pelo aumento da
susceptibilidade a infeccdes e reducdo na eficdcia da vacinacdo observada nos
individuos idosos.

Uma das alteragdes marcantes que ocorre no sistema imune de idosos é o
acumulo de linfécitos T CD8+CD28-. Essas células estdo ausentes em recém-nascidos e
se tornam a maioria das células T CD8+ circulantes (cerca de 80-90%) no
envelhecimento. Acredita-se que as mesmas sao derivadas das células T CD8+CD28+
depois de repetidas estimulagBes antigénicas. Funcionalmente, os linfécitos T

CD8+CD28- possuem baixa resposta proliferativa quando seu TCR é ligado, mas
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exibem atividade citotoxica normal ou até alta e sdo capazes de resistir a apoptose
(Weng, 2006).

O actmulo de células T com fendtipo de memadria em animais idosos poderia
explicar algumas, mas ndo todas, alteragOes associadas ao envelhecimento. Ele pode
explicar, por exemplo, as alteracfes observadas no potencial para producgéo de citocinas
secretadas pelos linfécitos T de animais idosos, uma vez que as células T virgens
secretam um perfil de citocinas diferentes das células ativadas. Um conjunto de
experimentos mostrou que a sintese de 1L-2 por células T CD4+ estd diminuida no
envelhecimento. Em contrapartida, a producdo de IL-3, IL-4, IL-5, IL-10 e IFN-y por
esses linfécitos T apresentou-se aumentada com o avancar da idade, consistente com a
maior concentracdo de linfocitos T ativados nos animais idosos (Hobbs et al, 1993 e
1994; Engwerda, Fox & Handwerger,1996). Além disso, observou-se que as alteracoes
no perfil de citocinas relacionadas ao envelhecimento ocorrem gradualmente ao longo
da vida do animal (Hobbs et al, 1993).

As celulas T CD8+ também sofrem mudancas com relacdo a producdo de
citocinas durante o processo de envelhecimento. Mu e Thoman (1999) relataram que a
sintese de citocinas por essas células é diferente em animais idosos e jovens. Ocorre um
aumento na producdo de IL-4 e IFN-y nos animais idosos quando comparados com
animais jovens e, por outro lado, a sintese de IL-2 esta reduzida nos mesmos animais
(Mu & Thoman, 1999).

O sistema imune é conhecido por depender da producdo das citocinas que
controlam a sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacdo de linfocitos e outras células
linfoides e ndo-linfoides. A medida que um individuo envelhece, 0 mecanismo que
controla essa “rede” de citocinas se altera podendo levar a uma redugdo da
imunocompeténcia (Spencer & Daynes, 1997).

Sobre o padrdo de citocinas produzidas in vitro pelos esplendcitos mantidos em
cultura, estimulados ou ndo com Concanavalina A (Con A) ou com anticorpos anti-CD3
e anti-CD28, podemos notar que a producdo da citocina IL-2, nos animais idosos, esta
alta quando as células sdo estimuladas. A IL-2 é produzida pelos linfocitos T CD4+ e,
em menores quantidades, por células T CD8+. Ela age principalmente nas mesmas
células que a produzem (acdo autdcrina), e a ativacdo das células T por antigenos e co-
estimuladores estimula a transcri¢cdo do seu gene e a sintese e a secrecdo da proteina. A
IL-2, produzida pelas células T no reconhecimento antigénico, € responsavel pela

proliferacdo de células antigeno-especificas (Abbas & Lichtman, 2005). A producéo de
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IL-2 parece sofrer influéncias do timo sendo ja demonstrado por Wiedmeier e
colaboradores (1991) que camundongos timectomizados reduzem a capacidade das
celulas T de produzirem essa citocina, enquanto hd um aumento de IL-4. O tratamento
desses animais timectomizados com DHEA foi capaz de restabelecer a producédo de IL-
2 para niveis normais (Wiedmeier et al, 1991).

Nossos resultados contradizem varios trabalhos na literatura, em que estd muito
bem documentada a diminuicdo da producéo de IL-2 durante o envelhecimento (Bauer,
2005). Como no envelhecimento hd uma drastica diminuicdo do timo e da secrecdo de
DHEA, estes poderiam ser fatores que contribuiriam para a diminuicdo da sintese de IL-
2 nos estagios avancados da vida. Entretanto, segundo Adolfsson (2001), a reducdo na
producdo de IL-2 no envelhecimento ocorre principalmente em células virgens,
enquanto que nas células de memoria permanece inalterada. Provavelmente, esse
elevado nivel de IL-2 observado em nossos experimentos se refere a secrecdo dessa
interleucina pelas células de memdria, que prevalecem na senescéncia. Como as células
de memoria se encontram cronicamente ativadas, essas células sdo capazes de
responder mais rapidamente, produzindo e secretando citocinas, frente a um estimulo.

Uma maneira de comprovar essa hipotese, seria detectar a producdo de
citocinas, ainda intra-citoplasmaticas, com anticorpos conjugados a uma fluorescéncia
especifica para a IL-2, por exemplo, nas células de memoria e virgens em cada um dos
grupos experimentais.

Da mesma forma, as citocinas IL-4, IL-6 e IFN-y apresentam-se elevadas nas
culturas de células de animais idosos, quando estimuladas, quando comparadas com as
células de animais jovens. A interleucina-4 é o principal estimulo para a producédo de
anticorpos IgE e IgG1 e para o desenvolvimento de células Th2 a partir de células T
CD4+ naive (Abbas & Lichtman, 2005). A alta producdo dessa citocina no
envelhecimento ja foi descrita na literatura (Forsey et al, 2003; Born et al, 1995;
Thoman, 1997) e possivelmente esse € um dos principais fatores responsaveis pelo
aumento de IgG e IgE sérica, constatada em nossos resultados previamente.

A interleucina-6 é considerada uma citocina pré-inflamatéria que exerce varias
funcbes. Provavelmente, a mais importante delas € o papel mediador durante a fase
aguda das respostas inflamatérias, incluindo ativacdo de linfécitos e células
inflamatorias, como os neutréfilos, para o sitio da inflamagdo. A expressdo dessa
citocina € normalmente baixa e seus niveis séricos sdo praticamente indetectaveis na

auséncia da inflamacdo. Entretanto, com o avancar da idade, a mesma se torna
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detectavel e isso reflete a perda da regulacdo da expressdo seu gene associada ao
envelhecimento (Ershler, 1993; Ershler, Sun & Binkley, 1994). Segundo Daynes e
colaboradores (1993), a producdo de IL-6 esta elevada em camundongos idosos. Neste
mesmo trabalho, foi descrito ndo s6 um aumento dessa interleucina no plasma, como
também foi detectada uma producdo espontanea da mesma no sobrenadante de células
linféides do baco e do linfonodo mesentérico mantidas em cultura, nessa mesma fase da
vida (Daynes et al, 1993). Nossos resultados confirmam que ha um aumento da sintese
de IL-6 durante o envelhecimento. Quando os esplendcitos de animais idosos sdo
estimulados, essa producdo se torna ainda mais elevada. Da mesma maneira,
observamos que a concentracdo plasmatica dessa citocina também €& maior no
envelhecimento.

