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APRESENTACAO

Este volume da obra “Ciéncias Biologicas: Campo promissor em Pesquisa 4” vem
trazer ao leitor, em seus capitulos, informacdes diversas imbuidas em diferentes campos
do conhecimento de Ciéncias da Vida, como o préprio titulo do e-book sugere: uma area
extremamente promissora, dindmica e passivel de aquisicdo de novas informacgdes a todo
momento, vindo, de forma comprometida e eficaz, a atualizar o leitor interessado nesta
grande area do conhecimento.

Pesquisadores de diferentes geragdes, e diferentes regides do pais, motivados por
uma forca motriz que impulsiona a busca de respostas as suas perguntas, trazem dados
resultantes da dedicacédo a Ciéncia, ansiando responder suas inquietagcdes e compartilhar
com o leitor, de forma cristalina e didatica, seus alcances técnico-cientificos, satisfazendo a
funcéo precipua da ciéncia que é a de melhorar a qualidade de vida do homem, enquanto
executante do seu papel cidadao e ser social.

Somente por uma questdo de ordenacédo, os 28 capitulos deste volume foram
sequenciados levando-se em consideracao, primeiramente, estudos, em diferentes vertentes,
com organismos Vivos, animais e plantas, seguidos por pesquisas oriundas de aspectos
didatico-pedagogicos, aquelas relacionadas aos progressos de situagdes-problemas em
vegetais, animais e humanos e, por fim, interacées entre diferentes organismos no espaco
ambiental com um todo.

Em todas estas areas, as pesquisas conduzem o leitor a acompanhar descobertas/
avancgos que proporcionam, indubitavelmente, um quadro mais robusto, e que acresce ao
que até entao se tem conhecimento naquele campo de estudo, das diferentes subareas das
Ciéncias Biologicas, com viés também para a saude e bem estar humanos.

Neste sentido, a heterogeneidade deste volume, extremamente rico, ird contribuir
consideravelmente tanto na formacao de jovens graduandos e pés-graduandos, quanto ser
atrativo para profissionais atuantes nas areas escolar, técnica e académica aqui abordadas,
nao eximindo também o leitor “curioso” interessado nas tematicas aqui trazidas.

Portanto, aproveitem os assuntos dos seus interesses e boa leitura!

Jesus Rodrigues Lemos
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RESUMO: Introducao: Atualmente ha 26
milhdes de idosos no Brasil e segundo projecoes
os idosos serdo 29% da populagdo em 2050,
quando esse grupo somara 66 milhdes de
individuos. O aumento do numero de idosos
pode ter um grande impacto no sistema de
saude e previdéncia social. Este aumento da
expectativa de vida traz consigo uma diminuicao
da fungdo do sistema imunolégico chamado
de imunossenescéncia. A imunossenescéncia
€ caracterizada pelo declinio funcional do
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sistema imunoldgico quando comparados com
individuos jovens. Este processo gera maior
susceptibilidade a infeccbes e diminuicdo da
resposta vacinal. A imunossenescéncia ocorre
em diversos compartimentos do sistema
imunoldgico, afetandodesdecélulas, receptores,
vias de sinalizagdo, proteinas e também
estruturas, como por exemplo o telémero.
Objetivos: Analisar as diferencas entre os
géneros no processo de imunossenescéncia
em individuos idosos saudaveis. Materiais e
Métodos: Células mononucleares do sangue
periférico (PBMC) foram obtidas por gradiente
de densidade Ficoll Paque. As subpopulagdes
de linfécitos TCD4 e TCD8 foram purificadas
e realizada a técnica de Flow-FISH, com
o emprego do Telomere PNA Kit/FITC. Foi
realizada imunofenotipagem para populacées
de memoria e naive. ApoOs cultura de 3 dias as
células foram lisadas, e foi realizado ensaio
de PCR Real Time para avaliacdo da enzima
telomerase. Além disso foram avaliadas através
de citometria de fluxo as subpopulagdes de
linfécitos naive, memobdria central, memobria
efetora, e memodria terminalmente diferenciada.
Resultados: Nao foi possivel verificar
diferencas significativas nos linfécitos TCD4+,
nem em TCD8+ nas suas subpopulacdes, nem
quanto ao comprimento de telémero, nem na
atividade da enzima telomerase. Demonstrando
apenas uma tendéncia a maiores resultados no
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género feminino. Conclusao: O PCR Real Time foi sensivel o suficiente para diferenciar
células néo estimuladas de estimuladas. Além disso, verificamos que as maiores alteragdes
do envelhecimento sdo nos linfécitos TCD8+. Com uma tendéncia a maiores resultados no
género feminino.

