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RESUMO

Objetivo: o objetivo do estudo foi avaliar os niveis séricos de sSPD-L1 em idosos e adultos
jovens. Meétodos: Foi realizado um estudo de corte transversal, exploratério e
translacional no Servico de Geriatria do Instituto de Medicina Integral Professor
Fernando Figueira (IMIP) e Laboratério Multiusuério de Pesquisa Translacional do IMIP
no periodo de agosto de 2018 a julho de 2019. Foram avaliados 57 pacientes idosos com
idade > 60 e < 70 anos (n=42); e > 70 e < 80 anos (n=15). Do grupo de idosos, 40 eram
do sexo feminino com média de idade de 66 anos (+ 11 anos), e 17 do sexo masculino
com média de idade 66,5 (£ 9 anos). No grupo de adultos jovens (> 18 e <59 anos), foram
39 individuos, sendo 29 do sexo feminino com média de idade de 47 anos (x 8,5) e 10 do
sexo masculino com média de idade de 46,5 anos (+ 18,5). A concentracdo sollvel do
ligante de PD (sPDL1) foi determinada por ensaio imunoenzimatico. Nas analises entre
grupos foram realizados os testes ndo parametricos de Mann-Whitney na comparacao
entre dois grupos, e de Kruskal-Wallis para comparacgéo entre trés grupos com corre¢do
de Dunn’s. Foram considerados significativos valores de p < 0,05. As anélises foram
realizadas no programa Graphpad v7.0. Resultados: Os niveis séricos de sPD-L1 foram
diminuidos nos idosos quando comparados aos adultos jovens (p<0,0001; Figura 1A). Os
niveis séricos de PD-L1 nos idosos com faixas etérias entre > 60 e < 70 anos e entre > 70
e <80 anos foram diminuidos quando comparados aos adultos jovens (< 59 anos; p<0,05).
Na&o foi observada diferenca significativa entre os grupos de idosos com diferentes faixas
etarias. Verificou-se niveis elevados de sPD-L1 no grupo do sexo feminino quando
comparado ao grupo masculino (p<0,0001). No grupo de idosos, ndo foi observada
diferenca significativa entre o sexo feminino e masculino. Concluséo: Conclui-se que o
sPD-L1 esta envolvido no processo de envelhecimento e é independente da faixa etaria
do idoso. A molécula de sPD-L1 pode ser regulada pelos horménios femininos nas
diferentes fases do ciclo menstrual. Os resultados desse estudo servem como referéncia
para analises comparativas dos niveis encontrados de PDL1 soltveis entre idosos com

patologias que envolvam a resposta imune.
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ABSTRACT

Objective: The aim of the study was to evaluate serum sPD-L1 levels in the elderly and
young adults. Methods: A cross-sectional, exploratory and translational study was
performed at the Geriatrics 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 57 patients were evaluated. elderly patients
aged > 60 and <70 years (n = 42); and > 70 and <80 years (n=15). Of the elderly group,
40 were female with a mean age of 66 years (+ 11 years), and 17 males with a mean age
of 66.5 (£ 9 years). In the group of young adults (> 18 and <59 years), there were 39
individuals, 29 females with a mean age of 47 years (£ 8.5) and 10 males with a mean
age of 46.5 years. (£ 18.5). Soluble concentration of PD binder (sPDL1) was determined
by enzyme immunoassay. In the analyzes between groups, nonparametric Mann-Whitney
tests were performed in the comparison between two groups, and Kruskal-Wallis for
comparison between three groups with Dunn’s correction. Values of p <0.05 were
considered significant. Analyzes were performed using Graphpad v7.0 software. Results:
Serum sPD-L1 levels were decreased in the elderly compared to young adults (p <0.0001;
Figure 1A). Serum PD-L1 levels in the elderly aged > 60 to <70 years and > 70 to <80
years were decreased compared to young adults (<59 years; p <0.05). No significant
difference was observed between the elderly groups with different age groups. High levels
of sPD-L1 were found in the female group compared to the male group (p <0.0001). In
the elderly group, no significant difference was observed between females and males.
Conclusion: It is concluded that sPD-L1 is involved in the aging process and is
independent of the age group of the elderly. The sPD-L1 molecule can be regulated by
female hormones at different stages of the menstrual cycle. The results of this study serve
as a reference for comparative analyzes of soluble PDL1 levels found among the elderly

with pathologies involving the immune response.
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1. INTRODUCAO

O envelhecimento populacional é um fendmeno mundial impulsionado pelo
aumento da expectativa de vida e pela queda das taxas de fertilidade®. Estima-se que a
populacdo mundial com 60 anos ou mais passara de 900 milhdées em 2015 para 2 bilhGes
em 2050, e que o Brasil sera o quinto pais do mundo em nimero de idosos até 20502,
Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (2002), considera-se como idoso a pessoa com
60 anos ou mais em paises em desenvolvimento, e com 65 anos ou mais em paises
desenvolvidos?.

