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RESUMO

Objetivo: Avaliar os niveis de linfocitos T e B circulantes com expressdo de OX40 nos
idosos de diferentes faixas etarias. Um dos membros da familia dos receptores de TNFR,
a molécula coestimuladora OX-40 esté localizada na superficie de células TCD4+ ativa-
das e o seu ligante (OX40L) na superficie das APCs. A sinalizacdo via OX40-OX40L
intensifica proliferacdo das células T de memdria efetoras, producéo de citocinas, e pro-
longa a sobrevivéncia dessas células'*Métodos: Foi realizado um estudo de corte trans-
versal, exploratorio e translacional no Servigo de Geriatria do Instituto de Medicina Inte-
gral Professor Fernando Figueira (IMIP) e Laboratorio Multiusuario de Pesquisa Trans-
lacional do IMIP no periodo de agosto de 2018 a julho de 2019. Foram incluidos 168
idosos saudaveis, sendo 52 do sexo masculino e 116 do sexo feminino. Foram distribuidos
em 3 trés grupos de acordo com a faixa etéria: 73 idosos > 60 e < 69 anos, 63 idosos com
idade > 70 e < 79, 32 com idade > 80 anos. As analises dos niveis de linfocitos com
expressao de OX40 foram realizadas por citometria de fluxo. Nas analises estatisticas, foi
realizado o teste Kruskal-Wallis para comparagdo entre trés grupos com correcdo de
Dunn’s. Foram considerados significativos valores de p < 0,05. Resultados: Os niveis de
linfocitos T foram elevados nos idosos com idade > 60 e < 69 anos quando comparados
aos idosos com idade > 70 e < 79 (p=0,009) e > 80 anos (p=0,02). No entanto, quando
comparados os niveis de linfocitos T OX40, ndo houve diferenca significativa nos 3 gru-
pos avaliados. Os niveis de linfécitos B foram elevados nos idosos com idade entre > 60
e < 69 anos quando comparados aos grupos de idosos com idade > 70 e < 79 (p=,007) e
> 80 anos (p< 0,0001). Os niveis de linfécitos B OX40+ foram elevados em idosos com
idade > 70 e < 79 e > 80 anos quando comparados aos grupos com idade > 60 e < 69
(p=0,03 E p=0,005, respectivamente). Entre os grupos de idosos com idade >70e<79e
>80 anos, ndo houve diferenca significativa nos percentuais de linfocitos B OX40+. Con-
clusdo: Conclui-se que as alteragdes encontradas nos niveis de linfdcitos T e B, da ex-
pressdo de moléculas OX40 nos linfécitos B podem estar associadas ao processo de en-
velhecimento, sendo o avancar da idade determinante para as alteragcbes da resposta
imune celular e humoral. Os resultados desse estudo servem como referéncia para anali-
ses comparativas dos niveis encontrados de linfécitos T e B com expressao de OX40 na
populacéo idosa.
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the levels of circulating T and B lymphocytes with OX40 expres-
sion in the elderly of different age groups. Methods: A cross-sectional, exploratory and
translational study was carried out at the Geriatric Service of the Professor Fernando
Figueira Institute of Integral Medicine (IMIP) and the IMIP Multilingual Translational
Research Laboratory from August 2018 to July 2019. A total of 168 patients were in-
cluded. healthy elderly, 52 males and 116 females. They were divided into 3 groups ac-
cording to age group: 73 elderly > 60 and <69 years, 63 elderly aged > 70 and <79, 32
aged > 80 years. Analysis of lymphocyte levels with OX40 expression was performed by
flow cytometry. In the statistical analyzes, the Kruskal-Wallis test was performed to com-
pare three groups with Dunn’s correction. Values of p <0.05 were considered significant.
Results: T lymphocyte levels were elevated in the elderly > 60 and <69 years compared
to the elderly > 70 and <79 (p = 0.009) and > 80 years (p = 0.02). However, when com-
paring OX40 T lymphocyte levels, there was no significant difference in the 3 groups
evaluated. B-lymphocyte levels were elevated in the elderly aged > 60 and <69 years
compared to the elderly aged > 70 and <79 (p = .007) and > 80 years (p <0.0001). OX40
+ B lymphocyte levels were elevated in the elderly aged > 70 and <79 and > 80 years
when compared to the groups aged > 60 and <69 (p = 0.03 E p = 0.005, respectively).
Among the elderly groups aged > 70 and <79 and > 80 years, there was no significant
difference in the percentage of OX40 + B lymphocytes. Conclusion: It is concluded that
the alterations found in T and B lymphocyte levels, the expression of OX40 molecules in
B lymphocytes may be associated with the aging process, and the advancing age for
changes in cellular immune response. and humoral. The results of this study serve as a
reference for comparative analyzes of the levels of T and B lymphocytes with OX40 ex-