PALAVRAS-CHAVE: senescéncia, envelhecimento, RT-PCR, telomerase, teldbmero

CELLULAR SENESCENCE ASPECTS IN HEALTHY ELDERLY

ABSTRACT: Introduction: There are 26 million of elderly on Brazil, and projections affirm that
in 2050, 29% of the population will be elderly, summing 66 million individuals. The increase
of elderly can impact on healthy system and social service. This increase in life expectancy
brings a decrease in immune system called immunosenescence. The immunosenescence is
characterized by function decrease in immune system when compared to young individuals.
This process impairs in high susceptibility to infection, decrease in vaccine response. Besides
that, immunosenescence occurs in all compartments of immune system, with alteration in
cells, receptors, signaling pathways, proteins, and structures. Aims: Analyze differences
on immunossenescence process between healthy individual of both genders. Material and
Methods: Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were obtained by density gradient
Ficoll Paque and subpopulations of TCD4 and TCD8 lymphocytes were magnetic separated.
On lymphocytes populations Flow-Fish was used with Telomere PNA Kit/FITC. Cells were
cultivated for 3 days, under no stimuli or stimulated with PHA. After stimuli the cells were lysated
and the PCR Real time for enzymatic activity of telomerase were standardized. Besides that,
were evaluated by flow cytometry memory subpopulations: naive, central memory, effector
memory and terminally differentiated memory. Results: There were no differences on TCD4
and TCD8 subpopulations, not either in telomere length, not even in telomerase activity. We
could only see a tendency in higher results on women. Conclusion: The Real Time PCR
reaction were sensitive enough to differentiate stimulated cells from non stimulates. Besides
that, we verify that most alterations are on TCD8 lymphocytes, suffering more with aging
process. Women have a tendency of higher maintenance of cellular characteristics.
KEYWORDS: senescence, aging, RT-PCR, telomere, telomerase.

11 INTRODUCAO
Imunossenescéncia

De acordo com a Organizacéo Mundial da Saude (OMS) uma populagao é considerada
envelhecida quando possui idade superior a 65 anos. Atualmente ha 26 milhdes de idosos
no Brasil, e segundo projecdes do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
0s idosos serdo 29% da populacdo em 2050, quando esse grupo somara 66 milhdes de
individuos (1).

Entretanto uma populagcéo idosa traz consigo problemas que desafiam o sistema
de saude e previdéncia social, tendo em vista que a funcdo imune altera-se com o
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envelhecimento, predispondo a uma série de eventos adversos. Porém envelhecer néo
significa necessariamente adoecer, e 0os avancos no campo da saude e da tecnologia tém
permitido uma melhor qualidade de vida nessa fase (1).

Outrossim a Imunossenescéncia € um campo da Imunologia definido para estudar o
envelhecimento imunolbgico associado ao progressivo declinio da fungao imune, aumentando
assim, a suscetibilidade dos individuos para infec¢des, doencas autoimunes e cancer (2).

O processo de envelhecimento é definindo como um declinio progressivo da homeostase
que ocorre apos a completa fase reprodutiva da vida. O envelhecimento € programado e
determinado por genes selecionados resultantes da interacao estocastica entre lesbes e
reparos, de acordo com a energia dispensada pelo individuo para manter a integridade de
Orgdos e proteger contra injurias oxidativas de DNA (3, 4). As mudangas quantitativas e
qualitativas do sistema imune no envelhecimento vém sendo implicadas no aumento da
susceptibilidade a diversas doencas como, cardiovasculares, autoimunes, e cancer, assim
como a diminuicao da resposta vacinal e a agentes infecciosos (5).