Ainda de acordo com 0s mesmos autores, os altos niveis de IL-6 observados
durante a senescéncia podem ser revertidos através da suplementacdo de DHEA-S,
hormdnio que decline com o avangar da idade. Em animais idosos tratados com esse
horménio contém baixos niveis de imunoglobulinas séricas (todos os isotipos) e de
autoanticorpos (Daynes et al, 1993).

Embora a IL-6 ter sido originalmente identificada como imunomoduladora,
regulando a diferenciacdo de linfocitos B e T, varios trabalhos descrevem que a mesma
é capaz de desempenhar outras fungdes ndo-imunes, como estimulacdo do eixo HPA
(Nukina, 2001), regeneracdo hepatica e osteoclastogénese (Daynes, 1993).
Funcionalmente similar as citocinas IL-1 e TNF, a desregulacdo na producéo de IL-6
estd envolvida numa variedade de doencas inflamatdrias, processos infecciosos,
osteoporose e certos tipos de doencas autoimunes. Por isso, foi descrito que uma
alteracdo na producdo dessa interleucina contribui para um dos fatores responsaveis
pelo desenvolvimento das patologias que acompanham o processo de envelhecimento
(Daynes, 1993).

O interferon-y ¢ a principal citocina ativadora de fagocitos e APCs, estimulando
a expressao de moléculas como o MHC de classe | e Il e de moléculas co-
estimuladoras por essas células. Ela também age nos linfcitos B promovendo a troca
de isotipos para subclasses de 1gG, especialmente 1gG2a, em camundongos. E relevante
lembrar que a IL-4 e o IFN-y agem de maneira oposta nas células T CD4+, induzindo
diferentes perfis de secrecdo de citocinas (Th2 e Thl, respectivamente). Na verdade,
eles sdo capazes de inibir os efeitos um do outro (Abbas & Lichtman, 2005).

Provavelmente, o aumento dos niveis de 1gG observados na também pode ser devido a

101



Discussao

alta producéo de IFN-y no envelhecimento. Seria interessante detectar quais subclasses
de IgG permanecem elevadas, IgG1 ou IgG2a, e esclarecer qual delas seria responsavel
pelo aumento de IgG total no soro e qual citocina poderia estar influenciando com
maior intensidade esse processo.

De acordo com Spencer & Daynes (1997), uma das principais células produtoras
de INF-y nos animais idosos sdo as células NK, através da estimulacdo de IL-12
secretada pelos macréfagos, que também se encontra elevada no envelhecimento. A IL-
12 também € a responsavel pela producdo de IL-6 e IL-10 pelos esplendcitos e pelos
linfocitos B (Spencer & Daynes, 1997).

N&o foram encontradas diferencas significativas na producdo de TNF-a tanto
nos animais jovens quanto dos idosos, independentemente se as células foram
estimulados ou ndo. O fator de necrose tumoral-o. € um dos principais mediadores das
respostas inflamatorias, principalmente durante infecgdes microbianas. Ele é capaz de
estimular o recrutamento de neutréfilos e monaocitos para o local da infecgéo e ativa-los.
E produzido por fagdcitos mononucleares ativados. Segundo os trabalhos de Peterson e
colaboradores (1994), ndo ha alteracdo na producdo dessa citocina no envelhecimento
(Peterson et al, 1994).

A interleucina-10 é uma citocina capaz de modular a atividade de macréfagos e
células dendriticas, podendo inibir a producéo de IL-12, a expressdao de moléculas co-
estimulatérias e MHC de classe 11 nessas células principalmente quando elas estéo
ativadas (Abbas & Lichtman, 2005). Segundo Spencer e colaboradores (1996), as
células B1 sdo as maiores produtoras desta citocina (Spencer et al, 1996). De acordo
com esse mesmo autor, ha um aumento na producdo de IL-10 durante a senescéncia e
quando os animais idosos sdo tratados com DHEA, os niveis desta citocina se mantém
igual ao encontrado nos animais adultos (Spencer et al, 1996).

Como no envelhecimento foi constatada uma maior freqiiéncia das células B1
(figura 22) e a literatura descreve que ha uma diminui¢cdo de DHEA nessa fase da vida
(Bauer, 2005), poderia se esperar um aumento da producdo de IL-10,
conseqlientemente. No entanto, em nossos resultados, observamos que, no baco, a
producdo dessa citocina ndo se altera ao longo da idade. E interessante notar que a
producdo basal (ndo estimulada) de IL-10 pelos esplendcitos foi maior do que quando
estimulados, mas ndo foram detectada diferencas entre os grupos. Existem trabalhos

contrastantes na literatura, sugerindo que, no envelhecimento, ndo ha uma alteracdo nos
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niveis dessa citocina (Peterson et al, 1994). Segundo Araneo, Woods Il e Daynes
(1993) e Engwerda, Fox e Handwerger (1996) hd uma semelhanca no perfil de
producdo de determinadas citocinas em animais jovens e idosos que poderia ser
explicado por diferencas no tempo de cultura das células, pela presenca de sinais co-
estimulatorios via moléculas acessorias, pela purificagdo ou ndo das subpopulacbes das
celulas T, bem como por diferencas nas racas de camundongos (Araneo, Woods Il &
Daynes, 1993; Engwerda, Fox e Handwerger, 1996). Poderiamos acrescentar também
que o padrdo de citocinas pode variar de acordo com o 6rgao que esta sendo analisado.

O principal efeito do envelhecimento no sistema imune pode ser observado no
timo, porém esse fendmeno ndo é exclusivo dessa fase da vida. Uma consequéncia
marcante do estresse é a involucdo timica, diagnosticada por Hans Selye em seus
primeiros trabalhos (revisado por Berczi, 1998). Esse oOrgdo, local primario para o
desenvolvimento de células T, &€ composto pelas regides cortical e medular que durante
ambos 0s processos sofre uma atrofia caracterizada pela perda da regido cortical, mas
ndo da regido medular acarretando, entdo, a perda de timocitos imaturos o que
ocasionaria a diminuicdo na populacdo de células presentes nesse local (Takeoka et al,
1996).

Nossos resultados estdo coerentes com os descritos na literatura. Observamos
tanto nos animais idosos quanto naqueles submetidos ao estresse crénico uma drastica
diminuicdo do tamanho e da celularidade desse 6rgdo. Ao analisarmos a histologia do
Orgao, podemos observar que, apesar da regressao cortical ser detectada em ambos 0s
processos, as alteracbes morfologicas sdo bastante distintas. Em idosos, foi possivel
notar que estd ocorrendo uma substituicdo do tecido timico, com depdsito de tecido
adiposo na regido cortical, e de conjuntivo, na medular. No estresse crénico, além da
reducdo da celularidade, a regido medular apresenta um predominio de fibrose.