pression in the elderly population.
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1 INTRODUCAO

O envelhecimento populacional é um fendbmeno mundial, no qual o nimero de
pessoas com 60 anos ou mais passara de 900 milhdées em 2015 para 2 bilhdes em 2050.
Esse processo tem sido influenciado pela melhora na expectativa de vida global. Entre o
ano 2000 e o ano 2015, houve ganho de cinco anos na média mundial da expectativa de
vida ao nascer, chegando a 71.4 anos. Esse valor varia, desde a regido Africana, com 60
anos, até a regido Europeia, com 76.8 anos. No Brasil, essa expectativa é de 75 anos’.

Além de maior prevaléncia de doencgas cronicas, um outro parametro associado
ao envelhecimento é alteracdo do sistema imunoldgico. Portanto, o envelhecimento pro-
move alteracdes dos mecanismos da resposta imune inata e adaptativa, sendo denominada
de "imunossenescéncia'. As principais mudancas resultantes desse processo sio o au-
mento de processos inflamatdrios crénicos ndo especificos, a diminuigdo na defesa contra
novas infecc¢des e contra o surgimento de neoplasias malignas, a redu¢do no mecanismo
de tolerancia imunoldgica gerando maior autoimunidade e a diminuicao da resposta va-
cinal®*. As células fagociticas, por exemplo, diminuem sua capacidada de produzir cito-
cinas pro-inflamatdrias e sua eficiéncia na divisdo celular, durante a resposta aguda a uma
infeccdo. Entretanto, hd aumento na liberacdo basal de mediadores pro-inflamatorios
qguando essas células ndo estdo combatendo uma infeccdo, o que caracteriza um perfil
secretorio das células fagociticas associado ao envelhecimento®®.

O sistema imune é responsavel pela defesa frente a diversos microorganismos,
como bactérias, virus e fungos, e estas infec¢des sdo mais frequentes nos idosos que nos
adultos e a sua desregulacdo pode levar a autoimunidade e ao surgimento de neoplasias,
ambas mais prevalentes em idosos®. Na imunidade adaptativa, as células B tem impor-
tante papel na imunidade humoral, devido sua producéo de anticorpos. Com o envelheci-
mento ocorre redugdo em sua formacgédo e em sua diferenciagao, resultando em uma dimi-
nuicdo de suas células maduras circulantes’.

Os linfocitos T, por sua vez, também se encontram com alteracdes funcionais,
inicalmente devido a involugédo timica marcante durante o envelhecimento. O timo é res-
ponsavel pela maturacdo dessas células, na qual ocorre em etapas sequenciais que envol-
vem a expressao dos receptores de células T (TCR), a expansao clonal, a expressao dos
receptores CD4 e CD8 e a selegdo positiva e negativa induzida pela apresentagao de

antigenos proprios das células no estroma timico®.



