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RESUMO

FERREIRA, Anna Paula Baptista Ribeiro, D.Sc., Universidade Federal de
Vigosa, junho de 2011. Efeitos do estresse cronico sobre o timo e o
hipocampo de ratos jovens e senis submetidos a desafio imunolégico
e tratamento com horménio do crescimento (modelo experimental).
Orientadora: Marlene Isabel Vargas Viloria. Coorientadores: Joaquin Hernan
Patarroyo Salcedo e Ita de Oliveira e Silva.

Para avaliar-se o efeito do estresse crénico moderado sobre o
envelhecimento, foi desenvolvido um modelo experimental utilizando-se ratos
jovens e senis. Os ratos, machos e fémeas, num total de 80 animais, foram
divididos em quatro tratamentos sendo controle (C), estresse (E), estresse
associado a um desafio imunoldgico (E+D) e E+D com uso de horménio do
crescimento (E+D+GH). O experimento teve a duragédo de 28 dias, com aplicagao
de estressores variados em dias alternados. Ao final do 28.° dia os animais foram
sacrificados e foi coletado material para analises. O timo, analisado histologica e
morfometricamente, apresentou alteragdes condizentes com o processo de
envelhecimento, tendo uma auséncia de delimitacdo das camadas cortical e
medular, diminuicdo da percentagem da medular em relagdo a cortical, tanto nos
animais senis quanto nos jovens submetidos aos protocolos de estresse. O uso do

GH promoveu uma hipertrofia timica nos senis. O sexo nao influenciou as

XVviii



camadas timicas (p > 0,005). A testosterona ndo sofreu influéncia dos protocolos,
mas foi significativamente alterada em funcédo do sexo e da interagao protocolo X
sexo (p < 0,005), ao contrario dos niveis de estrégeno que sofreram influéncia do
sexo e protocolo (p < 0,001), com aumento nos animais dos protocolos E+D e
E+D+GH, podendo sugerir uma resposta imunoldgica ao estresse. O peso do
encéfalo sofreu influéncia do sexo e protocolos, com nivel de significAncia de
0,005. As células da camada granular do giro denteado (GD) e a regiao CA4 do
hipocampo também foram analisadas para verificagdo de alteragdes histoldgicas e
morfométricas. Histologicamente os senis do protocolo E+D+GH, de ambos os
sexos, apresentaram menor dispersdo da camada granular e diminuigdo do
numero de neurdnios hipercorados, sugerindo um efeito neuroprotetor para o GH.
A expressao imunohistoquimica dos imunoproteasomas LMP2, LMP7, PA28a e a7
foram avaliadas no hipocampo. PA28a e a7 apresentaram imunomarcagéo
fortemente positiva em todos os animais. A expressdo do anticorpo anti-LMP2 e
anti-LMP7 foi verificada nos senis e nos jovens submetidos ao estresse, indicando
que o estresse simula o processo de envelhecimento cerebral. O uso do GH
diminuiu a expressdo de LMP2 nos senis e tornou negativa a imunorreagéo para
LMP7. Diante destes resultados, pode-se inferir que o estresse crénico promoveu
alteracdes histomorfométricas condizentes com o envelhecimento do timo e do
hipocampo de ratos jovens e alterou os niveis de esterdides sexuais nos ratos de
ambos os sexos, jovens e senis. O GH modificou o timo dos individuos senis,
deixando-os com aspecto de timo de animais jovens. O mesmo foi

histologicamente observado no hipocampo de ratos senis.
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ABSTRACT

FERREIRA, Anna Paula Baptista Ribeiro, D.Sc., Universidade Federal de
Vigosa, June, 2011. Effects of chronic stress on the thymus and
hippocampus of young and old rats undergoing challenge and
treatment with growth hormone (experimental model). Adviser: Marlene
Isabel Vargas Viloria. Co-advisers: Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo and
Ita de Oliveira e Silva.

To evaluate the effect of moderate chronic stress on aging, it had been
developed an experimental model using young and old rats. The rats, males
and females, in a total of 80 animals, were divided into four treatments being
them control (C), stress (E), stress associated with an immune challenge (E+D)
and E+D with use of growth hormone (E+D+GH). The experiment lasted 28
days, with application of different stressors on alternate days. At the end of day
28, the animals were sacrificed and material was collected for analysis. The
thymus, analyzed histologically and morphometrically showed changes
consistent with the aging process, showing a lack of demarcation of cortical
and medullary layers, decreasing the percentage of medullary in relation to
cortical, both for older as for younger animals subjected to stress protocols. The
use of GH promoted a thymus hypertrophy in older rats. However, the sex did
not influence the thymus’ layers (p > 0.005). Testosterone was not influenced

by the protocols, but was significantly altered for sex and sex protocol X
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interaction (p < 0.005), unlike estrogen levels that were influenced by the sex
and the protocol (p < 0.001) with increase in animals of protocols E+D and
E+D+GH, suggesting an immune response to stress. The weight of the brain
suffered influence of sex and protocols, with a significance level of 0.005. The
granular cell layer of the dentate gyrus (GD) and CA4 region of the
hippocampus were also analyzed to verify the histological and morphometric
changes. Histologically, the old rats of protocol E+D+GH, of both sexes showed
less dispersion of the granular layer and decreased number of hipercor
neurons, suggesting a neuro-protective effect for GH. The immune
histochemical expression of immune proteasomes LMP2, LMP7, and a7 PA28a
were assessed in the hippocampus. PA28a and a7 showed strongly positive
immune staining in all animals. The expression of anti-LMP2 and anti-LMP7
was observed in old and young rats subjected to stress; suggesting stress
simulates the process of brain aging. The use of GH decreased the expression
of LMP2 in old rats and has a negative immunoreaction for LMP7. That’s
resulted suggesting with the stress is related to the morphologic changes
consistent with the aging process in thymus and hippocampus of the young rats
and changed the hormonal estradiol levels in males and females, young and old
rats. The use of GH promoted changed in thymus and hippocampus of the old

rats.
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APRESENTACAO

A proposta desta tese é abordar os aspectos neuroendécrino e imunes
do estresse e do envelhecimento. Propde-se um modelo experimental
utilizando-se ratos (Rattus norvegicus). O trabalho foi dividido em seis capitulos
e descrito na forma de artigos cientificos, tendo como objetivo geral, avaliar o
efeito do estresse crénico moderado sobre a resposta imunoldgica, hormonal e
neuroldgica, em ratos jovens e senis, machos e fémeas.

No primeiro capitulo encontra-se uma revisdo de literatura sobre os
efeitos do estresse sobre os sistemas nervoso e imune do individuo senil.
Depois se descreve a metodologia adotada para o protocolo experimental
utilizado no experimento, que compde o segundo capitulo.

O terceiro capitulo aborda os efeitos do protocolo de estresse sobre o
timo dos ratos jovens e senis imunologicamente desafiados e tratados com
horménio do crescimento. No quarto capitulo, os hormdnios sexuais de animais
jovens e senis submetidos ao estresse crénico sao discutidos. O quinto capitulo
traz uma revisdo de literatura sobre imunoproteasoma e o envelhecimento do
sistema nervoso central. O ultimo capitulo apresenta os efeitos do protocolo de
estresse sobre o hipocampo, em uma abordagem histomorfométrica e sobre a
expressao dos imunoproteasomas PA28a, a7, LMP2 e LMP7.

Foi adotada a formatagado padrao, sugerida pela ABNT, uma vez que
os artigos aqui apresentados, ndo serdo submetidos a um unico periddico
cientifico. Para efeito de padronizagao interna, cada um dos capitulos contém
um resumo em portugués e inglés, palavras chave, introdugdo, metodologia,
resultados e discussdo. Posteriormente, os mesmos serdo convertidos,
atendendo as normas especificas de cada um dos peridédicos aos quais serao
submetidos.



CAPITULO 1

ESTRESSE, SENILIDADE E SUAS INTERAGOES COM OS SISTEMAS
IMUNOLOGICO E NERVOSO

RESUMO: O envelhecimento é associado a mudancas em varios sistemas do
organismo. O sistema imunoldgico sofre alteragdo no perfil celular, incluindo
numero, funcado e estagio de ativagdo. A involugado do timo esta diretamente
relacionada a este declinio imune, podendo levar a uma inversdo do perfil de
citocinas e favorecendo a “inflammaging”. O estresse atua sobre o sistema
nervoso promovendo lesdes neuroldgicas capazes de evoluirem para doencgas
caracteristicas da senilidade. Alteracbes hormonais decorrentes destes
episodios de estresse favorecem respostas diferenciadas entre géneros.
Palavras-chave: Estresse, senilidade, timo, imunologia, sistema nervoso,
dimorfismo sexual.

STRESS, SENILITY AND THEIR INTERACTIONS WITH IMMUNE AND
NERVOUS SYSTEMS

ABSTRACT: Aging is associated with changes in various body systems. The
immune system undergoes changes in cell profile, including their number,
function and activation stage. The involution of the thymus is directly related to
this immune decline and may lead to a reversal of the cytokine profile and
promoting "inflammaging”. Stress acts on the nervous system promoting
neurological injuries which can develop into disease characteristics of senility.
Hormonal changes resulting from these episodes of stress favor different
responses from genders.

Keywords: Chronic stress, senility, immue, thymus, gender differences,
nervous system.



1. INTRODUGCAO

O aumento exponencial da populagao de idosos traz a tona questbes
relativas a saude, bem estar e insercao social deste segmento. Segundo o
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE (2008), com base no
Censo 2000, os idosos sao hoje 14,5 milhdes de pessoas, 8,6% da populagéo
total do pais. Em uma década, o numero de idosos no Brasil cresceu 17%. Em
1991, ele correspondia a 7,3% da populagao. Hoje, a populacao brasileira vive,
em média, 68,6 anos, 0 que representa 2,5 anos a mais em relagado ao inicio da
década de 90.

O segmento desta populagao que mais cresceu foi 0 de pessoas acima
de 75 anos. Estima-se que em 2020 13% da populagédo do Brasil estejam com
idade superior a 60 anos e que a esperanga de vida chegue aos 70,3 anos
(IBGE, 2008), o que, por si sO, tem repercussdes socioecondmicas
importantes.