Segundo Garavini (2006), no processo de diferenciacdo de timdcitos, durante o
estresse, as etapas mais comprometidas sdo aquelas correspondentes a diferenciacdo de
pro-T2 para pro-T3 e no desenvolvimento final de linfocitos T CD3+CDA4+.
Interessantemente, Aspinall e colaboradores (1997) tinham descrito as mesmas
alteracdes durante o processo de diferenciacdo de timdcitos pro-T2 para pro-T3 em
camundongos idosos (Aspinall et al, 1997). AlteracGes semelhantes sdo observadas no
baco, sugerindo serem estas uma repercussdo do processo de involugdo timica
(Garavini, 2006).
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A diminuicéo da diferenciacdo de novas células T resulta num menor nimero de
celulas T virgens circulantes, prejudicando a imunidade mediada por células. Assim,
um menor namero de linfocitos T € ativado, reduzindo consequentemente a ativacdo de
linfocitos B e a producdo de anticorpos (Aspinall, 2003). Provavelmente, essa possivel
diminuicdo de anticorpos, decorrente da reducdo de células T, deve se referir a
producdo de imunoglobulinas frente a antigenos externos, ja& que a quantidade de
imunoglobulinas plasmaticas (provavelmente composta por auto-anticorpos) se eleva no
envelhecimento.

Um dos responsaveis pela rapida diminuicdo do timo no estresse crénico pode
ser devido a liberacdo de altas concentracdes de cortisol na corrente sanguinea,
decorrente a ativacdo do eixo HPA. Foi demonstrado que animais adrenalactomizados
séo capazes de reverter a involugdo timica, evidenciando a importancia desse horménio
nesse processo (Berczi, 1998). Foi visto também que ndo ha participacdo da
noradrenalina nesse processo de atrofia timica, uma vez que a simpatectomia com 6-
hidroxi-dopamina ndo foi capaz de inibir esse processo (Garavini, 2006).

Uma outra explicacdo para a involucdo timica induzida pelo estresse seria uma
diminuicdo na taxa de linfocitos imaturos (pre-timécitos) provenientes da medula 6ssea
para o timo (Dhabhar et al, 1995; Bauer, 2001). Mas ndo existem trabalhos na literatura
gue tenham avaliado esse processo de migracao.

Existem outros fatores determinantes deste processo. No caso do
envelhecimento, foi relatado que alteracbes no microambiente timico e um decréscimo
na producdo de IL-7 sdo as principais causas da reducdo timica (Solana & Pawelec,
1998; Andrew & Aspinall, 2002).

Tanto na senescéncia quanto no estresse crénico, a atrofia timica pode ser
causada pela liberacdo de cortisol, que no primeiro pode estar ocorrendo de forma mais
lenta e gradual ao longo da vida, enquanto que no Gltimo acontece de maneira brusca, o
que pode acarretar mudancas no microambiente timico, comprometendo o processo de
maturacdo de timocitos.

Relatos na literatura também informam que o estresse crénico e o
envelhecimento sdo caracterizados por uma supressdo do sistema imune, dai a maior
susceptibilidade ao desenvolvimento de doencas infecciosas, cancer e doencas
autoimunes observadas em ambos 0s processos (Solana & Pawelec, 1998; Chrousos,
2000).
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Interessados em saber se 0s demais efeitos do estresse cronico se assemelhariam
com os do envelhecimento, ou vice-versa, 0 objetivo desse trabalho foi estudar varios
parametros imunologicos e morfoldgicos a fim de responder essa questao.

Desde a década de 1930, vérios trabalhos tém relatado a forte relacdo entre
fatores psicologicos e o desenvolvimento de doencas, assunto estudado pela
psiconeuroimunologia (Reiche et al, 2004). Em 1936, o pesquisador Hans Selye
introduziu definitivamente o termo “estresse” na literatura cientifica, definindo-0 como
uma alteracdo da homeostase causada por diversos tipos de agentes estressores, capazes
de ativar simultaneamente o sistema nervoso simpatico (SNS) e o eixo hipotalamo-
pituitaria-adrenal (HPA) (Berczi, 1998; Szabo, 1998).

O agente efetor da resposta ao agente estressor no SNC € o “sistema de estresse”
que regula as atividades do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) e do sistema
nervoso autdbnomo (SNA). A ativagdo do HPA e do SNA resulta em elevacdo sistémica
de varios horménios e neurotransmissores, dentre eles corticdides e catecolaminas, que
agem em conjunto para manter a homeostase. Um estimulo estressor faz com que o
hipotalamo secrete o horménio de liberacdo de corticotrofina (CRH), capaz de induzir a
liberacdo de adrenocorticotrofina (ACTH) pela hipdfise anterior. A regido cortical da
glandula adrenal é o principal 6rgao-alvo desse horménio hipofisario (Guyton & Hall,
1996 & Chrousos, 1998 e 2000). Tanto o esterdide cortisol como o
dehidroepiandrosterona (DHEA) sdo produzidos e secretados pelo cortex adrenal,
sinergicamente, em resposta a0 ACTH e CRH (Shwartz, 2002; Shwartz et al, 2004;
Kroboth et al, 1999).

Paralelamente, ha a ativacdo do SNS, com liberacao de catecolaminas, que opera
como um mecanismo de emergéncia ou um sistema de alarme (Mello et al, 2003).

O efeito do estresse no organismo pode variar dependendo da duracéo,
intensidade, resisténcia do individuo ao estresse, época de ocorréncia, idade, duracdo do
tempo entre a avaliagdo imunoldgica e aplicacdo do estresse. O estresse agudo € 0 que
permanece por um periodo de minutos ou horas e estresse cronico € o que se repete por
dias ou meses (Chrousos, 2000; Dhabhar, 1998).

Para estudar o efeito do estresse crénico no sistema imune e sua correlacdo com
o envelhecimento, foi utilizado um modelo experimental, padronizado pelo laboratério
Biologia do Sistema Linfoide e da Regeneracdo, ICB/UFMG coordenado pelo Profa.
Débora d'Avila Reis, que consiste em manter os camundongos parcialmente

imobilizados dentro de tubos tipo Falcon por duas horas. Essa mesma sec¢do de estresse
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é repetida durante cinco dias consecutivos, sendo o processo todo considerado como um
estresse cronico de contencdo. Uma das principais conseqliéncias desse processo, vista
logo nas primeiras sessdes de estresse, € 0 quadro de alopecia e de diarréia moderados.
A alopécia tem sido bem descrita em situacGes de estresse, por causar alteracdes na pele
e no foliculo capilar (Picardi & Abeni, 2001; Ruiz-Doblado, 2003; Spencer & Callen,
1987). Estudos desenvolvidos no laboratério Biologia do Sistema Linféide e da
Regeneracdo, ICB/UFMG, por Diniz (2005), observaram que a epiderme de
camundongos BALB/c pré-puberes (5-6 semanas de idade) apresentava uma dréstica
reducédo das células epiteliais, afetando também os foliculos pilosos, uma vez que estes
sdo formados a partir de uma invaginacdo da epiderme. Houve também um intenso
infiltrado de leucdcitos na derme, caracterizado principalmente pela presenca de
neutrofilos. A simpatectomia induzida por um pré-tratamento com 6-hidroxi-dopamina
foi capaz de inibir completamente a queda de pélo. Pode-se, entdo, sugerir que o
sistema nervoso simpatico pode estar envolvido nas alteracfes observadas na pele
induzidas pelo estresse (Diniz et al, 2005).