Além disso, estudos acerca da resposta imune inata mostram que seus componentes
celulares como neutréfilos, mondcitos, células dendriticas e NK, estdo numericamente,
preservados em idosos saudaveis, entretanto a atividade funcional dessas células aparece
comprometida em diferentes situacdes. Ja a resposta imune adaptativa tem seus niveis
sistémicos comprometidos em 6rgéos linfoides e nao linfoides, demonstrando assim uma
maior faléncia de sua atividade, relacionada principalmente a reducao de células T (6, 7). O
aumento do numero de idosos pode ter um grande impacto no sistema de saude ja que este
aumento da expectativa de vida traz consigo doengcas como deméncia, artrite reumatoide,
céancer, problemas cardiacos e sarcopenia.

Por outro lado, sabe-se que ha diferengas entre o sistema imune masculino e feminino,
como por exemplo, a menor porcentagem de linfécitos T em homens. Também é descrito
o diferente funcionamento do sistema imune entre os géneros como a maior producéo
de resposta humoral e celular no género feminino, fazendo com que ocorra uma melhor
resolucao de infeccoes e maior prevaléncia de autoimunidade (8, 9). Essas diferencas podem
ser efeito de hormdnios como o estrdgeno, que pode ativar a enzima telomerase e estimular
a imortalizacao celular (10). Horménios andrégenos e estrogenos sao capazes de reduzir o
numero de linfécitos T maduros e potencializar a involugéo timica (11), assim como hormaénios
androgenos também favorecem o desenvolvimento de respostas Th1, e ativam linfécitos T
CD8+, enquanto estrdgenos favorecem a via Th2 e a producéo de anticorpos (12). Entretanto
pouco se sabe sobre as diferencas entre 0s géneros no processo de imunossenescéncia.

O sistema imune possui diferentes tipos celulares para prote¢cao do organismo, onde
cerca de 70% sao linfocitos. Estes linfocitos interagem com outros tipos celulares para
auxiliar na montagem de uma resposta imune. Para que isso ocorra os linfocitos precisam
que seus receptores CD27 e CD28 interajam com os receptores de superficie das células
apresentadoras de antigenos para se tornarem ativos e permitirem a proliferacéo extensiva
e secrecao de citocinas (13-15).

As células de memoéria, tanto CD4 e CD8, possuem uma dinamica representada por
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trés fases, onde a primeira é caracterizada por um pool de células naive, que com o decorrer
do tempo se transformam em células de memoria em resposta a antigenos especificos
alcancando cerca de 35% do pool total de células ap6s a primeira década de vida. A segunda
fase é denominada homeostase de memoria que se inicia na terceira década de vida com as
células T de memodria circulantes alcancando um platé e se mantendo durante a vida adulta.
Na terceira fase, ap6s um longo periodo de estabilidade a frequéncia e a funcionalidade
das células de memodria se alteram sendo este fenbmeno denominado imunossenescéncia.
Esta fase € marcada pelo aumento de susceptibilidade a infecgcbes ocasionada por uma
desregulacao imune com um declinio fisiol6gico. As células de memoéria circulantes possuem
dois fenotipos predominantes: as células de memodria central, amplamente confinadas nos
tecidos linfoides secundarios caracterizadas como CD45RA-CCR7+CD62L+, e as células de
memoria efetora que trafegam por multiplos compartimentos periféricos e sao caracterizadas
pela auséncia de expresséo de CD45RA, CCR7 e CD62L (16).

Deste modo, alguns marcadores de superficie de células T auxiliam a diferenciar
funcionalmente estas células com o envelhecimento. Células naive expressam CD45RA e
CCR7 em suas membranas permitindo que estas células migrem para os linfonodos (17).
Linfécitos de meméria central (MC) séao produtoras de IL-2 e IFN gama, mas nao produzem
citocinas efetoras como TNF- alfa, IL-4, ou moléculas efetoras como perforinas e granzimas.
Sao fenotipicamente definidas como CD45RA-CD45R0O+CD27+CD28+CCR7+. Ja as células
de memoria efetora (ME) sdo capazes de produzir citocinas e moléculas efetoras como IL-4;
IL-5, TNF-a, perforinas e granzimas, e podem ser definidas como CD45RA-CD45R0O+CD27-
CD28-CCR7-. Outra populacéo celular que pode ser definida séo as efetoras terminais
apresentando feno6tipo CD45RA+CD45R0O-CD27-CD28-CCR7-: estas células apresentam
limitada capacidade replicativa mas produzem diversas citocinas quando ativadas (18).