Nos Estados Unidos, 30% dos 160 bilhdes de dolares gastos
anualmente com a saude publica, sdo direcionados as despesas com idosos
(OUSLANDER; BECK, 1982). De acordo com Nass et al. (2009), no ano 2050
estima-se que 25% da populagdo mundial esteja com mais de 60 anos e que
75% deste grupo tenha mais de 80 anos aumentando consideravelmente o
risco de mortalidade, as taxas de hospitalizacdo, dependéncia, imobilidade,
gastos com medicamento e diminuindo a capacidade de tolerancia ao estresse.

A idade ou senescéncia € um fendbmeno que resulta em uma
progressiva perda de fungcdo de todos os 6rgaos, evoluindo para a morte
(PARDON, 2007). O envelhecimento vem sendo definido como a incapacidade
de manutencdo do equilibrio homeostatico em condigdes de sobrecarga
funcional (KABOGLU, 2004).

Os processos degenerativos sdao uma consequéncia fisioldgica da
senilidade, mas a evolugdo dos mesmos acarreta disturbios patolégicos, com
perda de fungdo dos o6rgaos e doengas crénicas e/ou degenerativas. Individuos
senis sao submetidos a uma carga de estresse crdnico no decorrer da vida,
levando a uma exposi¢ao continua dos tecidos a niveis elevados de cortisol
(BAUER et al., 2009). A agao continua do cortisol promove mudancgas

estruturais permanentes no cérebro, contribuindo para patologias relacionadas
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ao envelhecimento como deméncia e Doenga de Alzheimer (PARDON, 2007),
além de provocar microdanos neuronais (WAGNER-SMITH; MARKOU, 2011).

Alguns autores sugerem o declinio da resposta imune com o avangar
da idade (OUSLANDER; BECK, 1982; KABOGLU, 2004; KRABBE et al., 2004).
No entanto, Sansoni et al. (2007) sugerem que a imunossenescéncia ndo € um
declinio progressivo e irreversivel das fungbes imunes, mas um processo de
remodelagem continua, onde varias fungdes s&o reduzidas, outras
permanecem inalteradas ou até mesmo aumentadas.

Os processos degenerativos que acompanham a senilidade n&o sao
exclusivos de humanos, sendo pertinentes a todas as espécies (SHANLEY et
al., 2009). A utilizacdo de modelos animais permite melhorar a compreensao do
estresse, principalmente com respeito a manipulacdo dos animais e
transposicao de respostas clinicas obtidas (CHEN et al., 2010).

De acordo com Franceschi et al. (2000b), modelos murinos s&o
utilizados para analisar respostas imunoldgicas porque, assim como o0s
humanos, eles possuem um sistema imune (Sl) clonotipico. Respeitando as
peculiaridades evolucionarias da espécie, ratos e camundogos também tém
sido preferidos para o estudo da senilidade, uma vez que qualitativamente o
processo de imunossenescéncia € 0 mesmo que nos homens.

O aumento da expectativa de vida da populagédo, o crescimento do
numero de individuos acima de 65 anos, o aumento do conhecimento da
longevidade através de tecnologias e marcadores epigenéticos e a
necessidade de educar a populagdo de forma a promover um envelhecimento
mais saudavel, justificam o estudo da senilidade. No presente artigo, séo
apresentados aspectos da fisiopatologia do estresse, suas relagbes com o
envelhecimento, enfatizando-se os eventos pertinentes aos sistemas nervoso e

imunoldgico.

2. O ESTRESSE

2.1. Fisiopatologia do estresse

A Organizagcédo Mundial de Saude (OMS) considera o estresse como

uma das maiores ameacas a saude humana do século XXI (LEKA et al., 2011).
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O estresse tem sido definido como um estado de ameaca a
homeostase, provocado por um estressor fisioldgico, psicolégico ou ambiental.
Pode ser também definido como um estimulo, tanto interno quanto externo, que
ativa o eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) e o sistema nervoso simpatico
(SNS), resultando em uma mudanga fisiologica ou em adaptagcdo do
organismo, decorrente de uma ameaca (BLACK, 2002).

Desde o pioneiro trabalho de Hans Selye (SELYE, 1938), a palavra
estresse passou a ser reconhecida mundialmente. De acordo com este autor, o
estresse se inicia com uma resposta adaptativa que defende a estabilidade do
ambiente interno para a sobrevivéncia do organismo.

Marsland et al. (2002) observaram que nem todos os individuos
estressados respondem de maneira similar ao desenvolvimento de doencas.
Algumas variaveis devem ser consideradas, principalmente aquelas
relacionadas ao comportamento ou vulnerabilidade bioldgica.

Embora a reagado ao estresse possa ser inicialmente considerada uma
estratégia de defesa, segundo a classica definicdo de Selye (1938), onde o
individuo reage com ‘“luta ou fuga”, ela esta diretamente relacionada ao
desenvolvimento de doengas em funcdo de sua agao sobre o sistema imune.
Logo, o estresse psicologico pode afetar a fungdo imune e aumentar a
susceptibilidade a processos patoldgicos.

O equilibrio orgénico é alterado toda vez que ocorrem alteragbes no
ambiente e no organismo do animal, levando a um desequilibrio da
homeostase, ou seja, da capacidade adaptativa sobre estas alteragdes. Esta
“‘quebra” da homeostase € o que se pode considerar como metabolismo do
estresse. Entdo, o estresse pode ser explicado como uma resposta fisioldgica
do organismo, buscando fornecer subsidios ao corpo para responder e/ou
adaptar-se as alteragdes provocadas pelo desequilibrio da homeostasia
(HERMSWORTH et al., 1995; RUIS et al., 2001).

Recentemente um novo conceito de estresse vem sendo considerado:
o conceito da “alostasia’, definido como o processo adaptativo para
manutengao ativa da estabilidade através da mudanga (KORTE et al., 2005).

O estresse inicia com uma resposta adaptativa que defende a
estabilidade do ambiente interno para a sobrevivéncia do organismo. A

resposta adaptativa ao estresse caracteriza-se pelos componentes fisiologicos
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e comportamentais, sendo determinada por varios fatores como tamanho,
severidade e tipo de estressor. Aléem destes, as diferencas sexuais, genéticas,
experiéncia prévia, fatores cognitivos e ambientais também atuam na resposta
do organismo. Uma resposta eficiente ao estresse pode ser determinante para
a sobrevivéncia e esta eficiéncia pode ser passada a outras geragdes atraves
da selegao natural (MOTZER; HERTING, 2004; KORTE et al., 2005).

Os mecanismos de resposta ao estresse tém sido altamente
conservados durante o processo evolutivo e mantém envolvido o mesmo
padrao de moléculas mediadoras da resposta, tais como neuropeptideos,
horménios e citocinas (OTTAVIANI; FRANCESCHI, 1998; LIBERT;
PLETCHER, 2007), indicando que existe uma comunicagao bidirecional entre
os sistemas neuroendécrino e imune. O primeiro respondendo a estimulos
cognitivos e o segundo mais voltado a uma resposta a impulsos ndo cognitivos.

Segundo Carrasco e Van de Kar (2002), algumas mudangas
fisioloégicas associadas a resposta ao estresse envolvem:

a) mobilizacédo de energia para manutengao da fungao cerebral e muscular;

b) forma de perceber ameaga;

c) aumento da taxa de perfusdo cerebral e utilizagao de glicose no cérebro;

d) aumento da demanda cardiovascular e respiratéria e redistribuicdo do fluxo
sanguineo, aumentando a oferta de energia para o cérebro e os musculos;

e) modulacgao da fungdo imune;

f) inibicdo da fungao reprodutiva e comportamento sexual,

g) diminui¢cao da alimentagao e do apetite.

Segundo Korte et al. (2005), os individuos podem responder
neuroendocrinamente ao estresse de duas formas diversas,sendo uma mais
ativa e outra mais passiva. O comportamento ativo é caracterizado por uma
alta ativacdo do sistema simpatico adrenal-medular que resulta em niveis
elevados de epinefrina no sangue, enquanto sdo liberadas grandes
quantidades de norepinefrina nas terminagcbes nervosas. Ocorre também uma
ativagdo do eixo hipotalamo-pituitaria-gonadal (HPG), que aumenta a
testosterona plasmatica.

Ja o comportamento passivo € caracterizado pela ativagdo do eixo
HPA, mais especificamente pela produgédo do fator liberador de corticotropina

(CRF), um neuropeptideo produzido pelo hipotalamo. O CRF estimula a
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glandula pituitaria a secretar horménio adrenocorticotropico (ACTH),
estimulando a adrenal a liberar corticosterona (roedores e passaros) ou cortisol
(suinos e humanos). Os altos niveis de CC atuam no hipocampo via receptores
de mineralocorticéides (MRs), comprovando sua estreita relagdo com a
resposta adaptativa ao estresse (KORTE et al., 2005).

De acordo com Moberg e Mench (2000), também ¢é importante
considerar o conceito do estresse cronico. Sua definicdo torna-se dificil em
funcdo da tendéncia em trata-lo como uma constante, ou estado invariavel,
onde o agente estressor é repetido sucessivamente. No entanto, o organismo
que é submetido a um estressor de longo tempo, muda sua resposta ao longo
deste periodo. Algumas sédo diminuidas em fungdo da capacidade adaptativa
em nivel cognitivo e outras podem ser suprimidas ou atingem niveis basais,
como € o caso do cortisol. Existem ainda respostas que podem ser
exacerbadas por um processo denominado sensibilizagdo, como é o caso dos
niveis de cortisol apds novos estressores. Portanto, o efeito do estressor sobre
0 organismo €& dependente do tipo de estresse, da situacdo em que ele é
aplicado, da espécie animal e de como isso afeta cada individuo de maneira
particular (MOBERG; MENCH, 2000).

O estresse crbénico € utilizado por mimetizar fatores de risco para
desordens cerebrais humanas, havendo uma ligagédo, j4 bem documentada,
deste com psicopatologias como a depressdo (GAMARO et al.,, 2003;
HERMAN et al., 2001; JOELS et al., 2007), utilizando modelos animais.

Os estressores a que sao expostos os animais de laboratério, ndo sao
sentidos de maneira tao forte quanto aqueles vividos em experiéncias reais. No
entanto, a forma como o estresse é aplicado no laboratério, normalmente
impede que o animal tenha a opgéo de escapar, o que poderia acontecer com
os individuos na natureza. Assim, torna-se possivel um minimo controle sobre
estes animais, compensando a menor intensidade de um estresse real (JOELS
et al., 2007).