As células T quando ativadas, diferenciam-se em células T de memoria e efetoras.
Essas, por sua vez, produzem mediadores inflamatérios, como o fator de necrose tumoral
alfa (TNF- o) que é uma citocina tdxica em altas doses para celulas tumorais, com evi-
déncia de ter funcdo de promover a progressdo tumoral®. Por sua vez, existe um grupo
receptores pertencentes a superfamilia dos receptores de TNF (TNFR), caracterizados por
proteinas expressas na superficie celular e na forma sollvel e sdo predominantemente
expressos em células da linhagem hematopoiética. Quando essas proteinas séo ativadas
por seu ligante especifico, uma ampla variedade de eventos celulares acontece, como a
diferenciacéo, proliferacdo, apoptose, sobrevivéncia celular e aumento da producéo de
citocinas e quimiocinas®™.

Um dos membros da familia dos receptores de TNFR, a molécula coestimuladora
OX-40 esté localizada na superficie de células TCD4+ ativadas e o seu ligante (OX40L)
na superficie das APCs. A sinaliza¢do via OX40-OX40L intensifica proliferacdo das cé-
lulas T de memdria efetoras, producdo de citocinas, e prolonga a sobrevivéncia dessas
célulast?. OX40 esta presente nos linfocitos T e B, plaquetas, neutrofilos e mondcitos,
entre outras'®. Apesar da importancia da OX40 para ativacio e regulacio da resposta
imune, o conhecimento sobre o perfil dessa molécula durante o processo de envelheci-
mento é escasso. Diante disso, 0 presente estudo tem como objetivo avaliar os niveis de

linfocitis T e B com expressao de OX40 no sangue de idosos em diferentes faixas etarias.

2 METODOS

2.1 Desenho do estudo e participantes

Foi realizado um estudo de corte transversal, exploratério e translacional no Ser-
vico de Geriatria do Instituto de Medicina Integral Professor Fernando Figueira (IMIP) e
Laboratorio Multiusuario de Pesquisa Translacional do IMIP no periodo de agosto de
2018 a julho de 2019.

Esta pesquisa atende aos requisitos da Resolucéo 466/12 do Conselho Nacional
de Saude do Ministério da Saude do Brasil referente a pesquisas em seres humanos. Os

pacientes incluidos no estudo foram esclarecidos quanto aos objetivos, protocolo de tra-



tamento, efeitos adversos e a ndo obrigatoriedade da participagdo, mediante consenti-
mento informado. Apds essa etapa, foram aplicados os protocolos clinicos e realizada a
coleta de sangue periférico. As analises do sangue foram realizadas no Laboratorio de
Pesquisa Translacional do IMIP.

Foram incluidos 168 idosos saudaveis, sendo 52 do sexo masculino e 116 do sexo
feminino. Foram distribuidos em 3 trés grupos de acordo com a faixa etaria: 73 idosos >
60 e < 69 anos, 63 idosos com idade > 70 e < 79, 32 com idade > 80 anos. A populagéo
estudada foi selecionada a partir de critérios de elegibilidade. Foram critérios de exclusdo
da pesquisa, individuos em uso de hemoderivados ha um més ou menos; doengas reuma-
toldgicas com descompensacao aguda; historia clinica de infec¢do pelo virus da imuno-
deficiéncia humana 1 e 2 (HIV 1 e 2), e virus linfotropico humano 1 e 2 (HTLV 1 e 2).

2.2 Analise dos percentuais de linfocitos T e B e de OX40 no sangue venoso por

citometria de fluxo

O volume de 4 mL de amostra de sangue venoso foi coletado em tubos com EDTA
e mantidas a temperatura ambiente (24 oC). O tempo entre a coleta e o processamento foi
de até 60 minutos. Antes do processamento, o tubo com amostra de sangue foi colocado
no equipamento homogenizador (BD Biosccience) e em seguida, foram analisadas por
citometria de fluxo.