Outro aspecto importante da senescéncia celular € a manutencéao celular, ja que ha um
limite de proliferacédo celular ap6s um definido numero de divisées celulares. Os telomeros
séo complexos de proteina do DNA que revestem o final dos cromossomos com fung¢éao de
manter a estabilidade durante o processo de divisao celular. Sao repeticdes nao codificantes
de TTAGGG que protegem o cromossomo contra degradacdo, fusdo ou recombinacéo
atipica (19). Quando ha divisao celular, os teldmeros nao sao totalmente replicados devido
a limitagcdo da DNA polimerase em completar a replicacéo dos finais de moléculas lineares,
0 que leva ao encurtamento destas estruturas (20). Portanto é necessaria uma enzima, a
telomerase, para adicionar repeticdes de TTAGGG aos teldbmeros restantes. Esta enzima
€ habitualmente inativa na maioria das células somaticas, mas € altamente detectada em
células tumorais (21).

Em células normais, a atividade da telomerase é regulada durante o desenvolvimento
sendo extinguida durante a diferenciagdo embriologica nas células somaticas. Porém, em
alguns tecidos como células germinativas, linfocitos ativados, e algumas popula¢des de
células tronco esta atividade é mantida. A desregulacdo do funcionamento da telomerase
esta relacionada com algumas doencgas que resultam em encurtamento acelerado dos
teldmeros e deficiéncias proliferativas. Deste modo, a expresséo e atividade da telomerase
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pode conferir potencial replicativo ilimitado, comum em células cancerosas e nao necessario
em células jovens, assim como, sua inibicao leva a encurtamento do telémero e apoptose
(22).

Este encurtamento pode ser correlacionado com doencgas degenerativas, que tendem a
ser mais comuns em homens, sendo uma das possiveis causas das diferencas de longevidade
entre os géneros. De acordo com Leri et al. mulheres possuem maior atividade da enzima
telomerase do que homens, 0 que pode ser entdo responsavel por maiores teldbmeros em
mulheres (23).

Dessa forma € evidente que é necessario um estudo acerca de avaliar a funcao
imunolégica desses individuos idosos. Portanto o objetivo deste estudo foi avaliar as
diferencas entres os géneros quanto a aspectos da senescéncia celular em individuos idosos
saudaveis.

2 | MATERIAL E METODOS

As amostras foram provenientes de individuos idosos saudaveis funcionarios ou
participantes do grupo de voluntarios do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo. Os critérios de inclusao foram: idade entre 60 e 80 anos homens
e mulheres, ndao fumantes, ou que cessaram o habito ha mais de 15 anos, com IMC<30

(Tabela 1).
R o IMC
Género Idade Localizacao (média)
Masculino (n =11) 65,0 (60-71 anos) Sao Paulo 22.7
Feminino (n=11) 65,3 (60-71 anos) Sao Paulo 25.8

Tabela 1. Dados demograficos dos voluntarios

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa sob o nimero
1.956.268.

Foram coletados 4 tubos de sangue heparinizado, e na sequéncia obtidas células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) utilizando gradiente de densidade Ficoll Paque
Plus (GE Healthcare Life Sciences, United Kingdom). Parte das PBMC foram armazenadas
em solucdo de congelamento contendo Soro Fetal Bovino (SFB)/ 10% de dimetilsulfoxido
(DMSO) em nitrogénio liquido, para utilizagdo em experimentos posteriores.