Sempre se preconizou que o aumento da incidéncia de doencas em
animais sob estresse crbnico estava correlacionado a uma supressdo da
competéncia do sistema imune. O Sl é modulado por outros sistemas durante

a produgao da resposta, principalmente pelo eixo HPA, caracterizando o



envolvimento direto do sistema nervoso central (SNC) na regulagdo do Sl
durante o estresse (MOBERG; MENCH, 2000).

Wesbter et al. (2002) comprovam a existéncia de alteragdes nos
sistemas neuroenddcrino e imune, provocadas por agressoes fisicas, quimicas
enddgenas ou exogenas, com liberagdo de substancias endogenas, que
contribuem para a manutencdo do equilibrio ou que desestabilizam a
homeostase corporal.

Tanto o estresse cronico como lesbes em determinadas areas
cerebrais afetam a funcédo imune. O estresse cronico leva a involugao timica e
altera os padrdes de distribuicado de subpopulacdes de células T, diminuindo a

migracao de células da medula 6ssea para o timo (ZIVKOVIC et al., 2005).

2.2. O estresse sobre a imunidade

Existem evidéncias de que o estresse, sozinho, pode causar uma
resposta inflamatéria e que episddios repetidos ou cronicos de estresse podem
evoluir para um estado inflamatorio. As mudangas hormonais caracteristicas do
estresse podem induzir um processo inflamatorio e o estimulo inflamatério
também pode ativar o eixo HPA, ou seja, a resposta ao estresse esta
intimamente ligada a resposta inflamatéria e também é originada da mesma
(BLACK, 2002).

Os principais horménios do estresse induzem uma resposta
inflamatéria de fase aguda (APR), similar aquelas elucidadas quando o
organismo reage a invasao de microorganismos, trauma ou injuria tecidual.
Dentre estes horménios do estresse, os glicocorticéides (GCs) sempre foram
reconhecidos por seus efeitos farmacologicos antiinflamatérios e
imunossupressores. Sua participacdo na resposta inicial ao estresse ja é
conhecida, induzindo uma reacdo inflamatéria. Ha uma interacdo deste
hormdnio com os sistemas neuroenddcrino e imune, através de uma rede de
reagcdes reguladoras que agem, sistemicamente, pela rota hormonal e,
localmente, através dos orgaos linfoides, atuando diretamente sobre os sitios
inflamatérios (WEBSTER et al., 2002).

Os GCs sao reguladores enddocrinos essenciais e sdo membros da

familia dos hormoénios esterdides. S3o derivados do colesterol, sendo
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sintetizados e secretados pela glandula adrenal. Atuam no desenvolvimento
embrionario, na regulacdo da homeostase metabdlica, no sistema nervoso
central e na modulagédo da resposta imune. Em humanos o GC funcional é o
cortisol, cujo equivalente funcional em roedores é a corticosterona (GEORGE
et al., 2009).

Em condigdes normais, os corticosterdides (CCs) podem ter um efeito
e em condi¢cbes patolégicas um efeito oposto, ou seja, efeitos diferentes de
acordo com a sua concentragdo fisioldgica ou patolégica. E possivel que os
glicocorticoides possam aumentar as fungdes imunes e inflamatodrias, em uma
concentragao, e inibir estas mesmas fungdes, em outra concentragdo (BLACK,
2002; WEBSTER et al., 2002).

Juntamente com as catecolaminas, os CCs induzem a sintese de uma
proteina ligada a lipopolisacaride (LPS) no figado. Trata-se de um reagente de
fase aguda, que se liga ao LPS, limitando sua toxicidade. Complementando
este efeito duplo dos corticosterdides, pode ocorrer tanto um aumento da
resposta inflamatéria do hospedeiro ao LPS, quanto uma maior facilidade de
producdo de uma proteina neutralizadora, ajudando o hospedeiro a combater a
toxicidade dos LPS (BLACK, 2002).

O estresse age como o LPS e as moléculas mediadoras sao as
citocinas, principalmente interleucina 1 (IL-1) e fator de necrose tumoral-a
(TNF-a). Black (2002) sugere uma hipotese de que o LPS pode mediar e/ou
aumentar alguns efeitos do estresse na indugdo da resposta inflamatoria.
Acredita-se que os LPS estimulem o eixo HPA através do aumento dos niveis
plasmaticos do ACTH, estimulado pela liberagao de IL-1(HADDAD et al., 2002).

A resposta sistémica a inflamagao inclui a rapida e prolongada ativagao
do sistema imune inato, que reflete na concentracdo das proteinas de fase
aguda (APP), correspondendo a uma resposta de fase aguda. Estas proteinas
pré-inflamatérias sdo importantes na restauracdo da homeostase, por assumir
um papel protetor através da inativacdo de moléculas citotoxicas e vasoativas
liberadas pelo dano tecidual (NYLEN; ALARIFI, 2001). No entanto, o controle
da resposta inflamatéria € essencial para o sistema imune estabelecer um
balango entre a destruicdo do organismo patolégico e a manutengdo da
integridade do tecido hospedeiro (DEVRIES et al., 1999).



Assim como o homem, o0s animais necessitam suprir suas
necessidades fisiologicas, comportamentais e psiquicas para sobreviver num
ambiente em constante transformagcdo. A capacidade para interagir e
responder a essas alteragdes é o que possibilita a adaptagao e a sobrevivéncia
dos individuos (LIBERT; PLETCHER, 2007).

Uma memoéria molecular, capaz de produzir rapida resposta ao
estresse, tem sido o principal avango evolutivo do sistema imune de
vertebrados e do sistema nervoso central (FRANCESCHI et al., 2000a).

3. O SISTEMA NERVOSO

O sistema nervoso (SN) constitui o principal fator de integracdo das
atividades organicas, sendo fundamental para a manutengdo da homeostase
corporal e para a sobrevivéncia do individuo. Entre as suas principais fungoes,
esta a de controlar atividades como contragdo dos musculos esqueléticos e
lisos, além da secrecédo de substancias quimicas pelas glandulas exdcrinas e
enddcrinas por todo o corpo (GUYTON; HALL, 2006).

O conhecimento das diferengas e similaridades anatdmicas, celulares e
moleculares do sistema nervoso central entre as espécies, desde as extintas
até as atuais, permite a reconstituicido da sequéncia evolutiva do cérebro de
vertebrados (DANI et al., 1997). A formag&o basica do cérebro n&o sofreu
grandes alteragdes nestas centenas de milhdes de anos de evolugdo, no
entanto, durante a transicdo dos peixes para os répteis € que ocorreu o
surgimento do sistema limbico, com a presengca do hipocampo. Durante o
periodo Triassico, com a transicdo dos répteis para os mamiferos
correlacionou-se a evolugdo da consciéncia e inteligéncia do cérebro (DANI et
al., 1997).

Segundo Buchanan et al. (2009), o hipocampo € conhecido pela sua
funcdo no processo de aprendizado e memodria, mas também esta envolvido
nos comportamentos de ansiedade e resposta ao estresse.

A regido hipocampal é formada por dois grupos de estruturas corticais,
a formagado hipocampal de um lado e a regido parahipocampal de outro. A
diferenca entre elas € o numero de camadas corticais que as compdem
(PAXINOS, 2008).
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Macroscopicamente a formacgao hipocampal é uma unidade funcional
complexa, com eixo longo se estendendo em forma de “C”, localizada na
porcdo mesial do ventriculo lateral do lobo temporal, em cada um dos
hemisférios cerebrais. Compreende trés regides citoarquitetonicamente
distintas, que incluem o hipocampo ou corno de Ammon (CA), o giro denteado
(GD) e o subiculo (SOUZA, 2001; PAXINOS, 2008).

As definicdes anatdbmicas do 6rgao sao diversas e variam de acordo
com os autores, no entanto, o hipocampo €& comumente subdividido nas
camadas CA1, CA2, CA3 e CA4, como visto na Figura 1. A camada CA1
contém células piramidais pequenas e frouxamente agrupadas. A camada CA2
contém uma estreita faixa de células piramidais grandes e densamente
agrupadas. A camada CA3 é caracterizada por uma grande faixa de neurénios
frouxamente agrupados e a camada CA4, ou hilo do GD, é coberta
principalmente pelo complexo denteado e possui muitos tipos de neurdnios
soltos sem nenhuma laminagdo, como células piramidais, espinhosas, nao

espinhosas e uma variedade de interneurdnios (PAXINOS, 2008).

O GD é uma estreita lamina dorsalmente cdncava, que envelopa parte do

hipocampo. Pode ser dividido em a) estrato molecular, que recebe fibras

perfurantes, septais e comissurais interna e externamente; b) estrato granuloso,

que contém neurdnios granulosos, cujos axbénios atravessam a camada

polimorfica; ¢) camada polimérfica; d) fimbria, formada pelas fibras do alveus, que

irdo conectar-se com o fornix, formando a principal via de eferéncia do hipocampo

(SOUZA, 2001; PAXINOS, 2008).

11



Citoarquitetura e morfologia hipocampal em secgdo transversa, mostrando as quatro areas
histolégicas do corno de Ammon (CA): CA1, CA2, CA3 e CA4, além do giro denteado (GD).

Fonte: Adaptado de Souza (2001).

Figura 1 - Esquema do corno de Ammon.

As células granulares do hipocampo sdo das poucas células neuronais
que sofrem neurogénese no SNC de um individuo adulto saudavel. Neurdnios
imaturos da zona subgranular migram, a uma curta distancia, para a camada de
células granulares do GD, onde desenvolvem e amadurecem (RON-HAREL,
SCHWARTZ, 2009).

3.1. Interagoes entre os sistemas nervoso e imunolégico

As interagdes entre estes sistemas foram sugeridas aproximadamente no
ano 200 AC pelo médico e filésofo grego Galeno, quando afirmava que mulheres
melancoélicas eram mais susceptiveis ao cancer em relacdo as mulheres de
“sangue quente”.

A base biolégica das interagcdes entre os SN e o Sl foi descrita por Hans

Selye, quando relatou que intervengdes do SNC sobre as fungdes
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neuroenddcrinas, durante o estresse, seriam capazes de influenciar o sistema
imune (SELYE, 1938).