Existem varias evidéncias que comprovam a existéncia de um eixo entre 0
ceérebro, o intestino e o sistema imune, 0 que pode explicar a associagdo entre o estresse
e a inflamacdo intestinal. J& foi descrito na literatura que situacfes de estresse
psicologico podem causar a “sindrome do colo irritavel”. Esta patologia ¢ caracterizada,
em humanos, por dores abdominais, diarréia, desconforto e alteracdo da atividade
intestinal (Santos et al, 2001; Hart & Kann, 2002; Moser, 2006; Spinelli, 2007). Além
disso, o cerebro também pode controlar a motilidade intestinal, a funcdo sensorial e
secretdria, via SNA. Este, quando estimulado, influencia o trato gastrointestinal,
promovendo o peristaltismo e o relaxamento dos esfincteres, permitindo assim a
propulsdo rapida dos contetdos intestinais (Guyton & Hall, 1996; Hart & Kamm,
2002). Do mesmo modo, foi descrito que as fibras colinérgicas também induzem o
desenvolvimento de Ulceras gastricas durante o estresse (Hart & Kamm, 2002).

Segundo Santos e colaboradores (2001) e Séderholm e colaboradores (2002), o
estresse crbnico causa distarbios intestinais, acompanhados de aumento da
permeabilidade as macromoléculas e deplecdo da producdo de muco no ileo e no célon,
mudancas nas células epiteliais (aumento das mitocondrias e de autofagossomos)
associado com o aumento de adesdo e penetragdo de bactérias nos enterocitos,
hiperplasia e ativacdo de mastocitos, aumento do infiltrado de neutréfilos e

mononucleares. Em camundongos geneticamente deficientes para mastocitos, ndo foi
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detectada nenhuma dessas alteragdes intestinais. Esses dados sugerem que o estresse
cronico pode iniciar um processo inflamatorio no intestino, evidenciando a importancia
dos mastdcitos nesse evento (Santos et al, 2001; Soderholm et al, 2002; Hart & Kamm,
2002).

O estresse cronico altera a barreira intestinal, permitindo a penetracdo de
bactérias oportunistas para dentro do epitélio e iniciando um infiltrado de células
inflamatorias na lamina propria. Ha também uma maior permeabilidade intestinal, com
invasdo de antigenos protéicos, diminuicdo da absorcéo de agua e aumento da secrecao
de fons (Hart & Kamm, 2002).

A mucosa gastrointestinal é revestida por uma Gnica camada de células epiteliais
com propriedades absortivas que estd constantemente exposta as proteinas da dieta e
outros materiais antigénicos (Brandtzaeg, 1998). A caracteristica mais marcante, no
entanto, da mucosa intestinal & a abundancia do tecido linfoide associado a ela,
denominada GALT (gut association lymphoid tissue), que representa 0 maior 6rgdo
linfoide do corpo. J& foi demonstrado que 80% das celulas formadoras de anticorpos,
em camundongos, secretam IgA e estdo localizados na lamina propria do intestino (Van
der Heidjen et al, 1987).

O GALT é composto pelas placas de Peyer, um aglomerado de nédulos linfoides
distribuidos ao longo do epitelio intestinal, pelos linfonodos mesentéricos, conjunto de
linfonodos situados entre as algas intestinais, e pelos varios linfocitos espalhados ao
longo da lamina propria e pelo epitélio do intestino. Na lamina propria sdo encontrados
também fibroblastos, macréfagos, mastécitos e células NK.

Para analisarmos o efeito do estresse cronico no intestino delgado, foi utilizado
tanto a morfologia deste 6rgdo quanto a quantificacdo de IgA secretoria (slgA) presente
no muco intestinal.

Assim como no timo, é possivel observar tambem alteracées morfolégicas no
intestino delgado de animais submetidos ao estresse crénico e dos idosos. No primeiro,
as vilosidades estdo mais retraidas, com aumento da lamina propria abaixo da
epiderme. J& no segundo, ocorre também uma aparente diminuicdo dos vilos, porém a
arquitetura intestinal esta mais preservada.

Varios estudos indicam que hd uma correlacdo entre 0s mastécitos e o sistema
nervoso entérico (SNE). Os mastocitos gastrointestinais respondem a uma ampla
variedade de estimulos incluindo alérgenos, bactéria, parasitas, neuropeptidios e

estresse. Quando ativadas, essas células liberam substancias como a histamina e
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triptase. Por sua proximidade com as fibras nervosas do trato gastrointestinal, 0s
produtos de secre¢do dos mastocitos podem influenciar o SNE. Assim, fica evidente a
relacdo reciproca entre estimulacdo nervosa e atividade mastocitaria sendo a primeira
capaz de modular a funcéo e a ativagdo dos mastocitos (Barbara, 2006). Segundo Santos
e colaboradores (2001), durante o estresse crénico hd& um aumento do numero de
mastdcitos e na propor¢do dessas células ativadas na mucosa intestinal (Santos et al,
2001).

Os mastocitos sdo considerados as principais células efetoras em reacdes de
hipersensibilidade imediata e distUrbios alérgicos. A ligacdo de IgE alérgeno-especifica
no receptor de Fce expresso na superficie desta célula resulta em degranulacdo de
mediadores como a histamina, triptase e proteoglicanas, bem como de leucotrienos e
prostaglandina. Os mastocitos também sdo capazes de produzir citocinas pro-
inflamatorias e imunoreguladoras como a IL-1, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-
16, TNF-a e TGF-B, e quimiocinas. Por outro lado, foi demonstrado que as mesmas
podem ser ativadas independente de IgE, através de toxinas bacterianas, neuropeptidios
e 0 estresse (Theoharides & Cochrane, 2004; Barbara, 2006).

Os mecanismos envolvendo a ativacdo de mastocitos durante o estresse nao
estdo completamente esclarecidos. Ha evidéncias que o horménio liberador de
corticotrofina (CRF) e seus receptores CRF-1 e CRF-2 presentes nessas células
induzem a ativacdo e degranulacdo de histamina (Barbara, 2006). De maneira oposta,
foi descrito que a eminéncia media do hipotalamo € rica em mastécitos e estes sdo
responsaveis pela histamina no cérebro. Na verdade, a ativacdo dos mastocitos
hipotalamicos leva a uma estimulacdo do eixo HPA (Theoharides & Cochrane, 2004;
Cao et al, 2005).