A partir das células obtidas foi realizada marcacéao extracelular, foram separadas 1x108
células por tubo. Foram adicionados com os seguintes anticorpos monoclonais: CD3, CD4,
CD8, CCR7 e CD45RA (BD Biosciences), com o intuito de verificar populagdes de memorias e
naive. A aquisi¢cao dos dados foi realizada por citometria de fluxo, em citémetro LSRFortessa
com os dados analisados através do software FlowJo 10.0

As PBMCs restantes foram purificadas para linfocitos TCD4+ e TCD8+ por meio de
selecdo magnética negativa (CD4+ ou CD8+ T Cell Isolation Kit Il human) (MiltenyiBiotec,
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Alemanha), de acordo com as instrugdes do fabricante. A pureza destas células foi avaliada
empregando-se citometria de fluxo com trés cores (CD3/CD4/CD8, Serotec, Oxford, United
Kingdom) sendo considerada um grau minimo de pureza 90%.

Para medir o comprimento dos teldbmeros utilizamos a metodologia de Flow-FISH. A
hibridizacao in situ por fluorescéncia (FISH) foi realizada com o emprego do Telomere PNA
Kit/FITC (Dako, CO, Reino Unido) da mesma forma que em estudos prévios de nosso grupo
(24). Para cada amostra utilizamos 1x10° linfocitos (CD4 ou CD8) juntamente com 1x106
de células de linhagem tumoral 1301 (utilizadas com controle interno por serem tetraploides
e possuirem longos teldbmero com tamanho conhecido). As células foram centrifugadas e o
controle negativo ressuspendido em solu¢ao de formamida, enquanto as células marcadas
foram ressuspendidas em solugdo de formamida juntamente com a probe telomérica. As
amostras foram entdo aquecidas a82°C por 10min paradenaturacdo e em seguida hibridizagao
em temperatura ambiente overnight. Apds este periodo as células foram lavadas e aquecidas
a 40°C, ressuspendidas em solucdo de DNA staining, contendo iodeto de propidio e Rnase
e incubadas a 4°C por trés horas para posterior leitura em citbmetro de fluxo. Analise foi
realizada no software FlowJo 10.0. A determinacdo do comprimento do telémero foi feita de
acordo com instrucdes do fabricante, com posterior conversdo da unidade de medida em
kilopares de bases.

A atividade da enzima telomerase foi realizada usando o “TRAP Assay’, que consiste
em verificar a habilidade da enzima em adicionar repeticbes teloméricas em primers de
oligonucleotideos especificos (25). PBMC’s (2x106) foram mantidas em cultura por 72 horas
em duas condi¢des: sem estimulo (basal) e estimuladas PHA (fitohemaglutinina) (SIGMA,
Alemanha), sendo entéo lisadas em 50ul de CHAPS buffer (CellSignalling, Estados Unidos),
contendo inibidor de Rnase e protease (Thermo-Fischer Scientific, Invitrogen, EUA). As
células foram congeladas e descongeladas duas vezes em freezer -80°C e centrifugadas
por 10min a 14000 rpm. A quantidade de proteinas foi dosada pelo método Protein A280-
BSA em NanoDrop™ . Para avaliagdo da atividade da enzima telomerase foi utilizado 5ul do
lisado celular, contendo <100ng/ml de DNA. Adicionado em placa, juntamente com 12,5ul de
Luna® Universal gqPCR Master Mix (New England Biolabs, EUA), e 10uM dos primers (TS
e ACX). Além das amostras testadas foram adicionados os controles negativos e positivos
(tampao de lise CHAPS buffer e linhagem celular 293 immortal cell line human kidney cells,
respectivamente). As placas foram entao lidas em aparelho Applied Biosystems® 7500.

31 RESULTADO

Um dos aspectos avaliados foi a composicao de linfécitos TCD4+ e TCD8+ quanto as
subpopulagdes de células naive (CD45RA+CCR7+), memoria central (CD45RA-CCR7+),
memoria efetora (CD45RA-CCR7-) e terminalmente diferenciadas (T CD45RA+CCR7-).

EMRA) (
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Figura 1: Frequéncia das populacdes de memoria e naive nas subpopulacdes de linfécitos TCD4 e
TCD8 em ambos os géneros, realizada por citometria de fluxo.