Wagner-Smith e Markou (2011) relataram que o sistema neuroendécrino e
o imune compartilham receptores para citocinas, neurotransmissores, horménio e
neuropeptideos comuns. Além disso, produtos originalmente tidos como
especificos de cada um destes sistemas coexistem em tecidos linféides, enddcrino
€ Nervoso.

Uma base anatdbmica para a interagao entre os sistemas nervoso e imune
foi descrita por Masek et al. (2003). Eles demonstraram a existéncia de
terminacbes de fibras nervosas periféricas dentro de o6rgdos linféides e sua
distribuicdo em compartimentos celulares especificos, particularmente em zonas
de células T e macréfagos.

O mau funcionamento das células T pode ter um efeito devastador sobre a
capacidade de memoria cognitiva. A populagdo destas células € mantida pela
liberagdo timica de células T virgens através de um precursor que migra da
medula 6ssea para o timo onde adquire especificidade em fungdo de uma série de
eventos de recombinacdo génica, resultando em um TCR maduro (RON-HAREL,;
SCHWARTZ, 2009).

Episodios de estresse podem levar a uma resposta imune deficiente.
Neste sentido, mudangas ambientais e pressdes de selegao natural atuam como
grandes estimulos estressores. Estes estimulos podem ser de natureza
psicologica, como medo ou ansiedade; fisica, como mordida ou infecgdes; ou
ainda fisioldgica, como a fome ou privagdo de agua. Cabe ao cérebro perceber o
estimulo estressor, avaliar o perigo e capacitar o organismo a lidar com as
consequéncias, liberando neurotransmissores e horménios (DHABHAR et al.,
1997).

Ron-Harel e Schwartz (2009), trabalhando com camundongos
imunodeficientes, comprovaram nao sé a incapacidade de recuperagao do tecido
cerebral como também uma incapacidade de renovagdao de células neurais.
Também houve diminuicdo de producdo de fatores de crescimento, menor
habilidade cognitiva e instabilidade mental, caracterizando a interagdo intima entre
os sistemas nervoso e imune nestes camundongos.

Esta intima interagdo é bem ilustrada pelo experimento de Morgulis et al.

(2004). Utilizando camundongos, obrigou um animal saudavel a conviver durante
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11 dias com outro doente em uma mesma gaiola. Este estressor psicoldgico
cronico provocou uma menor resisténcia ao tumor de Ehrlich no camundogo sadio.

Dois tipos de receptores de corticosterdides sao reconhecidos dentro do
cérebro: os MRs de alta afinidade, expressos nas areas limbicas como hipocampo
e amidala central; os GRs que apresentam uma afinidade 10 vezes menor para
corticosterona. Estes receptores pertencem a familia dos receptores nucleares e
quando inativados se ligam a outras moléculas como as proteinas de choque
térmico (HSPs) e imunofilinas (JOELS et al., 2007).

3.2. O estresse sobre o sistema nervoso

O estresse, compreendido como potencial disturbio de origem interna ou
externa pode ativar o SN através do sistema simpatico-adrenomedular e o eixo
HPA na tentativa de normalizar o desequilibrio gerado (JOELS et al., 2007;
FERRIS; STOLBERG, 2010).

Segundo Swaab et al. (2005), a resposta ao estresse cronico envolve uma
ativacao proeminente do eixo HPA e do sistema nervosos autonomo (SNA), com
alterac¢des no nivel de ansiedade, perda das capacidades cognitiva e afetiva, além
da inibicdo dos processos vegetativos como sono, atividade sexual e programas
endécrinos de crescimento e reprodugao

A ativacdo do eixo HPA e do SNA resulta em aumento da liberagdo de
adrenalina que, através da ativagdo do nervo vagal, indiretamente aumenta a
atividade dos neurdnios noradrenérgicos nos nucleos ftractus solitarius e no locus
coeruleus (KARTZ; JOELS, 2002). Como conseqiiéncia, os niveis de
noradrenalina (NA) sao temporariamente elevados no cérebro, levando a
mudancas funcionais nos neurbnios que possuem os receptores para NA.

Segundo Joéls et al. (2007), a ativagdo do eixo HPA aumenta a liberagéo
de corticosterona que, em funcédo de sua natureza lipofilica, facilmente penetra no
cérebro atuando naqueles locais com maior numero de receptores.Este autor
ainda sugere que as propriedades elétricas e morfologicas das células cerebrais,
bem como a capacidade proliferativa das células progenitoras do GD s&o afetadas
por um estresse cronico de trés semanas.

Os GCs liberados das glandulas adrenais, em resposta a experiéncias

emocionais, tém significativos efeitos na neuroplasticidade e promovem mudangas
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na memoéria e aprendizado, gerando atrofia das células piramidais CA3 (KARTZ,
JOELS, 2002). Os neurénios do hipocampo s&o particularmente sensiveis aos
efeitos agudo e crénico de altos niveis circulantes destes CGs (SWAAB et al.,
2005; GARCIA-SEGURA et al., 2007; FERRIS; STOLBERG, 2010).

Alteragbes induzidas por hormoénios do estresse nesta area cerebral
incluem atrofia neuronal, remodelagem dendritica, reduzida utilizagdo de glicose,
aumento da neurotransmissao de glutamato e reduzida eficacia sinaptica. Os
mecanismos que contribuem para estas modificagdes sao primariamente
gendémicos (MIZOGUCH)I et al., 2009).

Os glicocorticéides se ligam aos receptores de glicocorticoides (GRs) e
MRs no citosol, translocam para o nucleo e atuam como fatores de transcrigao
alterando a atividade génica e a sintese de proteinas. As mudangas subsequentes
na neurobiologia mediada por este mecanismo genémico levam horas para ocorrer
e tém efeito a longo prazo (FERRIS; STOLBERG, 2010).

Repetidas exposigbes ao estresse podem mudar gradualmente as
caracteristicas elétricas, morfolégicas e a capacidade proliferativa das células do
cérebro. A liberacao repetida de corticosterona em determinadas areas do cérebro,
principalmente sobre o hipocampo, interfere na proliferagdo de células
progenitoras, nas propriedades neuronais e na apoptose, além de iniciar uma
resposta via genémica (JOELS et al., 2007).

Segundo Sorrels e Sapolsky (2007), as consequéncias de uma prolongada
elevacdo das concentracbes de GC sdo particularmente complexas quando
associadas a injurias neuronais. O estresse crénico associado aos GCs,
sinalizados através dos GRs, comprometem a habilidade dos neurénios no
hipocampo, cortex e promovem a ocorréncia de uma variedade de injurias
neuroldgicas como hipoxia-isquemia, hipoglicemia, anti-metabdlitos, geradores de
radicais de oxigénio, entre outros. Essas agdes de perigo sdo exacerbadas pelo
fato de que muitos desses insultos neurolégicos estimulam uma adicional secregao
de GC.
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4. O ENVELHECIMENTO

O aumento da taxa de envelhecimento da populagdo € um fenémeno
mundial. Na década de 50, os idosos do mundo representavam 204 milhdes e este
numero aumentou para 579 milhées em cinco décadas. Estima-se que em 2050,
os idosos somem 1,9 bilhdes de pessoas (INSTITUTO BRASILEIRO DE
GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE, 2011). O aumento exponencial da
expectativa de vida é acompanhado por uma série de problemas de carater a
principio fisioldgico, que se tornam uma condi¢ao patoldgica. Em geral, existe uma
correlagao entre alteragdes estruturais e funcionais associadas a idade.

Segundo dados da Aderecam Geriatrias, 79% da populacéo acima de 70
anos sofre de alguma doenca crbénica tais como artrite, hipertensao arterial
sistémica, diabetes mellitus, doengas coronarias, respiratérias ou cancer (BERAN
et al., 2007).

O envelhecimento é um processo que contribui para a diminuicdo da
homeostase e aumento da vulnerabilidade do organismo, causando uma redugao
da resposta ao estimulo ambiental. A progressiva diminuicdo da capacidade
fisiologica e a reduzida habilidade em responder ao estresse levam ao aumento da
susceptibilidade e wvulnerabilidade a doengas. A mortalidade aumenta
exponencialmente em fungédo do avancar da idade (VASTO et al., 2007; NASS et
al., 2009).

O processo natural do envelhecimento esta associado a uma progressiva
modificacdo e perda de fungdo dos érgaos. Estas mudangas sdo comuns a todas
as espécies. A OMS define a populagédo idosa como aquela a partir dos 60 anos
de idade, mas faz uma distingdo quanto ao local de residéncia dos idosos. Este &
um limite valido para os paises em desenvolvimento, mas esta faixa etaria sobe
para 65 anos quando se trata de paises desenvolvidos (IBGE, 2008).

Em mamiferos, processos degenerativos como arterioesclerose,
desenvolvimento de placas senis no cérebro e reposi¢cao do parénquima funcional
por tecido conjuntivo fibroso em varios 6rgaos, sao considerados manifestagoes
comuns do envelhecimento (FELDER et al., 2002; ZHU et al., 2006; FRANCESCHI
et al., 2007).

Alteracbes cardiovasculares que ocorrem com o envelhecimento s&o

similares aquelas atribuidas ao aumento da pressao, com respeito a propriedades
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bioquimicas, mecénicas e eletrofisiolégicas no coragdo e vasos sanguineos. Em
ratos, o envelhecimento e a hipertensdo produzem um aumento do peso do
ventriculo esquerdo e fibrose do miocardio. Ocorre também uma diminuicdo da
flexibilidade da aorta, principal causa da hipertrofia ventricular esquerda (FELDER
et al., 2002).

Segundo Newton (2004), doengas do trato gastrintestinal superior, como
Ulcera péptica e cancer gastrico, comegcam a se tornar mais comuns com 0O
envelhecimento. Em fungdo das mudancgas fisiolégicas comuns com o avangar da
idade, ocorre a indugao de alta prevaléncia de infecgdes, principalmente por
Helicobacter pylori. Associado a este processo, uma reduzida capacidade de
reparo da mucosa gastrica e o menor fluxo sanguineo favorecem os processos
infecciosos deste sistema.

O envelhecimento € ainda caracterizado pela perda de massa muscular,
conhecida por sarcopenia senil e com um progressivo declinio da forga muscular
que acelera ap6s os 60 anos (REEVES et al., 2006). Estima-se que a perda de
massa muscular, a cada década, esta entre 1% e 5% a partir dos 40 anos (NASS
et al., 2009).