O estresse ativa 0 eixo HPA através da secrecdo de CRF que normalmente
suprime as respostas imunes. Entretanto, existem evidéncias mostrando que 0 mesmo
pode promover inflamacdo devido a ativacdo dos mastdcitos, como visto no estresse
(Cao et al, 2005). Segundo Karalis e colaboradores (1991) e Stephanou e colaboradores
(1990), macrofagos peritoniais de ratos e linfocitos de humanos também podem secretar
CRH (revisado por Hart & Kamm, 2002). O papel do CRH como mediador dos efeitos
do estresse nas funcGes gastrointestinais pode ser comprovado em experimentos
envolvendo uma raca de ratos (Lewis strain) com uma resposta de CRH ao estresse
deficiente. Nesses animais, foi observado o desenvolvimento de um forma muito severa
de colite (Hart & Kamm, 2002).
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Em ratos submetidos ao estresse cronico e sensibilizados com o antigeno HRP
(horseradish peroxidase) foi observado um aumento de IgE HRP-especifica, da
secrecdo intestinal e de células inflamatdrias, como também elevada expresséo de IL-4
e decréscimo de IFN-y na mucosa do intestino, perfil de citocinas tipico de eventos
alérgicos. O tratamento com antagonista de CRH eliminou as manifestacfes de
hipersensibilidade intestinal. Nesse caso, 0 estresse alterou a resposta imune a um
antigeno induzindo sensibilizacdo imune ao invés de tolerancia oral (Yang et al, 2006).

Em condic¢BGes normais, 0 muco, o peristaltismo e a IgA secretoria previnem a
aderéncia de bactérias no epitélio intestinal. O estresse altera ndo s6 mecanismos
fisiolégicos (peristaltismo e producdo de muco), como também fatores imunoldgicos,
como a quantidade de slgA, podendo resultar em alteracdes na aderéncia de bactérias
intestinais (Hart & Kamm, 2002).

A slgA é um dimero, formada por duas moléculas de IgA, unidas pela cadeia J e
contendo a proteina “peca de secrecao”, que parece ser uma unidade importante na
protecdo dessa imunoglobulina contra a acéo proteolitica do lamen no intestino. Ela é
produzida por plasmdcitos que estdo na lamina propria do intestino, mas é secretada
para a luz intestinal, sendo encontrada no muco intestinal (Vaz & Faria, 1993). Em
geral, a slgA esta presente em grandes concentracbes em todas as secrecOes
principalmente no leite, na saliva, no muco e na bile.

Durante o estresse cronico, detectamos um elevado nivel dessa imunoglobulina
no muco intestinal. O estresse cronico induz um estado inflamatério no intestino,
apresentando um aumento da penetracdo bacteriana em seu epitélio, como descrito por
Santos e colaboradores (2001), Hart e Kamm (2002) e Sdderholm e colaboradores
(2002). Esse fenbmeno pode estar estimulando as células do sistema imune presentes
nesse local e induzindo o aumento ou do numero de plasmdcitos secretores de sIgA ou
da producéo dessa imunoglobulina.

As placas de Peyer sdo o principal sitio de estimulacdo de linfécitos B para a
producdo de IgA no intestino (Jones & Cebra, 1974; Cebra et al, 1984). Estudos de
transferéncia adotiva de células demonstraram que a maioria dos plasmocitos
secretando IgA na lamina propria é derivada das placas de Peyer (Craig & Cebra,
1971). E provavel que o aumento da estimulacdo antigénica de produtos bacterianos nas
placas de Peyer comprometa a estimulacdo de linfocitos B levando a um consequente
aumento na producdo de IgA no intestino. Uma das maneiras de testar essa hipotese

seria detectar a producdo de IgA por célula utilizando anticorpos conjugados a um
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marcador fluorescente especificos para moléculas presentes na superficie de
plasmdcitos na lamina propria do intestino delgado e para sIgA por técnicas de
imunohistoquimica.

A regulacdo da sintese e secrecdo de slgA ndo depende somente de estimulagédo
antigénica, mas também sofre acdo neuroenddcrina. Assim, alteracBes na fungdo
neuroenddcrina, como aquelas induzidas pelo estresse, podem afetar os niveis dessa
imunoglobulina (Teeuw et al, 2004). Em humanos, foi detectado um aumento na
producdo de slgA na saliva decorrente dos elevados niveis de cortisol salivar, em
estudos envolvendo influéncias do estresse psicolégico em estudantes (Evans et al,
1994), em adultos submetidos ao estresse mental (Ring et al, 2005) e até mesmo em
treinadores de futebol durante uma competicdo (Kugler et al, 1996). No entanto,
existem trabalhos contrastantes mostrando uma diminui¢do da producdo de sIgA na
saliva de adultos que relataram ter uma “vida estressante”. Entretanto, os autores
afirmam que fatores como volume salivar coletado, o sexo, o grupo de individuos
estudados e o estado ocupacional podem interferir nessas medig¢des (Phillips et al,
2006).

Outra hipotese para explicar os altos niveis de sIgA no muco intestinal seria a
acdo dos mastocitos intestinais. Como dito anteriormente, essas células apresentam
receptores de CRF em suas superficies, hormdnio secretado durante o estresse. Assim, o
CRF poderia estimular a liberacdo de histamina pelos mastécitos, gerando um processo
inflamatdrio intestinal e ativando linfocitos B a secretarem essa imunoglobulina.

Um dos principais parametros utilizados para avaliar a inducdo de estresse € o
aumento sistémico dos niveis de cortisol e DHEA. Foi realizada, entdo, uma medicéo
dos niveis plasmaticos desses hormdnios no sangue coletado momentos antes do
sacrificio dos camundongos. Foi observado um aumento significativo, de
aproximadamente 60%, nos niveis de cortisol e de 30 vezes nos nivies de DHEA
plasmaticos quando comparados com 0s animais jovens e idosos. Essas substancias tém
sua acdo comprovada sobre o sistema imune estimulando-o ou suprimindo-o. Assim, a
acdo de um estressor sobre o sistema imune é o resultado de varias interacdes com
efeito regulador (Chrousos, 2000).

Apesar de existirem alguns trabalhos que afirmam que durante o
envelhecimento, em humanos, também h& um aumento dos niveis de cortisol,
decorrente ao aumento de ACTH (Bauer, 2005), 0 mesmo néo foi detectado em nossos

resultados. A quantidade desse hormdnio se assemelha aos encontrados no grupo
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controle jovem. Isto talvez tenha ocorrido devido a diferengas na producdo desses
hormdnios entre humanos e camundongos. Além do mais, em humanos, fatores
psicoldgicos devem interferir na producdo desses horménios. Esse assunto é ainda
controverso, uma vez que outros autores afirmam que, em idosos, hd uma diminuicao
dos niveis dos hormdnios adrenais (Straub, 2000).