A aliquota de 50 pL de sangue periférico foi adicionada em tubo de poliestireno
de citometria com 2 uL de soro humano AB+, e 2 mL de tampdo de lise de hemacias
(FACS® Lysing Buffer, Becton Dickinson, Mountain View, CA) e incubado por 20 mi-
nutos a temperatura ambiente. Em seguida, foram realizadas 2 lavagens consecutivas,
adicionando 2 mL de phosphate buffered saline (PBS) 1x concentrado (pH 7,4) e centri-
fugando a 300 x g por 5 min a 22°C. Apo6s a segunda lavagem, foi descartado o sobrena-
dante e as células foram marcadas com 5 pL de anticorpos monoclonais (BD Biosciences,
CA) anti-CD45, anti-CD3 (células T), e anti-CD20 (células B) conjugados a fluorocro-
mos diferentes. Para marcacdo de OX40 em linfocitos, foram adicionados anti-CD134
(OX40) conjugado ao fluocromo. Apds a incubacéo, foi realizada uma ultima etapa de
lavagem, em seguida foi realizada a aquisicdo no citdbmetro de fluxo FACSVerse (BD

Biosciences, CA) (Figura 14). Foram adquiridos 20.000 eventos celulares na regido dos



linfocitos. Os dados obtidos analisados com o programa BD FACSuite™ (BD Bioscien-
ces, CA) e os resultados percentuais foram comparados entre os idosos com diferentes
faixas etarias. Linfocitos T totais, TCD4, TCD8 e linfocitos B foram expressos em valores

percentuais

2.3 Andlises estatisticas

Para as variaveis quantitativas, foi inicialmente aplicado o teste de normalidade
de Shapiro-Wilk. As variaveis quantitativas com distribuicdo ndo normal foram apresen-
tadas em valores de mediana e intervalo interquartil (IQR: 25%-75%). Teste ndo paramé-
trico de Kruskal-Wallis foram utilizados para comparacéo entre os trés grupos. Para evitar
erro estatistico tipo I, as analises pelo teste Kruskal-Wallis foram seguidas pela correcédo
de Dunn para testagem multipla. Foi adotado o nivel de significancia estatistica de
p<0.05. A analise estatistica foi realizada através do programa graphpad prism v8.0 (Gra-
phpad software, San Diego, CA).

3 RESULTADOS

3.1 Analise dos linfécitos T e TOX40+ no sangue de idosos

Os niveis de linfécitos T foram elevados nos idosos com idade > 60 e < 69 anos
quando comparados aos idosos com idade > 70 e < 79 (p=0,009) e > 80 anos (p=0,02).
No entanto, quando comparados os niveis de linfocitos T OX40, ndo houve diferenca

significativa nos 3 grupos avaliados (Figura 1).

3.2 Analise dos linfécitos B totais e de linfocitos B OX40+ no sangue de idosos

Os niveis de linfdcitos B foram elevados nos idosos com idade entre > 60 e < 69
anos quando comparados aos grupos de idosos com idade > 70 e < 79 (p=,007) e > 80
anos (p< 0,0001). Os niveis de linfocitos B OX40+ foram elevados em idosos com idade

> 70 e <79 e >80 anos quando comparados aos grupos com idade > 60 e < 69 (p=0,03;



p=0,005, respectivamente). Entre os grupos de idosos com idade >70e <79 e >80 anos,
ndo houve diferenca significativa nos percentuais de linfocitos B OX40+.
4 DISCUSSAO

Neste estudo, foram avaliados os percentuais de linfécitos T e B; e da expressao
de OX40 na membrana desses linfocitos em idosos saudaveis, com a finalidade de veri-
ficar a associacdo dessas moléculas com as mudancgas que ocorrem no sistema imune
durante a senescéncia. As células linfocitarias sdo mediadoras da resposta inflamatoria
especifica. Elas advém das células progenitoras da medula éssea, processo esse iniciado
desde a vida intrauterina®®.