Alteragbes celulares e fisiologicas, que acompanham o processo de
envelhecimento “normal”’, parecem ter efeitos pronunciados sobre processos
neurodegenerativos. Muitos avancgos cientificos tém sido alcangados nesta area,
mas a interface entre envelhecimento e doengas neurodegenerativas continua nao
elucidada (SILVA, 2007).

Segundo Coe e Laudenslager (2007), os processos emocionais modificam
as atividades das vias enddcrinas e neurais, 0 que, consequentemente, altera a
resposta imunoldgica do individuo.

Individuos deprimidos apresentam niveis aumentados de proteina C-
reativa e citocinas inflamatorias, prolongada resposta de neuroepinefrina ao
estresse, bem como uma deficiente resposta apds vacinagado (STEPTOE et al.,
2005). No entanto, a vacinagcdo de idosos tem representado uma atividade de
grande impacto na saude da populacdo (PAWELEC; LARBI, 2008), podendo
apresentar melhores resultados na populagao senil com melhor qualidade de vida,
tanto emocional, como sécio-econdmica.

O processo de envelhecimento também evidencia mudangas

comportamentais em ratos velhos. Estes animais tendem a apresentar diminuigcao
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na capacidade de aquisi¢cao e retengdo de memoria, quando comparados a ratos
jovens. A atividade locomotora também é significativamente menor em animais
idosos. Em geral, a performance comportamental cognitiva e ndo cognitiva esta
alterada em ratos senis, com comprometimento da memdria espacial associada a
degeneragdao do sistema colinérgico do septo do hipocampo (FELDER et al.,
2002).

Um aumento da atividade inflamatéria €& acompanhado pelo
envelhecimento e caracterizado como parte de um processo patologico,
envolvendo doenca cardiovascular, deméncia senil, que representam as principais
desordens meédicas e causam mortalidade nos estagios finais da vida em
humanos. Uma alterada resposta de fase aguda pode contribuir para o aumento
da susceptibilidade a doengas, apresentagcado clinica alterada e alta taxa de
mortalidade em pacientes geriatricos, portadores de infeccao (KRABBE et al.,
2004).

As alteragdes hormonais decorrentes do envelhecimento acometem as
mulheres, com diminuigdo do estroégeno circulante, acompanhada por mudangas
nas funcdes hipotaldmicas e da pituitaria (REHMAN; MASSON, 2005). Embora
menos pronunciado, em homens, os niveis de testosterona também declinam com
a idade, ocorrendo um aumento proporcional da gordura corporal (NASS et al.,
2009). Segundo Lee et al. (2004), ocorre uma diminui¢gao da secrecao de horménio
do crescimento (GH) em fung&o do declinio da atividade da pituitaria. O pico de
GH acontece na puberdade e seus niveis decaem até proximo aos 40 anos,
quando entdo ocorre um decréscimo gradual de 14% na taxa de secrecao, por
década.

Além disso, o0s processos degenerativos do envelhecimento sao
equivalentes a deficiéncia de GH, tais como a perda de massa e forca muscular,
aumento de adiposidade, tendéncia a deposito de gordura abdominal e perda de
mineralizagao 6ssea (BARTKE et al., 1998).

Existe uma contradi¢ao entre a relagcado de GH e a idade, principalmente ao
analisar a expectativa de vida de animais associada a deficiéncia de GH. Ha
evidéncia entre a correlacdo dos beneficios deste hormdnio sobre a composicao
corporal, funcdo cardiaca e bem estar geral, mas o excesso patolégico pode levar
a diabetes, doenca cardiovascular, e envelhecimento acelerado (BROWN-BORG,
2007; BROWN-BORG, 2009). Pesquisas tém demonstrado uma sobrevivéncia
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prolongada de camundongos andes, ou seja, com deficiéncia de GH e o
envelhecimento prematuro de camundongos transgénicos super-expressando GH
(BROWN-BORG, 2009; MIZOGUCHI et al., 2009). Isto indica uma correlagao
negativa de tamanho corporal e expectativa de vida dentro da espécie. Entre os
caes domésticos também existe esta evidéncia de que ragas menores tém maior
expectativa de vida que as ragas maiores (BARTKE et al., 1998).

O GH pode acelerar o processo de envelhecimento pela depressao das
defesas antioxidantes, levando ao acumulo do dano oxidativo e disfuncao celular
(BROWN-BORG; RAKOCZY, 2003).

Em funcdo destas contradicdes, o processo de envelhecimento tem
gerado uma série de teorias na tentativa de justificar este fenbmeno complexo,
multifatorial e de natureza multidisciplinar (KRAUSE, 2007; BECKMAN; AMES,
1998; KOWALD, 2001).

Dentre as teorias mais conhecidas, destacam-se as estocasticas e nao-
estocasticas. As teorias estocasticas s&do baseadas no acumulo aleatério de
moléculas com alteragdes estruturais. Dentre elas destacam-se aquelas para os
radicais livres, lesdes mitocondriais, alteracdo no colageno, lesdo de membrana,
mutacdo genética e “erro catastrofico” na sintese de proteinas, além das teorias
neuroenddcrina e imunoldgica. Ja as teorias nao-estocasticas baseiam-se nos
mecanismos programados no genoma de cada organismo, incluindo apoptose
celular e deterioragcdo do programa genético que regula o desenvolvimento celular
(SILVA, 2007; KABOGLU, 2004).

4.1. O estresse no individuo senil

Por um longo tempo, a gerontologia foi dominada pelo conceito de
existéncia de um relogio biolégico que promovia mudangas no organismo, através
de um mecanismo de morte celular, geneticamente programado. Nos ultimos 20
anos, a influéncia dos fatores ambientais, como o estresse, passou a ser
reconhecida e hoje, considera-se a velhice como uma interagdo entre ambiente e
genotipo (PARDON, 2007).

Franceschi et al. (2000a) sugerem a existéncia de uma teoria evolutiva da
imunossenescéncia considerando uma notavel conservacdo de moléculas

mediadoras de estresse, imunidade inata e inflamagao através da evolugao desde
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os invertebrados até o homem. Estes fenbmenos seriam parte integrada de uma
rede de defesa adaptativa para sobrevivéncia e manutengao corporal.

Nos ultimos anos as pesquisas tém demonstrado que alteragdes na
resposta imune acontecem apés um fato traumatico. O numero de células “natural
killer” (NK) circulantes reduz substancialmente minutos apds a ocorréncia de uma
situacdo estressante, podendo permanecer diminuido por horas ou dias,
dependendo da gravidade deste estresse (COE; LAUDENSLAGER, 2007).

Para De Martinis et al. (2005), o estresse antigénico crbénico e a
subsequente carga inflamatéria tém um forte impacto sobre a sobrevivéncia ou
enfermidade.

Segundo Pardon (2007), evidéncias tais como mutagdes genéticas que
aumentam a resisténcia a fatores estressantes como choque térmico, radiagao,
estresse oxidativo, apontam que os genes que regulam a longevidade sao os
mesmos envolvidos na resisténcia ao estresse.

Entretanto, o metabolismo de produtos oxidativos, principalmente as
espécies oxigénio reativas (ROS), representam importantes estressores que
atuam continuamente sobre o sistema imune (VAN REMMEN; RICHARDISON,
2001), acumulando durante o envelhecimento e induzindo importantes danos
celulares (DE MARTINIS et al., 2005).

Como consequéncia do acumulo de ROS, as células comegam a ficar
mais resistentes a apoptose, aumenta o numero de linfécitos disfuncionais e a
carga antigénica crénica induz ao aumento de células imunes ativadas com
hiperproducédo de citocinas pro-inflamatorias. Todos estes fatores determinam a
remodelagem do Sl e a “inflammaging” (DE MARTINIS et al., 2005).

Segundo Pardon (2007), sinais biolégicos e emocionais, caracteristicos da
senilidade, equivalem a uma reacao de estresse cronico e podem ser observados
na auséncia de qualquer estressor. Além disso, a habilidade de responder a
estimulos estressantes diminui com a idade, deixando os individuos mais
vulneraveis aos efeitos colaterais deste estresse. Isto porque, com o avangar da
idade, observa-se um desequilibrio na atividade do eixo HPA, secundaria a uma
diminuicdo do numero de receptores de glicocorticoides. O resultado € uma
hipersecrecéo de GCs com aumento gradual da deterioragdo do hipocampo.

Durante o processo de envelhecimento, tanto os ratos como os humanos

apresentam uma progressiva perda do controle do eixo HPA, resultando em
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hipersecrecao de GC durante episddios de estresse. Esta secrecao aumentada de
GC esta relacionada a muitas doencgas da senilidade como depressao, déficits
cognitivos e Doencga de Alzheimer (MIZOGUSHI et al., 2009). Para De Martinis et
al. (2005), esta é uma das caracteristicas da imunossenescéncia, ou seja, a
diminuicdo da capacidade de responder ao estresse. A inevitavel superexposicao
cronica a estressores determina uma ativagdo altamente patogénica do sistema
estresse-resposta levando a uma reducdo progressiva da capacidade de

recuperacgao.

4.2. O sistema nervoso do individuo senil

No individuo senil, de acordo com Ron-Harel e Schwartz (2009), ocorre
uma substancial redugdo da neurogénese, que pode estar relacionada a uma
reducdo da manutencdo imune ou a uma superexposicdo a uma resposta
inflamatadria local, caracteristica do envelhecimento.

As alteragcbes mais frequentes do envelhecimento cerebral, que sao
coincidentes em todos os mamiferos, sdo a perda celular, a diminuicdo da
densidade dendritica ou sinaptica e a ocorréncia de lesdes histologicas especificas
como formacdo de placas senis, emaranhado neurofibrilar e degeneragdes
granulo-vasculares (BARKATS et al., 1996; DANI et al., 1997).

McEwen et al. (1997) apresentaram evidéncias de que o estresse cronico,
com aumento dos niveis de GC, causa perda degenerativa de neurdnios
piramidais no hipocampo e subsequentes déficits de memdria e fungado cognitiva
em ratos. Estes danos hipocampais alteram o feedback negativo dos GCs
promovendo altos niveis deste horménio e causando um dano acumulativo
conhecido como “hipétese da cascata de GCs”. Em modelos animais e em
humanos este € considerado o principal mecanismo patogénico de doencgas
neurodegenerativas associadas ao eixo HPA (SWAAB, 2005).