Como podemos ver na Figura 1 ndo ha diferencas significativas nos linfocitos TCD4+,
nem em TCD8+. Porém os resultados no género feminino parecem ser menos homogéneos
do que no género masculino, isso pode ser devido ao periodo p6s-menopausa onde ha
variabilidade hormonal que pode afetar o sistema imunolédgico. Outro achado do grupo foi
a diminuicéo de células naive e aumento das células TEMRA em linfocitos CD8, mostrando
uma maior ativagéo desta populacao durante a resposta imune.

ApoOs andlise de dados verificamos que que nao ha diferenca estatistica no comprimento
de telémero entre homens e mulheres saudaveis. Porém, mesmo néo alcan¢ando significancia
h& uma tendéncia a maiores comprimentos de teldmero em mulheres na populacéo de TCD8
(Figura 2).
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Figura 2: Comprimento relativo do teldbmero nas populagdes de linfocitos TCD4 e TCD8 em kilopares
de base.

A atividade da enzima telomerase se mostrou diferente entre a condi¢cao nao estimulada
e estimulada, demonstrando que o ensaio é sensivel o suficiente para avaliar diferencas no
funcionamento desta enzima. Porém, comparando entre os géneros ndo houve diferenca
estatistica (Figura 3).

BASAL PHA
60—
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O L ]
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Figura 3: Atividade relativa de telomerase entre os géneros nas condi¢bes basal e estimulada obtida
por PCR Real-Time

4 | DISCUSSAO

Em nosso trabalho nado verificamos diferencas estatisticamente significativas no
tamanho do telémero de linfocitos TCD4 entre os géneros. Entretanto observamos, tendéncia
a maiores comprimentos de teldmero na populacéo de linfécitos TCD8 em mulheres (p
=0,08). Da mesma maneira ndo encontramos diferenca da atividade da enzima telomerase
entre homens e mulheres, nem na condicao ndo estimulada como na condi¢do estimulada
com PHA.

Hirokawa et al.(26) descreveram que o declinio dos parametros imunoloégicos acontece
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mais lentamente em mulheres quando comparadas aos homens, 0 que explica a maior
expectativa de vida no género feminino.

Ao nascer nao ha diferencas no comprimento dos teldbmeros entre os géneros. Porém,
com o envelhecimento ha uma tendéncia de um maior encurtamento destas estruturas
em homens (27), o que corrobora com nossos achados. Mesmo que nao ocorra diferenca
nesta dindmica de encurtamento entre os géneros, &€ bem estabelecida a diminuicdo destas
estruturas em relacdo ao aumento da idade (28).

O teldmero encurta em média 50-100 bp por ano, sendo assim, o tamanho do telémero
reflete a histéria proliferativa celular, funcionando como um relégio mitético em direcéo a
senescéncia. O comprimento do teldbmero e a sua razdo de encurtamento variam entre os
cromossomos, tecido, individuos e idade (29). O teldbmero na fase embrionaria possui um
comprimento similar nas células dos tecidos, mas ap0s o nascimento ocorre uma diferenciacéo
e um encurtamento progressivo nas células somaticas proliferativas (30). Sendo assim,
individuos idosos possuem um teldmero mais curto do que os jovens. A perda do teldmero
pode ser devido a alta ativacéo da replica¢ao celular ou o acumulo de dano oxidativo (31).

Na literatura ha numerosos estudos sobre o comportamento dos telémeros na populagao
de PBMC como umtodo. Apesar dos diferentes tipos celulares estudados, resultados similares
foram encontrados em PBMC por Njajou et al. (32) que avaliaram individuos saudaveis de
ambos os géneros entre 70-79 anos, por Harris et al. (33) que avaliou 190 idosos de ambos
0s géneros; assim como, Martin-Ruiz et al. (34) que avaliou 598 idosos de ambos 0s géneros
em uma idade média de 89 anos e em nenhum dos estudos observou-se diferenca de
comprimento relativo do teldmero entre sexos. Porém Martin-Ruiz et al. (34) observou que o
comprimento do teldbmero apresentava-se instavel, aumentando ou diminuindo ao longo de
alguns anos. Em nosso estudo observamos também uma grande amplitude de variacdo em
relacdo ao comprimento do telébmero, onde alguns pacientes possuiam um comprimento ou
bem menor ou bem maior que a média dos pacientes