Os linfocitos B, com o aumento da idade, sofrem alteragfes tanto em ndmero de
células circulantes quanto queda na sua funcionalidade. O primeiro processo € justificado
por uma reducédo da producédo de novas células B pela medula dssea ja mencionada, além
de mudancas em seu microabiente que diminuem sua sobrevida. As células T, por sua
vez, ao serem liberadas da medula 0ssea, seguem para seu amadurecimento no timo. Com
a imunossenescéncia, ha uma tendéncia de queda de seus niveis, fato influenciado prin-
cipalmente pela involucdo desse 6rgdo com o avancar da idade. Diante desse cenario, 0
presente estudo corroborou tais ideias, a partir dos resultados encontrados que mostram
diminuicdo dos linfécitos T e B nos idosos com idade acima dos 70 anos quando compa-
rado aos idosos jovens, aqueles com idade entre 60 e 69 anos.

Quando analisamos os niveis de linfocitos B com expressdo de OX40, foi eviden-
ciado niveis elevados de linfocitos B OX40+ nos idosos acima de 70 anos, enquanto ndo
houve diferenca significativa nos niveis de linfocitos TOX40+ entre os grupos de idosos
avaliados. Em modelos animais, deficiéncia de OX40 esta associada a diminui¢éo da fun-
céo efetora de células T causada pela deficiéncia na migragéo aos locais de inflamagao®’.
Esta caracteristica pode ser utilizada em terapias contra doencgas auto-imunes através do
bloqueio da ligacdo OX40-OX40L, dessa forma, reduzindo a capacidade de migracdo
para o infiltrado inflamatoriol’. O aumento da migracéo das células endoteliais é também
estimulado pela interagdo OX40-OX40L, alem do aumento da producéo de IL-2, IL-6 e
TNFa!®. A expressdo de OX40 e seu ligante, também é um marcador importante na men-
suracdo da cascata de reacdes que envolvem os processos inflamatorios e infecciosos,

podendo auxiliar na compreenséo desses eventos no idoso.



Dessa maneira, vale salientar que apesar da OX40 ser um coestimulador impor-
tante na vida adulta, pode ser um fator que induz a autoimunidade nos idosos, pois o
processo de envelhecimento compromete a qualidade dessas células e perpetua a sobre-
vivéncia e proliferacdo de células com alteragdes funcionais®. As vias de sinalizagdo do
OX40 sdo de natureza estimulatéria e permitem respostas de células T meméria e de longa
duracdo, levando a diferenciacdo em células T efetoras, a sua sobrevivéncia e a producéo
de citocinas'>'3!4, A participacdo da co-estimulacio por OX40 esta envolvida na doenga
aterosclerdtica, resposta aloenxerto, respostas antivirais, processos auto-imunes, cancer e
reacGes alérgicas’®. Além de seu papel estimulatorio de células TCD4+, ja foi descrita

estimulacdo de linfocitos B e producéo de anticorpos?®.

5 CONCLUSOES

Conclui-se que as alteracdes encontradas nos niveis de linfécitos T e B, da expres-
sdo de moléculas OX40 nos linfocitos B podem estar associadas ao processo de envelhe-
cimento, sendo o avancar da idade determinante para as alteracGes da resposta imune
celular e humoral. Os resultados desse estudo servem como referéncia para analises com-
parativas dos niveis encontrados de linfocitos T e B com expressdo de OX40 na popula-

¢do idosa.
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Figura 1: Anélise dos valores percentuais de linfécitos T totais e linfocitos T OX40+ em
idosos com diferentes faixas etarias. Os graficos foram representados em mediana e in-
terquartil 25-75. Foi realizado o teste de Kruskall-Wallis. Foi considerado significativo p

< 0.05. NS: n&o significativo.
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Figura 2: Andlise da concentracdo sérica (%) de linfocitos B totais e linfocitos BOX40
entre idosos de diferentes faixas etérias. Os gréaficos foram representados em mediana e
interquartil 25-75. Foi realizado o teste de Kruskall-Wallis. Foi considerado significativo

p < 0.05. NS: ndo significativo.