O cortex pré-frontal e o hipocampo tém um importante papel na
manutengdo das fungdes cognitivas e de memdria que sao frequentemente
prejudicadas com o envelhecimento. Estudos recentes mostram uma alteragdo na
regulagcéao do eixo HPA associada com o volume diminuido do cértex pré-frontal de
humanos idosos. Associado a isso, uma disfuncdo deste cortex ou atrofia do

hipocampo s&do observados em pacientes depressivos, tanto animais como
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humanos e em pacientes com Doenca de Alzheimer (PARDON, 2007,
FRANCESCHI et al., 2007; MIZOGUCHI et al., 2009).

A ciéncia e a medicina véem tentando compreender a patofisiologia de
doencas neurodegenerativas que aumentam sua incidéncia com o processo de
envelhecimento, principalmente as de carater cognitivo que levam a perda de
memoria (ROSENZWEIG; BARNES, 2003). Baseado nisso o hipocampo tem sido
a estrutura mais estudada em modelos animais, devido a sua correlagcdo com

aprendizado, memoria e déficits cognitivos (BARKATS et al., 1996).

4.3. O sistema imune do individuo senil

O termo imunossenescéncia, usualmente, refere-se a nogao de que existe
uma correlagcéo entre idade e disfuncéo do sistema imune (KRABBE et al., 2004).
Ele tem sido bem caracterizado pelo declinio do sistema imune adaptativo com
troca de fungédo, mudangas clonais e remodelagao do perfil celular.

O sistema imune pode ser esquematicamente dividido em uma parte
ancestral ou inata, representada, principalmente, por mondcitos, células
dendriticas (DC) e NK; e em uma parte filogeneticamente jovem, representada
pelos linfocitos B e T adaptativos. Durante o decorrer da idade, o sistema imune
percorre diferentes caminhos, onde o inato € mais bem preservado e o adaptativo,
mais sofisticado e apto a reconhecer antigenos especificos, passa a declinar-se
(SANSONI et al., 2007).

A imunidade inata constitui a primeira linha de defesa contra os agentes
infecciosos e a identificacdo nao especifica destes agentes requer a ligagao de
padrées moleculares associados a patdégenos, via receptores de reconhecimento
como os “toll-like receptors” (TLR), expressos em varios leucocitos como
macroéfagos, neutrofilos, DCs e NKs (BAUER et al., 2009).

De acordo com Malaguarnera et al. (2010), macréfagos e DCs ligam-se
especificamente a células apoptdticas através dos TLRs e intervém na fagocitose
de corpos apoptoticos. Os TLRs, expressos nas células apresentadoras de
antigenos (APCs) sado receptores para HSPs e mediam sua sinalizagdo. Estas
HSPs tém sua expressao induzida por diferentes tipos de estresse e funcionam
como chaperonas, promovendo o processamento e apresentacdo de antigenos
através da ligagédo a pequenos peptideos.
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O numero de neutrofilos também diminui na velhice, assim como sua
capacidade quimiotatica e de fagocitose ficam comprometidas. Isso porque o
envelhecimento afeta a ativagao das vias de transdugao envolvidas no resgate dos
neutréfilos da apoptose, aumentando sua susceptibilidade a este processo, sendo
este um importante contribuinte para a alterada resposta inflamatoria senescente
(GOMEZ et al., 2008).

Franceschi et al. (2000b) afirmam serem as células NK as principais
responsaveis pela atividade citotoxica contra células tumorais, geradas
espontaneamente por agressdes quimicas ou virais e 0 seu numero total circulante
€ aumentado em individuos senis quando comparados aos jovens. O aumento do
numero de células NK em idosos tem sido visto como um mecanismo
compensatério para a diminuicdo da atividade citotdéxica por célula nos senis.
Varios fatores podem influenciar a diminuida funcionalidade das NKs como uma
menor resposta a citocinas, niveis hormonais reduzidos ou niveis baixos de ion
zinco e uma possivel mudanga, idade relacionada, na via dependente da proteina
C quinase (GOMEZ et al., 2008; MALAGUARNERA et al., 2010).

Com o avancar da idade, o sistema imune tende a sofrer uma
desestruturacdo, atribuida, principalmente, a mudancas no funcionamento de
células T. Os linfécitos T de humanos e camundongos idosos tornam-se
comprometidos e as células de memdria falham em proliferar adequadamente e
secretar IL-2 sob estimulo de mitdogenos, antigenos ou ligagdo de receptores
anticorpo-mediada (MALAGUARNERA et al., 2001; KRICHEVSKY et al., 2004).

As células T podem ser geradas de duas maneiras, ou seja, pelo
desenvolvimento de precursores de linfécitos T e células tronco, ou por
proliferagdo homeostatica onde as células T virgens funcionam como progenitoras
(GORONZY et al., 2007). Na velhice, o acumulo de células T diferenciadas e nao
proliferativas compromete o espacgo imunoldgico, diminuindo a resposta de defesa
e favorecendo o surgimento de doencgas relacionadas a senilidade (SANSONI et
al., 2007).

O declinio no influxo de novas células T circulantes resulta também na
diminuicdo do numero de células T “virgens” (CD45RA+) e compromete a
imunidade célula mediada. Uma das principais caracteristicas da

imunossenescéncia € o acumulo da expansao de clones de memoria (CD45R0O+)
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e de células efetoras em consequéncia da continua exposi¢cédo a varios antigenos
durante a vida (BAUER et al., 2009).

A relacdo CD4/CD8 ¢é relativamente afetada em individuos senis. A
contagem da subpopulacdo de células T revela um aumento na freqliéncia de
células T CD4+ e CD8+ (FRANCESCHI et al., 2000b; SANSONI et al., 2007). As
células T CD8+ de pessoas senis apresentam uma resisténcia a apoptose, perfil
alterado de citocinas, alteragao de varias fungdes, encurtamento de telomere,
reduzida habilidade em resposta ao estresse e permanente perda de expressao de
CD28+ com acumulo progressivo de CD28- (McELHANEY; EFFROS, 2009;
MALAGUARNERA et al.,, 2010). Segundo De Martinis et al. (2005), uma
combinacao de altos niveis de células T CD8+ e baixos niveis de CD4+,
associados a uma pobre proliferacao de células T em resposta a mitdgenos pode
ser um marcador da morbidade e mortalidade em individuos senis.

A fase efetora da resposta imune adaptativa é mediada por citocinas e
diferentes subpopulagdes de células T CD4+ sintetizam citocinas especificas
denominadas células Th1 (Interferon gama (INFy), IL-2, linfotoxina a) ou Th2 (IL-4,
IL-10). Tanto em humanos como em modelos murinos, o envelhecimento tem sido
associado a uma troca neste perfil de citocinas de Th1 para Th2 acompanhada por
um perfil de citocinas proé-inflamatérias e aumento de células NKT (GLOBERSON,;
EFFROS, 2000; JING et al., 2007).

Danos ao DNA, resultantes de insultos genotoxicos, ou até mesmo
espontaneos, também podem levar a uma instabilidade gendmica, com declinio de
funcao de células T, morte celular ou desenvolvimento do potencial tumorogénico.
Isto pode estar diretamente correlacionado a mutagbes ocasionadas pelo
envelhecimento (KRICHEVSKY et al., 2004; WENG, 2006).

Em nivel celular, observa-se uma alteragdo na geragcdo de
imunoglobulinas nas células B, que contribui para o declinio da qualidade da
resposta humoral na senilidade. Também ha uma associagdo de aumento de
incidéncia de malignidade de células B em fungédo da expansao oligoclonal nestes
individuos senis (WENG, 2006).

Segundo Malaguarnera et al. (2010), estudos em modelos murinos tém
demonstrado que os anticorpos produzidos em camundongos senis possuem
baixa afinidade por seus alvos e sao ineficientes na prevencéao da infecgao. Apesar

do significativo declinio na produgdo de células B em camundongos senis, o
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numero destas células permanece constante perifericamente. Umas das razdes
para este fendmeno seria o pool de células B periféricas encontrarem-se saturado
de uma maneira similar ao que acontece na homeostase de células T no idoso.
Porém, outra possivel explicagdo, € que células B periféricas em camundongos
refletem uma diminuicdo na geragao de células B e um aumento na longevidade
de células B periféricas. Como consequéncia da alterada composi¢cdo do pool de
células B, ocorre uma diminuicdo da duracdo da resposta humoral em idosos
quando comparada a de jovens.

Um estimulo imune continuo ao longo da vida estabelece um status pro-
inflamatdrio crénico, caracterizado pelo aumento sérico de citocinas e outros
fatores pro-inflamatérios (TNF-a, IL-1, IL-6), além de proteinas de fase aguda.
Ocorre também um acumulo de ROS, aumentando a resisténcia das células a
apotose, favorecendo os linfocitos senescentes e a carga antigénica crbnica. Este
fenbmeno, denominado ‘“inflammaging” foi concebido para explicar estas
alteracdes inflamatérias decorrentes da velhice (FRANCESCHI et al., 2000a) e o
desequilibrio proé-inflamatério torna-se um importante parametro nas principais
doencas senis, como arterioesclerose, deméncia, osteoporose e cancer
(HOCKING, 2005; SANSONI et al., 2007).

A ‘“inflammaging” parece ser um fenbmeno universal que acompanha o
processo de envelhecimento e que esta relacionada a morbidade e mortalidade.
No entanto, individuos senis com baixa atividade inflamatdria apresentam um
envelhecimento saudavel, sugerindo que este fenbmeno pode estar melhor
relacionado ao envelhecimento patolégico ou a doengas mais comuns da
senilidade como por exemplo, a hipertensdo (BAUER et al., 2009). Entretanto, toda
ineficiéncia do sistema imune senil € desencadeada pela atrofia timica, levando a
um declinio na contribuicdo dos emigrantes timicos ao repertorio de células T
virgens (ASPINALL; ANDREW, 2001; MALAGUARNERA et al., 2001).

4.4. Efeitos do estresse sobre o sistema nervoso do individuo senil

A atividade neuroenddécrina em situacbes de estresse cronico, nem
sempre esta aumentada em individuos senis. Segundo Pardon (2007), algumas
linhagens de ratos Fisher 344 n&o apresentam mudangas nos niveis plasmaticos

de ACTH e CC em idade avangada. Ja ratos Sprague-Dawley velhos apresentam
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niveis elevados de CC. Ambas as linhagens, porém, apresentaram
comprometimento da meméria.