Esses resultados demonstram que atividades neurais e enddcrinas modificam
funcbes imunoldégicas e também o contrario, respostas imunes alteram funcgdes
enddcrinas e nervosas (Reichlin, 1993).

Durante o estresse, podemos ressaltar varias dessas outras modificagdes. Foi
possivel observar que a quantidade de leucécitos sanguineos ndo se altera com o
estresse cronico, mas ocorre uma alteracdo na proporcdo dos tipos celulares, com
aumento de neutrofilos e diminuigdo de células mononucleares e eosinéfilos em relacdo
aos demais grupos experimentais. Esse fendmeno ja foi descrito por Dhabhar e
colaboradores, em 1996. As mudancas observadas na distribuicdo de leucdcitos séo
mediadas pela secrecdo de hormdnios, tanto cortisol quanto adrenalina, da glandula
adrenal, uma vez que a adrenalectomia é capaz de reverter esses efeitos (Dhabhar,
1996).

Segundo Bauer e colaboradores (2001), a distribuicdo de linfécitos periféricos
ndo € aleatoria, sua circulacdo envolve expressdo de moléculas de adeséo, que possuem
um papel central na transmigracdo celular. A B-2 integrina é expressa em todos 0sS
linfocitos e permite que a célula se ligue com maior avidez as células endoteliais. Foi
demonstrado que, durante o estresse, ha um aumento da expressdo de -2 integrina
pelos linfocitos, concomitantemente ao aumento de cortisol, 0 que poderia estar
influenciando sua distribuicdo para outros compartimentos (Bauer, et al, 2001).

E importante lembrar que embora os leucdcitos sanguineos representem uma
pequena proporcdo do numero total de leucocitos do corpo, 0 sangue € um
compartimento relevante que serve como um condutor pelo quais as células imunes
trafegam entre os diferentes tecidos. Na verdade, a diminuicdo dos leucocitos
sanguineos era utilizada como uma detec¢do indireta de secrecdo de corticosterona
antes da invencdo de métodos mais diretos para a medi¢do deste hormdnio (Dhabhar,
1996).

Para se obter um dado mais concreto sobre a distribuicdo de leucocitos pelos
diversos tecidos do corpo, poderiamos analisar, por meio da citometria de fluxo, a

freqUiéncia das sub-populacbes de leucocitos (linfocitos, mondcitos e granulocitos)
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analisando os perfis celulares pelo seu tamanho por granulosidade. Uma de nossas
perspectivas sera realizar esse tipo de experimento.

Vaérios estudos tém demonstrado que, em camundongos, a exposicdo ao estresse
pode induzir mudancas tanto na imunidade humoral quanto na celular. Durante o
estresse agudo, hd& um aumento da capacidade de proliferacdo de células T e da
producédo de anticorpos. Por outro lado, o estresse crénico leva a uma perturbacdo da
imunidade celular, baixa proliferacdo dos linfocitos T, desequilibrio na secrecdo de
citocinas e diminuicdo da producdo de anticorpos. O mecanismo responsavel por essas
alteracfes ndo esta muito bem documentado (Silberman, Wald & Genaro, 2003).

S& raros os estudos envolvendo a producdo de imunoglobulinas em
camundongos durante o estresse. Silberman, Wald e Genaro (2003) relataram que ha
diferencas no perfil de imunoglobulinas secretadas durante o estresse agudo e crénico,
evidenciando que a duracdo do estresse pode interferir de maneiras diferentes no
sistema imune. De acordo com estes autores, no estresse agudo, foi observado um
aumento de 1gG sérica, mas 0 mesmo isotipo permanece inalterado no estresse cronico
(Silberman, Wald & Genaro, 2003). Outros trabalhos mostram que a administracdo de
glicocorticoides, em humano, pode tanto elevar quanto ndo possuir efeitos na producgéo
de anticorpos plasmaticos (Fleshner et al., 1996).

Com relacdo aos efeitos do estresse crénico na imunidade humoral, nossos
resultados mostram que ha somente um aumento nos niveis de IgE sérico, como visto
nos animais idosos, enquanto que 0s demais isotipos e a quantidade de imunoglobulinas
totais permanecem inalterados.

Foi descrito que os glicocorticoides podem elevar a sintese de IgE policlonal
tanto in vivo quanto in vitro. Adkis e colaboradores (1997) demonstraram que 0S
corticdides sintéticos dexametasona e prednisolona aumentam a formacédo de IgE total
por células mononucleares periféricas do sangue (PBMC) (Adkis et al, 1997). Da
mesma maneira, Nusslein, Weber e Kalden (1994) viram que todos os glicorticoides
sintéticos sdo capazes de potencializar a secrecdo de IgE em PBMC. Ja os horménios
ACTH, somatrotopina (STH), horménio estimulador da tiredide (TSH), triiodotironina,
tiroxina, epinefrina, noradrenaline, insulina e glucagon ndo possuem efeito na formacéo
de IgE (Nusslein, Weber e Kalden, 1994).

O efeito supressivo dos glicocorticdides afeta a proliferacdo e a sintese de
citocinas (dentre elas a IL-4) pelas células T, enquanto a producédo de IgE pelas células
B via estimulacdo CD40L/IL-4 ndo foi afetada (Adkis et al, 1997). Yamashita e
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colaboradores (1993) observaram que a sintese de IgE pelas células B, em humanos, é
independente de monacitos e linfocitos T, e citocinas como a IL-6 pode induzir s sintese
dessa imunoglobulina (YYamashita et al, 1993).

Foi demonstrado por Silberman e colaboradores (2004) que, no estresse cronico,
a producdo de imunoglobulinas dependentes de células T esta reduzida, mas a resposta
humoral independente desse mesmo tipo de célula permanece inalterada (Silberman et
al, 2004).

Segundo Colonna-Romano (2003), as células NK também estimulam a sintese
de imunoglobulinas em linfécitos B, independentemente de células T (Colonna-
Romano, 2003). No nosso modelo, os altos niveis de IgE podem ter sido estimulados
pelo aumento da secrecdo de IL-4 (citocina responsavel pela mudanca de classe para
IgE) por células NK presente em algum centro germinativo fora o bago (uma vez que
ndo foi detectado altos niveis dessa citocina nesse 6rgéo).

Foi descrito que neuropeptidios podem modular a producgéao de IgE por células B
(Kimata et al, 1993). Como os mastocitos podem sofrer influéncias dessas substancias,
possivelmente essas células também participem da inducdo da sintese de IgE no
estresse.