O envelhecimento é um processo gradual caracterizado por uma perda progressiva
da integridade fisiologica, levando a um comprometimento de funcdo e
consequentemente um maior risco ao desenvolvimento de doencas agudas e cronicas,
bem como ao aumento do risco de incapacidade fisica e cognitiva®*. Além disso, o
envelhecimento est4 associado a mudancgas dos mecanismos imunoldgicos, um processo
denominado imunossenescéncia, que se refere a gradual adaptacdo do sistema imune
durante o avancar da idade®. As mudancgas que ocorrem no sistema imune durante o
envelhecimento podem aumentar a suscetibilidade a infeccGes, menor resposta a
vacinagéo, maior indice de fendmenos autoimunes, neoplasicos e degenerativos®.

A imunossenescéncia pode determinar alteracdes dos genes supressores de tumor
e, com isso, menor protecdo ao processo de carcinogénese ou a combinagdo de varios
mecanismos que levam a perda da homeostase e ao dano do DNA'. A senilidade tem um
impacto sobre o fendtipo e as funcdes das células do sistema imune. Defeitos associados
a idade sdo observados na ativacdo de todas as células da imunidade inata, como nas
células natural killer (NK), mondcitos e células dendriticas, devido ao comprometimento
das vias de sinalizagio que alteram a produc&o de citocinas®.

A imunossenescéncia também repercute sobre a resposta imune celular, com a
diminuicdo dos percentuais de linfocitos TCD8+ e TCD4+ circulantes e na atividade
funcional destas células e dos seus fatores transcripcionais®. No idoso prevalece a resposta
T efetora do tipo Th2, com produgéo de citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 e diminuigdo da
resposta do tipo Thl que é responsavel pela resposta as infec¢des virais, bacterianas, e
anti-tumorais. Os baixos percentuais de células T naive encontradas no idoso promove
diminuicdo na diversidade de repertdrio antigénico, o que reduz a capacidade de resposta
aos novos antigenos. Além das células T, temos o outro braco da resposta imune afetado,

como a resposta imune humoral, por meio de mudancas intrinsecas tanto funcionais como
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fenotipicas nas células B durante o envelhecimento'®. As mudangas a resposta de células
T associadas ao envelhecimento parecem ter o maior impacto na imunossenescéncia®!.

Quando as células do sistema imune entram em “exaustdo”, estdo envolvidos
alguns mecanismos que promovem inibicdo da resposta imune celular, através da
expressao de receptores antagonistas presentes na superficie celular dos linfocitos T.
Esses receptores abrangem um grupo de moléculas que funcionam na sinapse
imunologica para inibir a funcdo das células T, sendo receptores com funcao oposta dos
receptores co-estimuladores CD28 que estimulam a resposta imunoldgica'?. Durante a
Gltima década, varios membros co-receptores inibidores foram relacionados com o
fendmeno de "exaustdo™ da célula T, incluindo Programmed Death 1 (PD-1) e CTLA-
4%,

A molécula PD-1 é um membro da familia dos receptores CD28 e atenua as
respostas imunes por regular negativamente a proliferacdo e a atividade funcional de
células T. A expressdo de PD-1 nas células T ativadas, especialmente nas T reguladoras,
aumenta a sua funcio supressora da resposta imune!*. O efeito inibitério de PD-1 sobre
a ativagdo de linfocitos T é mediada pela interacdo com os ligantes PD-L1 e PD-L2.
Especialmente, a interacdo PD-1/PD-L1 modula negativamente a resposta imune pela
diminuicéo da producéo de citocinas!>!® e induz a anergia dos linfocitos T e a apoptose
celular'’18,

As moléculas PD-1 e PD-L1, assim como outros co-receptores de inibicdo, podem
se apresentar em duas configuracfes: como receptores expressos na superficie das células
e na forma de proteinas sollveis (sPD-1 e sPD-L1), geradas a partir do processo de
clivagem dessas moléculas, nos sitios presentes na superficie celular'®. As formas
sollveis de tais moléculas tém um importante papel na regulacao dos sinais co-inibidores.

Diante disso, o conhecimento das mudancas no sistema imunol6gico durante o
envelhecimento permite o entendimento sobre os fatores que concorrem com 0O
surgimento das doencas mais prevalentes no idoso. Dessa forma, o objetivo do estudo foi
avaliar os niveis séricos de sPD-L1 em individuos idosos e adultos jovens, visando
estabelecer valores de referéncias, uma vez que faltam ferramentas que indiquem a

dosagem de sPD-L1 como componente importante da imunorregulacao.