Uma baixa neurogénese no hipocampo de animais senis pode estar
relacionada a neurotoxicidade dos GCs, uma vez que progenitores neurais do GD
expressam GR e MR. Esta hipotese é sustentada por experimentos que mostram
que a adrenalectomia em ratos senescentes estimula a proliferagédo celular no GD.
Da mesma forma que a administragcdo de antagonistas de GR, como o RU486,
restaura a neurogénese em roedores com altos niveis de GC provenientes do
estresse (DE NICOLA et al., 2009).

Alguns horménios como estradiol e fator de crescimento como insulina |
(IGF-l) podem antagonizar os danos dos esterdides da adrenal. O IGF-I atenua o
déficit de aprendizagem em ratos senis submetidos a estresse e o estradiol
promove a neurogénese no hipocampo. Estes hormoénios liberados atuam como
neuroprotetores (GARCIA-SEGURA et al., 2007).

Estudos de gerontologia em modelos como no nematdide
Caenorhahabditis elegans ou na mosca da fruta (Drosophila melanogaster), tém
mostrado que a longevidade é geneticamente determinada pelos mesmos genes
envolvidos na resisténcia ao estresse. Dados epidemiolégicos humanos indicam
que a longevidade estad associada a uma qualidade de vida ruim e reducao da
funcéo cognitiva (OTTAVIANI; FRANCESCHI, 1998).

Paradoxalmente, Franceschi et al. (2008), estudando uma populagdo de
centenarios italianos e comparando a individuos senis (70 a 80 anos), constataram
que os centenarios apresentam um melhor status de saude, além de menor
incidéncia de doengas neurodegenerativas. Isto sugere que alguns genes da
longevidade estdo envolvidos na eficiéncia do envelhecimento cognitivo
(PARDON, 2008) e que alguns determinantes genéticos da longevidade residem
no polimorfismo dos genes que regulam a resposta imune (FRANCESCHI et al.,
2008), levando a hipotese de que a resposta ao estresse faz parte do mecanismo
de envelhecimento.

Os efeitos dos fatores ambientais na reversdo do envelhecimento como
exercicios, restricdo caldrica, ambiente enriquecido, tém sido bem documentados
em roedores e outras espécies ndao humanas (MATTSON et al., 2001). Também
varias terapias vém sendo testadas, como dietas, drogas antidepressivas, na

tentativa de reverter os danos neurodegenerativos do envelhecimento
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(FAROOQUI; FAROOQUI, 2009). Outras possibilidades terapéuticas visando uma
neurorecuperagdo seriam exercicios moderados (RON-HAREL; SCHWARTZ,
2009) e restricdo caldrica que, comprovadamente retardam o envelhecimento de
células T pelo aumento dos niveis de células T virgens e preservagao do repertorio
de TCRs (YANG et al., 2009).

O processo de estresse crénico necessita de informagdes mais detalhadas
sobre marcadores celulares e moleculares, que proporcionem intervengdes
efetivas sobre seus efeitos neuronais. Neste contexto os roedores oferecem boa
oportunidade de responderem, em um curto prazo, as analises neurobioldgicas,
principalmente pelas similaridades das fungbes cerebrais, comportamento
bioldgico e social em relagdo aos humanos (CIRULLI et al., 2009).

Pardon (2007) afirma que o processo de envelhecimento ndo afeta a
capacidade de iniciar uma resposta ao estresse e o grau de ativagédo do eixo HPA
pode aumentar ou diminuir com a senilidade. No entanto, a habilidade em terminar
esta resposta é diminuida, assim como a atenuagdo da resposta neuroprotetora,
que esta associada a uma reduzida resposta neuroadrenérgica. Esta caracteristica
fica bem definida pelo declinio da fungdo motora observada durante o

envelhecimento.

5. 0 TIMO

O timo é um ¢6rgéo linféide primario localizado na porgao anterior do
mediastino e é estruturado em regido subcapsular, cortical e medular que geram
continuamente células T exportadas para a periferia. O desenvolvimento de
células T constitui um processo intrinseco de trocas celulares onde uma rede de
tipos de células estromais timicas promove sinais moleculares requeridos para
uma maturagdo, expansdo e selecdo apropriada de precursores de células T
imunocompetentes, conhecidas como timécitos. Combinadas, estas células
estromais promovem o microambiente timico requerido para o desenvolvimento de
células T (PETROVIC-DERGOVIC et al.,, 2007; SHANLEY et al., 2009;
HOLLANDER et al., 2010).

O timo sofre uma involugao estrutural com a idade, levando a um declinio
no numero de células T virgens (HIROKAWA et al., 1998; ASPINALL; ANDREW,
2001; SHANKER, 2004; MONTECINO-RODRIQUEZ et al., 2005; CHIDGEY et al.,
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2007). Ocorre perda das células epiteliais timicas e um aumento no espacgo
perivascular, com infiltrado de adipécitos e células T duplo positivas, bem como o
aumento da cavidade cistica (QUAGLINO et al.,, 1998). No entanto, mesmo
havendo uma significante perda de celularidade, tem-se documentado que,
independente desta atrofia, o timo permanece parcialmente funcional e seus
microambientes sdo capazes de gerar células T em niveis reduzidos (HICE et al.,
2008).

O microambiente timico compreende diferentes tipos celulares com
fungdes distintas, tais como as células epiteliais timicas (TEC), células dendriticas,
macrofagos e fibroblastos. Uma selegcdo positiva é orientada pelas TEC e a
negativa é secundaria a uma interagdo envolvendo timécitos com DCs ou TECs
medulares (SAVINO; DARDENE, 2010).

O processo de maturacdo e diferenciagdo de células T envolve a
expresséo de varias proteinas e rearranjo de genes receptores de células T (TCR).
Os timdcitos mais imaturos ndo expressam nem TCR, nem moléculas CD4 ou
CD8, sendo denominadas células duplo-negativas (DN). Sua maturagdo esta
relacionada a uma organizagdo do lécus B TCR (selecdo beta) que é
acompanhada pela proliferagdo e expressao de co-receptores de CD4 e CDS,
passando para o estagio duplo-positivo (DP) do lécus TCRa e resultando na
expressao de TCRap na membrana celular (PESIC et al., 2009).

Os timécitos que ndo sdo submetidos ao rearranjo produtivo do gene
TCRaB morrem por negligéncia e aqueles submetidos interagem com peptideos
apresentados pelas moléculas do complexo de histocompatibilidade principal
(MHC). Esta interagcdo determina os eventos de sele¢gbes negativa e positiva,
essenciais para diferenciagdo e maturagdo dos timécitos formando o futuro
repertorio de células T que sai do timo para a periferia (MIOSGE; ZAMOYA, 2007,
PESIC et al., 2009).

A principal fungdo dos macrofagos timicos € a fagocitose de timécitos
apoptéticos e a dos fibroblastos é atuar na progressdo de TCR-CD4-CD8- para
TCR+CD4+CD8+. No cortex as TCRs adquirem uma forma linfoepitelial
denominada células enfermeiras timicas (TNC) onde uma simples célula epitelial
tem a capacidade de cuidar de varios timocitos (PHEE et al., 2010; SAVINO;
DARDENE, 2010).
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A tolerancia de células B €& primariamente originada em funcdo da
auséncia de células T auxiliares, tendo o timo e os linfécitos T um papel
predominante no estabelecimento da tolerancia e desenvolvimento da auto-
imunidade. Associado a isso, muitos dados experimentais evidenciam que o
rompimento da via tolerogénica ocorrida durante a diferenciagdo celular intra-
timica constitui o principal evento para desencadear doengas auto-imunes
(CHIDGEY et al., 2007; GEENEN, 2010).

O timo é inervado pelas fibras simpaticas que usam a NA como principal
neurotransmissor. N&o s6 os linfécitos do sangue periférico, mas também os
timocitos e as células timicas n&o linfoides sintetizam catecolaminas,
demonstrando que a NA age como neurotransmissor entre os nervos simpaticos e
as células timicas, atuando também como imunotransmissor. De acordo com Pesic
et al. (2009), isso comprova a existéncia de uma rede enddcrina dentro do sistema
imune. Desordens hormonais podem acelerar a involugao fisioldgica do timo, que
também sofre influéncia de outros fatores exégenos como estresse, dieta, radiagéao
ionizante e endotoxinas bacterianas (QUAGLINO et al., 1998).

A obesidade também induz uma aceleracio da involugao timica e restricao
da diversidade do repertorio de células T, representando uma modificacdo dos
mecanismos de imunossenescéncia que podem aumentar os riscos e severidade
de infecgdes. Yang et al. (2008) sugerem que a restricao caldrica previne a perda
de células TECs durante o envelhecimento e o aumento nos fibroblastos com
reducao na transigcédo de reguladores epitelial-mesenquimal no timo.

Ja a involugdo timica relativa ao envelhecimento € acompanhada da
reducao da vigilancia imune aumentando o risco e severidade de infecgoes, certos
tipos de cancer, falhas vacinais e reconstituicao tardia de células T em pacientes
submetidos a transplante de células tronco hematopoiéticas, levando ao declinio
da imunidade adaptativa (DIXIT, 2010).

As trés principais causas desta involugao senil sdo: a) redugdo do numero
e aumento de defeito das células tronco hematopoiéticas; b) perda de células
epiteliais timicas e deterioragdo do estroma; c) fatores circulantes extrinsecos
afetando o microambiente como aumento da produgdo de esterdides sexuais,
perda de citocinas e fatores de crescimento como IL-7 e GH (CHIDGEY et al.,
2007; DIXIT, 2010).

29



O envelhecimento é caracterizado pela grande redugdo no numero de
timocitos e marcante perturbagdo no microambiente das células estromais timicas
(DOUEK; KOUP, 2000). Ao contrario do timo jovem, onde os timécitos sao os
principais constituintes do microambiente, os adipdcitos constituem a maioria do
espaco celular do timo envelhecido. A transformagédo adipogénica do timo com o
avancar da idade é uma incognita, especialmente porque para o proposito de
producdo de células T virgens, os adipdcitos nao tém papel direto no
desenvolvimento de células T (DIXIT, 2010; PERISIC et al., 2010).