Embora as propriedades anti-inflamatorias dos glicocorticoides sejam bem
documentadas, sua influéncia nos processos alérgicos ainda é controversa. Existem
evidéncias que o estresse psicologico pode apresentar influéncias na asma. Foi descrito
por Chida e colaboradores (2006) que camundongos BALB/c submetidos ao estresse
fisico ou psicologico, sensibilizados e desafiados com ovalbumina, apresentam uma
aceleracdo do infiltrado de células mononucleares e eosinofilos nas vias aéreas, e esses
efeitos parecem estar relacionados com a ativacdo do eixo HPA (Chida et al, 2006).
Segundo Silverman e colaboradores (2005), niveis anormais de CRH e glicocorticoides
tém sido implicados na patogenia da asma (Silverman et al, 2005). Mesmo com o
aumento da susceptibilidade a asma durante o estresse, esses autores ndo observaram
um aumento dos niveis IgE alergeno-especificos que poderiam induzir a ativacdo de
mastocitos.

Segundo Loureiro e Wada (1993), o estresse agudo € capaz de interferir em
fendmenos mais complexos como a sintese de anticorpos especificos para determinados
antigenos. Esses autores mostram uma diminuicdo da producdo de IgE sérica anti-
ovalbumina ap6s a imunizagdo com esse mesmo antigeno durante o estresse (Loureiro
& Wada, 1993).
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Com o objetivo de aprofundar o estudo sobre outras possiveis alteracdes
causadas pelo estresse crénico, foi avaliado o perfil fenotipico de linfocitos em outros
orgéos linféides como o baco, linfonodo mesentérico (LnM) e no sangue.

Sobre a populagcdo de linfocitos T, foi possivel observar que, no baco e no
sangue, hd um predominio de células T CD4+ e CD8+ que apresentam um fenotipo de
células mais imaturas (CD62L", CD45RB", CD28"), quando comparados com o0s
demais grupos experimentais. Por outro lado, no LnM, ndo foram encontradas as
mesmas alteracBes, uma vez que as caracteristicas das células se assemelham aos
animais controles.

Manfro e colaboradores (2003) demonstraram que, durante o estresse, ha um
aumento de células T naive (CD45RB™) e da expressdo de CD62L (Manfro et al, 2003).
Garavini (2006) relatou que, no estresse cronico, 0 baco apresenta alteracfes
semelhantes observadas no timo. H& uma reducédo da populacdo CD3+CD4+CD8- e
aumento da freqiiéncia de linfocitos CD3+CD4-CD8+ e de células imaturas
CD3+CD4+CD8+.

A frequéncia de células T reguladoras ndo se altera durante o estresse crénico
nem com o envelhecimento. Essa sub-populacdo de linfécitos T possui um papel
importante na supressao das celulas T CD4+ efetoras (Almeida et al, 2002 e 2006).
Correspondendo a 5-10% do pool de celulas T CD4+ periféricas em humanos e em
camundongos, como Visto em nossos resultados, essa sub-populacdo se origina no timo
e representa uma linhagem especifica cujo desenvolvimento é dependente da expressao
do fator de transcricdo codificado pelo gene Foxp3 (Sakaguchi, 2004; Hori et al, 2003).

Com relacdo aos linfocitos B, uma das mudancas mais marcantes é a diminuicao
da freqiiéncia de células B ativadas no LnM e no sangue. E interessante notar que, no
sangue, ha uma reducéo dos linfocitos B totais, mas, ao mesmo tempo, a freqiiéncia de
linfocitos T CD4+ se eleva. Bauer e colaboradores (2005) relataram uma diminui¢do do
namero de linfocitos B no sangue e acimulo de auto-anticorpos, em humanos (Bauer et
al, 2005). Provavelmente, deve estar ocorrendo um mecanismo compensatorio para
manter o pool de linfécitos totais constante.

De maneira geral, durante o estresse cronico, o perfil fenotipico dos linfécitos se
mostrou semelhante aquele apresentados pelas células virgens. Em contrapartida, no
envelhecimento, as células se apresentam num estagio mais avancado de ativacao e de

memoria.
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Ao levarmos em consideracdo que, no estresse, ha uma acentuada atrofia do
cortex timico, a capacidade de geracdo de novas células T estd comprometida. No
entanto, foi detectado um aumento de células imaturas durante esse processo. Este fato
nos leva a crer que provavelmente outros sitios de geracéo de linfocitos, como a medula
6ssea, podem estar sofrendo influéncias do cortisol.

Com relacdo ao padréo de citocinas sintetizadas pelos esplendcitos in vitro, foi
observado um aumento da secre¢do de IL-2 pelas células quando estimuladas por Con A
ou com anticorpos anti-CD3 e anti-CD28. No entanto, ndo foram detectadas diferencas
em comparagdo ao grupo controle jovem. Da mesma forma, a producdo de IFN-y e de
IL-6 nos animais estressados também se mostrou mais elevada quando as células eram
submetidas a algum tipo de estimulo, com relacdo aos animais controle. Até mesmo os
niveis de IL-6 plasmaticas também estdo aumentados durante o estresse cronico. Ja 0s
niveis de TNF-a se mantiveram comparaveis aos do grupo controle. Em camundongos
idosos, foi encontrado esse mesmo resultado.

Muitos autores relataram que, quando os individuos eram submetidos ao
estresse, havia uma reducdo da capacidade de sintese dessas citocinas decorrente da
brusca liberacdo de cortisol durante o estresse. Nesse caso, foi descrito que esse
horménio apresenta um efeito imunosupressor principalmente na producéo de citocinas
inflamatorias. No entanto, nossos dados contradizem esses trabalhos da literatura.

Segundo Besedovsky & Del Rey (1996) e Kusuhara (2006), células em estagios
avancados de ativacdo podem ser afetadas diferentemente em relacdo a células imaturas
na presenca de cortisol. Como os eventos de ativacao, proliferacdo e diferenciacdo de
células estimuladas pelas APCs precedem o aumento dos niveis de cortisol durante a
ativacdo do eixo HPA, algumas funcbes do sistema imune ndo sdo afetadas
(Besedovsky & Del Rey, 1996; Kusuhara, 2006). Provavelmente, os elevados niveis de
IL-2 e IFN-y encontrados foram produzidos pelas células mais ativadas, que nao foram
afetadas pela acdo supressora do cortisol. Esses tipos de células respondem mais
prontamente a um estimulo do que as células imaturas, secretando quantidades de
algumas citocinas que podem predominar sobre outras.

Varios estudos tém mostrado que os estresses fisico e psicoldégico aumentam os
niveis plasmaticos de IL-6 pela liberacdo de cortisol. Esta interleucina, além de possuir
um perfil pro-inflamatério, também apresenta atividade anti-inflamatérias. Neste Gltimo

caso, ela é capaz de regular negativamente a producdo de TNF-a, uma citocina do tipo
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pré-inflamatoria, durante o estresse. Segundo Nukina e colaboradores (1998), animais
tratados com anticorpos anti-1L-6 durante ou apds as sessGes de estresse de contencao
apresentam altos niveis de TNF-ao (principalmente imediatamente a cessa¢cdo do
estresse, permanecendo até 2 horas apds 0 mesmo) (Nukina et al, 1998). Esses mesmos
autores, em 2001, descreveram que a liberagdo de IL-6 se eleva 1 hora apds a sessdo de
estresse e decai gradualmente. Nesse mesmo periodo, foi detectado o aumento da
expressao do RNA mensageiro (MRNA) de IL-6 no figado, mas ndo no bago e nos rins,
inferindo que esse orgdo é a principal fonte responsavel pelo aumento plasmatico dessa
citocina induzida pelo estresse (Nukina et al, 2001).