2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Desenho e participantes do estudo

Foi realizado um estudo de corte transversal, exploratorio e translacional no
Servigco 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 Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional
de Salde do Ministério da Saude do Brasil referente a pesquisas em seres humanos. Os
pacientes incluidos no estudo foram esclarecidos quanto aos objetivos, protocolo de
tratamento, efeitos adversos e a ndo obrigatoriedade da participacdo, mediante
consentimento informado. Apos 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 avaliados 57 pacientes idosos com idade > 60 e < 70 anos (n=42);e>70e
< 80 anos (n=15). Do grupo de idosos, 40 eram do sexo feminino com média de idade de
66 anos (+ 11 anos), e 17 do sexo masculino com média de idade 66,5 (+ 9 anos).

No grupo de adultos jovens (> 18 e <59 anos), foram 39 individuos, sendo 29 do
sexo feminino com média de idade de 47 anos (x 8,5) e 10 do sexo masculino com média
de idade de 46,5 anos (+ 18,5).

Foram critérios de exclusdo da pesquisa, individuos em uso de hemoderivados ha
um més ou menos; doencas reumatoldgicas com descompensacao aguda; historia clinica
de infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana 1 e 2 (HIV 1 e 2), virus linfotropico

humano 1 e 2 (HTLV 1 e 2) e neoplasias.

2. 2 Ensaio imunoenzimatico

Foram coletados 4 mL de sangue venoso dos participantes em tubo pléstico sem
anticoagulante (seco) e o soro foi separado por meio de centrifugacdo a 300 xg por 5 min
a temperatura de 4 °C.. Os niveis soluveis de PD-L1 (sPD-L1) foram detectados nas
amostras de soro, sendo realizadas a dosagens pela técnica imunoenzimatica (ELISA, do
inglés Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), utilizando o kit comercial PD-L1/B7-H1

DuoSet (R&D Systems, Minneapolis, MN). As detec¢fes de sPDL1 foram realizadas
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conforme protocolo disponibilizado pelo fabricante (R&D Systems). A leitura da
absorbancia foi realizada utilizando a leitora de placas Human Reader HS (Human,
Wiesbaden, Germany). A leitura das absorbancias foi realizada em um comprimento de

onda de 450 nm. As concentragdes foram expressas em pg/mL.

2.3 Analises estatisticas

Na analise descritiva dos dados foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk para avaliar
a distribuicdo das amostras. As variaveis continuas com distribuicdo normal foram
apresentadas em média e desvio-padrdo, e as varidveis sem distribuicdo normal, em
mediana e intervalo interquartil (IQR: 25-75).

Nas analises entre grupos foram realizados os testes ndo paramétricos de Mann-
Whitney na comparacéo entre dois grupos, e de Kruskal-Wallis para comparacao entre
trés grupos com correcdo de Dunn’s. Foram considerados significativos valores de p <

0,05. As analises foram realizadas no programa Graphpad v7.0.

3. RESULTADOS

3.1 Analise dos niveis de sPD-L1 entre os grupos de idosos e adultos jovens

Os niveis séricos de sPD-L1 foram diminuidos nos idosos quando comparados aos
adultos jovens (p<0,0001; Figura 1A). Os niveis séricos de SPD-L1 nos idosos com faixas
etarias entre > 60 e < 70 anos e entre > 70 e < 80 anos foram diminuidos quando
comparados aos adultos jovens (< 59 anos; p<0,05). N&o foi observada diferenca
significativa entre os grupos de idosos com diferentes faixas etarias (Figura 1).

Na Figura 2, verificamos niveis elevados de sPD-L1 no grupo do sexo feminino
quando comparado ao grupo masculino (p<0,0001). No grupo de idosos, ndo foi

observada diferenca significativa entre o sexo feminino e masculino.



4. DISCUSSAO

Existem trés principais razdes que podem ser sugeridas para imunossenescéncia:
(i) involucdo timica resultando em reducéo drastica da producdo de células T naive; (ii)
mudancgas na composi¢do ou danos na membrana celular resultando em alteracdo da
sinalizacdo celular®; e (iii) historia imunoldgica, ou seja, excesso de estimulagdo
antigénica ao longo da vida (patégenos, parasitas, possivelmente cancer), que pode
resultar em "exaustdo imune". Esse termo é atribuido a reducdo gradual das funcdes
celulares que ocorre nas células do sistema imune?.

As moléculas de inibi¢do, PD1 e PDL1, sdo fundamentais para a regulagdo da
resposta imune. Neste estudo, foram observados baixos niveis de sPD-L1 no grupo de
idosos em comparacio ao de adultos jovens. A medida que envelhecemos, os mecanismos
de regulacdo para manter a homeostase fisiologica apropriada podem estar
comprometidos®®, sendo o envelhecimento caracterizado por uma imunodeficiéncia
progressiva, inflamagdo cronica e auto-imunidade®. A desregulagdo imunoldgica
associada a idade (em combinagdo com outros mecanismos) pode, pelo menos em parte,
explicar o processo de envelhecimento®.