Para ter e manter um maior tamanho corporal é discutida a necessidade das células
em entrarem em mais ciclos replicativos, o que levaria a maior perda de teldomero. Entre as
espécies de mamiferos aqueles com maior composicao corporal possuem menor expressao
da enzima telomerase (35). Maier et al. (36) demonstraram que em um estudo de cultura
celular homens mais altos apresentaram menor capacidade replicativa quando comparados
a homens baixos. A ativacdo da enzima telomerase esta diretamente relacionado ao
crescimento, porém nos poucos estudos realizados, o género feminino parece demonstrar
maior atividade dessa enzima (23).

As bases nitrogenadas prevalentes nos teldbmeros sao particularmente sensiveis a
oxidacao por espécies reativas de oxigénio (37), e consequentemente este tipo de processo
pode gerar consideravel atrito telomérico. Horménios sexuais podem interagir com espécies
reativas de oxigénio, tanto na produ¢cdo como no manejo destas moléculas. O estrogeno
além de reduzir a producdo de espécies reativas de oxigénio também possui uma grande
capacidade antioxidante. Ao contrario a testosterona nao tem potencial antioxidante e esta
relacionada a diminuicdo da imunocompeténcia (38, 39). Apesar da menopausa, mulheres
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continuam a demonstrar menor atrito telomérico mesmo apdés este periodo (40), o que pode
corroborar os dados de nossa coorte, ja que todas as mulheres se encontravam em periodo
pds menopausa, e nao realizavam reposi¢cées hormonais.

N&o encontramos diferengas entre as subpopulacées de linfécitos nem em TCD4, nem
em TCD8. Porém Al-Attar et al. (41) encontraram maior frequéncia de células TCD4 memoria
central em homens idosos (por idade), quando comparados a mulheres idosas (por idade), o
que pode inferir uma melhor resposta de memoria, apesar de usar outros marcadores para
separar as células (CD62L ao invés de CCR7). E possivel que ndo tenhamos encontrado o
mesmo resultado devido a coorte de nosso estudo ser composta de idosos mais novos (61-
70). Contudo, Bisset et al. (42), ja havia descrito maior porcentagem de células de memoria
(CD45R0O+) em mulheres, o que pode sugerir mais células de memoria total nesta populacgéao,
0 que ndo se confirma quando esta subpopulacdo é separadas em trés subpopulagdes
(memoria central, memoéria efetora e TEMRA). Porém, algo que ja é descrito na literatura (14)
€ 0 maior efeito do processo de senescéncia nos linfécitos TCD8, fazendo com que estas
células expressem em maior quantidade o fenétipo terminalmente diferenciadas.

51 CONSIDERACOES FINAIS

A senescéncia celular ocorre em diversos compartimentos do sistema imunolégico.
Verificamos neste estudo que os linfécitos TCD8+ sofrem mais com o envelhecimento, por
terem uma maior ativacao e exposicao durante a vida, apresentando mais células TEMRA e
menos células naive do que em linfocitos TCD4+, porém sem diferencas entre os géneros.

Quanto ao comprimento do telébmero foi possivel verificar que ndo ha diferenca
significativa entre os géneros, mas sim uma tendéncia em maiores comprimentos de telémero
em mulheres na populacéo de linfécitos TCD8+.

O ensaio de atividade da telomerase foi sensivel o suficiente para conseguir diferenciar
células estimuladas e ndo estimuladas, contudo nao verificamos diferenca neste parametro
guando comparados idosos de ambos 0S sexos.

Os resultados obtidos podem sugerir que o sexo feminino possui maiores alteragcdes
celulares com uma possivel ativacao celular que leva a formacgao de células de meméria, com
manutencgao das estruturas e fun¢des das células o que possibilitaria a maior expectativa de
vida encontrada nas mulheres.
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