Dados na literatura afirmam que, durante o estresse, ha um predominio da
producdo de citocinas tipo Th2, como IL-4 e IL-10. A IL-4 é a principal citocina
responsavel pela mudanca de isotipo para IgE nos linfocitos B ativados. Como em
nossos resultados foi detectado um aumento dos niveis dessa classe de imunoglobulina
no soro dos animais estressados, tal fendmeno poderia ser explicado pelo aumento da
producdo de IL-4 pelos esplenocitos. No entanto, a secre¢do de IL-4 no bago, assim
como a de IL-10, permanece inalterada quando comparada com aquela dos animais
controles. Provavelmente, a producdo de IL-4 pode estar elevada em outros sitios de
ativacdo de linfécitos B acarretando aumento sérico de IgE.

A producéo de IgE néo foi inibida pelos elevados niveis de IFN-y, evidenciando
que, de alguma forma, outras substancias podem estar induzindo sua sintese.

E importante ressaltar ainda que a sintese de IL-10 diminui quando as células
sdo estimuladas, em relacdo a sua producdo em niveis basais (mantidas somente com
meio). O mesmo fendmeno € visto nos demais grupos. Provavelmente, os tipos de
estimulos utilizados acarretam na ativacdo de células capazes de modular a secrecdo de
citocinas privilegiando um padrdo de interleucinas (predominio de Thl) comparados
com outros (Th2). Vérios trabalhos relataram que a producéo de IL-4 e de IL-10 tanto
pode aumentar quanto permanecer inalteradas durante o estresse (Elenkov & Chrousos,
1999; Besedovsky & Del Rey, 2001).

Apesar de a técnica ter sido recentemente padronizada, ndo foi possivel realizar
0s experimentos envolvendo a remocao cirurgica das glandulas adrenais até o0 momento.
No entanto, de acordo com a literatura, é possivel predizer que a adrenalectomia em
camundongos jovens submetidos ao estresse cronico pode reverter grande parte das
alteracOes decorrentes deste processo, principalmente a inibicdo da involucdo timica
(Berczi, 1998).
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Neste estudo, podemos perceber que o envelhecimento e o estresse cronico sao
caracterizados por alteragbes marcantes no organismo, principalmente no sistema
imune. Cada um desses processos esta associado a mudangas imunoldgicas exclusivas,
mas também podemos encontrar semelhangas entre eles.

A senescéncia é caracterizada por apresentar diferencas tanto na imunidade
humoral quanto na celular. Podemos citar, resumidamente, que o0s niveis de
imunoglobulinas séricas estdo elevados, correspondendo provavelmente aos anticorpos
autoreativos, que se encontram elevados nessa época da vida. HaA uma preponderancia
de linfécitos T e B ativados e células Bla nos principais 6rgaos linfides e aumento, ja
esperado, da producéo de citocinas como IFN-y e IL-4 no baco.

Da mesma forma, o estresse cronico também é capaz de influenciar o sistema
imune. Uma modificacdo interessante, observada durante o estresse cronico, é o
predominio de linfocitos T e B expressando fenotipo de células imaturas. Além disso, o
estresse cronico por contencdo induziu aumento de neutrofilos e reducdo de linfécitos
no sangue, bem como aumento dos niveis dos hormdnios cortisol e DHEA, conhecidos
como 0s principais adrenocorticoides secretados durante a ativacdo do eixo HPA.

Se, por um lado, no estresse cronico, determinadas alteracdes do sistema imune
sdo opostas aos observados durante o envelhecimento, por outro, alguns aspectos sao
bastante similares. Podemos citar os elevados niveis de IgE sérica e SIQA no muco
intestinal, aumento na producdo de IFN-y no baco, além da drastica atrofia da regido
cortical do timo. A literatura descreve ainda que ambos 0S processos estdo
acompanhados de um aumento da susceptibilidade ao desenvolvimento de doencas
como infeccBes, doencgas autoimunes e cancer, diminuicdo da producdo de anticorpos
antigeno-especificos, baixa capacidade proliferativa de linfécitos T, dentre outros.

Todas essas alteracdes se ddo de maneira continua e gradual ao longo da vida na
senescéncia, enquanto que no estresse cronico, elas sdo causadas por modificacdes
bruscas e repentinas.

Muitos autores acreditam que o estresse crénico seja considerado uma forma de
envelhecimento prematuro. Ja foi descrito que, durante o estresse, as células apresentem
biomarcadores moleculares como aumento do estresse oxidativo, baixa atividade da
telomerase e encurtamento dos teldmeros, fendmenos utilizados para se determinar a
longevidade e a senescéncia celular (Epel et al, 2004; Toussaint et al, 20022 e 2002%).

E relevante ressaltar que 0 nosso modelo de estresse crénico corresponde a

apenas 5 dias de inducdo. Se levarmos em conta que, ao longo da vida, 0 homem esté
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constantemente exposto a diversos agentes estressores, 0 tempo de estresse empregado
foi insuficiente para que as mesmas mudangas no sistema imune tanto no estresse
quanto no envelhecimento sejam perceptiveis principalmente na periferia. Por exemplo,
em humanos, Bauer (2005) observou que, em ambos 0s processos, haveria uma
diminuigdo de células T virgens, ao contrario encontrado em nossos resultados.
Podemos concluir que ndo somente o tipo e a intensidade, como também o
tempo de duragdo do estresse aplicado sdo extremamente relevantes para o estudo de
seus efeitos no organismo. Com isso, se aumentarmos o tempo de exposic¢ao ao estresse
poderiamos observar outras modificacdes imunoldgicas que se assemelhem ainda mais

com o envelhecimento.
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6. CONCLUSOES



Concluses

Os animais jovens de 9 semanas de idade submetidos ao estresse de contengéo
apresentaram as seguintes alteracdes: diarréia, alopecia moderadas na regido toraxica,
aumento da porcentagem de neutr6filos com diminuigdo da porcentagem de linfocitos e
aumento dos niveis plasmaticos de cortisol e DHEA.

Tanto nos animais estressados quanto nos idosos ocorre involugdo timica, com
diminuicdo do peso e da celularidade do 6rgao e reducdo da regido cortical. Além disso,
foi possivel observar também um aumento dos niveis séricos de IgE, de sIgA no
intestino e o predominio da producdo de citocinas pro-inflamatérias in vitro e no
plasma.

No entanto, na periferia, algumas caracteristicas entre ambos 0s processo se
mostraram bastantes distintas, prevalecendo um perfil fenotipico de linfécitos T virgens

nos animais estressados e de memaria/ativagdo nos idosos.
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