Como o envelhecimento € associado com ativacdo cronica do sistema imune, a
interagdo do complexo PD-1/PD-L1 pode ter um papel significativo nos defeitos
funcionais das células T provocados pelo avancar da idade?,

Todo componente do sistema imune é afetado pelo avancar da idade, entretanto
as células T sofrem bastante alteragdes®®. Por isso, 0 complexo PD-1/PD-L1 pode
contribuir para as disfungdes das células T associadas ao envelhecer. A proliferacéo e
producdo de citocinas pelas células T encontram-se desreguladas com o
envelhecimento?. A ocupagcéo do receptor PD-1 por seu ligante PD-L1 altera a atividade
das células T de varias formas, como inibindo a proliferacdo de células T, sobrevivéncia
celular, producéo de citocinas e outras funcdes efetoras?:.

A maioria dos estudos comparando grupos de idosos e jovens foi em modelo
experimental, cuja analise foi realizada de PD1/PDL1 na membrana dos linfocitos. Nesse
sentido, encontramos um estudo que avaliou os niveis solGveis de sPDL1 em diferentes
faixas etarias®®. O estudo realizou a dosagem de sPDL1 em individuos saudaveis com
idade de 1 a 70 anos. Concluiu-se que os niveis de sPDL1 aumentavam com a idade,
discordando com os resultados encontrados nessa pesquisa. Por isso, o estudo sobre o

sPDL1 em diferentes grupos etarios deve ser ampliado.



Quando foi analisado os niveis de sPD-L1 de acordo com o sexo, foi observado
uma maior concentracdo de sPD-L1 em mulheres jovens quando comparado aos homens
jovens, isso sugere que os fatores relacionados ao sexo masculino e feminino podem
influenciar os niveis de sPD-L1. No entanto, os motivos acerca dessas diferencas em
relacdo ao ligante PD-L1 ainda ndo estdo bem esclarecidos.

O ligante PD-L1 tem um papel fundamental na progressdo e manutencédo do
processo gestacional na mulher, pois a sobrevivéncia fetal durante a gestacdo depende de
mecanismos de tolerancia que suprimam a resposta imune materna aos aloantigenos
herdados paternalmente. Dessa forma, o PD-L1 pode agir conferindo tal tolerancia por
meio de um processo inibitério das células T com o objetivo de protecéo fetal>%,

Na placenta humana, o PD-L1 é expresso pelos sinciciotrofoblastos vilosos e
citotrofoblastos, células fetais que se encontram em contato intimo com o sangue e 0
tecido materno®>%, A expressdo tecidual destes ligantes pode desempenhar um papel
critico na regulagdo das respostas imunes locais in vivo o que evidencia que o PD-L1
desempenha um papel critico na toleréncia feto-materna. Pesquisas demonstraram que o
bloqueio da sinalizacdo de PD-L1 durante a gestacdo, esta atrelado a um aumento na taxa
de rejeigéo fetal, concluindo-se com isso a importancia de uma maior concentracio de
PD-L1 no corpo feminino®?2%, Os resultados encontrados nesta pesquisa corroboram a
importancia dos niveis elevados sPD-L1 em mulheres jovens, seria interessante avaliar
essa molécula em diferentes faixas etarias, e de acordo com as fases do ciclo menstrual.
Estudos que também avaliem a expressao na forma soltvel e de membrana de PD-L1 em
idosos, de ambos 0s sexos, podem ajudar a compreender o papel dessas moléculas nos

processos de envelhecimento e imunossenescéncia.



5. CONCLUSAO

Conclui-se que o sPD-L1 estd envolvido no processo de envelhecimento,
entretanto a avaliacdo de sua variacdo de acordo com o grupo etario deve ser ampliada.
A molécula de sPD-L1 pode ser regulada pelos horménios femininos, porém o
envelhecimento ndo mostrou esté envolvido na regulacdo dessa molécula nas mulheres.
Os resultados desse estudo servem como referéncia para analises comparativas dos niveis

encontrados de PDL1 solGveis na populacéo de idosos e adultos jovens.
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Figura 1. Analises dos niveis sericos de sPD-L1 no sangue periférico de pacientes

adultos jovens e idosos. Os graficos foram representados em mediana e interquartil 25-

75. Foi considerado significativo p < 0.05. NS: ndo significativo.
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Figura 2. Analises dos niveis sericos de sPD-L1 no sangue periférico de pacientes

adultos jovens e idosos de acordo com o sexo. Os graficos foram representados em

mediana e interquartil 25-75. Foi considerado significativo p < 0.05. NS: ndo

significativo.
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