A perda de timdcitos precede a formacdo de adipdcitos. Ja foi
demonstrado que adipécitos e timécitos tém contato célula-célula no timo durante
o envelhecimento, caracterizando que os primeiros ndo sido células inertes e
secretam citocinas e hormonios. Estes influenciam o ambiente local e sistémico da
fungéo imune (DIXIT, 2010).

De acordo com Hsu e Mountz (2010), a leptina pode ter uma associagao
com a timopoiese, uma vez que seus receptores sdo expressos na medula timica
e ela atua na protegcédo contra a atrofia induzida pelo estresse deste 6rgao. Este
horménio é derivado do tecido adiposo e age em regides especificas do cérebro
regulando a ingestdo de alimentos, o desprendimento energético e esta
estruturalmente relacionada as citocinas, agindo em receptores similares aos da
superfamilia das citocinas.

Individuos nonagenarios que exibem altos niveis circulantes de leptina
também apresentam alta porcentagem de células T virgens TREC+ CD28+ CD95-
CD8 nas células mononucleares de sangue periférico, o que sugere que este
horménio pode ter um efeito benéfico sobre a timopoiese e manutengdo das
células T virgens, interferindo na expectativa de vida do individuo.
Contraditoriamente, altos indices de gordura corporal, principalmente visceral ou
mesentérica, estdo diretamente correlacionados a sindrome metabodlica e uma
forte resposta inflamatéria, uma vez que o tecido adiposo promove também a
secrecao e liberagdo de altos niveis de IL-6, TNF-a e proteina C-reativa (HSU,;
MOUNTZ, 2010).

Recentemente, a Universidade de Stanford divulgou um estudo clinico do
uso de GH revelando que a administragdo deste hormonio em idosos saudaveis
aumentou a massa muscular em aproximadamente 2 kg e diminuiu a gordura

corporal, além de promover a perda da gordura timica (TAUB et al., 2010).
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Os beneficios terapéuticos do GH como imunomodulador foram
demonstrados em estudos onde o aumento da celularidade timica elevou os
numeros de emigrantes timicos e aumentou o repertério TCR nas células
periféricas. Este horménio também acelera recuperagdo de timécitos e a
reconstituicdo de compartimentos periféricos de células T. No entanto, GH por si
nao é requerido para uma timopoiese normal, visto que camundongos deficientes
de GH, isentos de condigdes de estresse, apresentam um desenvolvimento
linféide regular (DIXIT, 2010; HOLLANDER et al., 2010).

Em humanos, a administracdo de GH exdgeno aumenta a celularidade
timica, mas ndo regenera a atrofia do timo nem o transforma em um timo jovem.
No entanto, sob o ponto de vista clinico, € uma terapia suficiente para recuperagao
da produgéao de células T (CHIDGEY et al., 2007).

A involugéo timica que se inicia na puberdade coincide com o aumento da
producdo de esterdides gonadais. Segundo Perisic et al. (2010), a elevagao dos
niveis destes horménios em roedores de ambos os sexos induz a uma atrofia
timica similar a observada em ratos idosos. Recentes pesquisas tém demonstrado
que o efeito da gonadectomia peripuberal na celularidade timica pode ser
transitorio, uma vez que apos 20 semanas, pacientes gonadectomizados
apresentaram ambiente timico semelhante aos controles ndo operados. Sugere-se
que modificagdes peripuberais nas glandulas gonadais e involugao timica sao dois
eventos com causas nao diretamente associadas (MONTECINO-RODRIQUEZ,
2005; PERISIC et al., 2010).

De acordo com Perisic et al. (2010), os esterdides gonadais podem iniciar
ou contribuir substancialmente para a involugédo timica onde defeitos associados
ao envelhecimento hematopoiéticos intrinsecos ou estromais extrinsecos
aumentam a progressao da involugdo timica. Outra possibilidade é que a duragdo
limitada do rejuvenescimento gonadectomia-induzido pode levar a uma produgao
compensatéria de andrégenos pelas células timicas e de estrogenos pela adrenal
e tecido adiposo.

Segundo Montecino-Rodriquez et al. (2005), ratas de dois meses de idade
ovariectomizadas, quando avaliadas aos 20 meses, demonstraram um processo
continuo de involugado timica, sugerindo que este € um processo resultante da

interrupcédo do feedback endécrino que aumenta o tamanho do timo inicialmente.
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No entanto, o organismo eventualmente se adapta a esta alteragdo enddcrina e o

timo retorna ao tamanho normal.
Independentemente das terapias de reversao da atrofia timica, varios
marcadores celulares, soroldgicos e genéticos sao reconhecidos para caracterizar
a imunossenescéncia. O elemento principal na pesquisa de biomarcadores do
envelhecimento é o entendimento das alteragdes basicas do processo biologico da
velhice, capaz mensurar de forma mais eficiente a taxa de envelhecimento do que

a idade cronolégica (SPROTT, 2010). Um esquema das alteragbes imunoldgicas

no decorrer da vida é apresentado na Figura 2.

REMODELAGEM DO SISTEMA IMUNE

esposta imune aguda

Responsividade ao estresse e
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Produgiotimica o

Inflamacdo como resultado
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de perda antigénica cronica

imulo agudo
JOVEM IDOSO

Fonte: Adaptado de Montecino-Rodriguez et al. (2005).

Figura 2 - Desenho esquematico das principais caracteristicas da remodelagem
do sistema imune peculiar da imunossenescéncia.
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Este esquema pode ser interpretado como o resultado da perda antigénica
ao longo da vida e pela habilidade do S| em adaptar-se e combater os efeitos dos
estimulos antigénicos repetidos e crénicos, assim como o acumulo de produtos do
metabolismo oxidativo. De certa forma, € a fungéo fisioldgica de defesa do Sl que
determina a imunossenescéncia e, paradoxalmente, representa o principal
determinante da incidéncia de doencas relacionadas ao envelhecimento
(MONTECINO-RODRIGUEZ et al., 2005).

6. DIFERENGAS ENTRE GENEROS

6.1. O dimorfismo sexual no sistema imunolégico e na senilidade

O dimorfismo sexual varia amplamente entre as espécies, sendo que em
roedores, o hipotalamo pode chegar a ser até cinco vezes maior nos machos. Ja
na espécie humana onde o estilo comportamental € muito semelhante entre
homens e mulheres, o dimorfismo é praticamente indetectavel (BEAR et al., 2008).

Nas diferentes espécies, ele € demonstrado nos indices funcionais timicos
e também nas taxas de maturagao de timdcitos. Esta dicotomia é responsavel por
tracar uma rota para estas diferencas na resposta imune (LEPOSAVIC et al.,
2009).

A prevalente hipotese para diferengas imunologicas entre sexos € que 0s
esterdides sexuais, particularmente a testosterona, 173- estradiol e progesterona
influenciam o funcionamento de células imunes por ligar a receptores especificos
que sao expressos em varios tecidos linféides, macrofagos e células dendriticas. A
ligacdo dos esterdides sexuais aos seus respectivos receptores esterdides
influencia diretamente as vias de sinalizacéo celulares, incluindo o fator nuclear kB
(NF-kB), cJUN e fator regulador de interferon, resultando na producdo de
diferentes citocinas e quimiocinas (KLEIN et al., 2010).

Numerosos aspectos da resposta imune diferem entre machos e fémeas,
sendo esta observacdo verdadeira para muitas espécies e aplicada tanto a
resposta humoral quanto a celular. Este dimorfismo €, provavelmente, mediado
pelos esterdides sexuais circulantes, uma vez que analises entre a relagao de
CD4+ e CD8+ em homens senis e mulheres pdés-menopausa, nao apresentaram
diferencas (SELI; ARACI, 2002).
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Fatores genéticos também interferem nestas diferengas sexuais sobre a
funcdo imune. Dos mais de 1.100 genes identificados no cromossomo X, muitos
estdo correlacionados ao dimorfismo imune, incluindo receptores protéicos,
efetores transcripcionais e translacionais. Da mesma forma, o estrogeno e a
progesterona atuam na imuno-regulacéo e receptores de estrégeno (ERa e ERR)
s&o expressos nas células B, T, DC e NK (DARNALL; SUAREZ, 2009).

Altas concentragdes de estrogeno causam involugéo timica pelo aumento
da apoptose de timodcitos e inibicdo da proliferagdo dos mesmos. Em um
experimento injetando testosterona em fémeas de rato no periodo perinatal,
verificou-se 0 aumento na porcentagem de linfocitos CD8+ acompanhado de um
proporcional decréscimo de CD4+, além de um fendtipo de timdcitos imaturos
(LEPOSAVIC et al., 2009).

Estrogenos e androgenos tém efeitos similares na celularidade timica, mas
efeitos diferentes na taxa de maturacdo de timocitos simples positivo (SP): os
estrégenos aumentam as células CD4+CD8- e a privacdo de andrégenos causa
um aumento das células CD4-CD8+ (LEPOSAVIC et al., 2009).

Por outro lado, androégenos, incluindo dihidrotestosterona e testosterona,
podem suprimir a atividade de células imunes, mas também aumentam a sintese
de citocinas anti-inflamatérias como IL10. Comparando homens saudaveis e
aqueles com deficiéncia de androgenos, estes ultimos apresentam maiores
concentragdes de citocinas inflamatérias (IL1B, IL2 e TNFa), maiores titulos de
anticorpos e uma maior relagdo de células T CD4 comparadas a CD8 (KLEIN et
al., 2010; DARNALL; SUAREZ, 2009).

Machos de diversas espécies, desde nematdides, insetos, peixes, répteis,
aves e mamiferos, incluindo o homem, tém uma menor expectativa de vida em
relagcdo as fémeas. Varias sao as hipoteses para explicar esta diferenca, incluindo
o comportamento do macho de enfrentar riscos até uma maior vulnerabilidade as
infecgcdes (SELI; ARICI, 2002).

A administragdo de testosterona aumenta a susceptibilidade a infecgdes
ao passo que machos castrados, ou que receberam administracdo de estrogeno,
apresentam um efeito contrario. Um exemplo disso € a resisténcia a infeccéo por
micobactérias, onde a castragdo causa um aumento na resisténcia ao hospedeiro
e a administracao de testosterona reverte o tratamento. Da mesma forma que o

uso de testosterona em fémeas diminui a resposta a este microorganismo

34



(LEPOSAVIC et al.,, 2009). Em contrapartida ha o aumento da incidéncia de
doencas autoimunes nas fémeas (HINCE et al., 2008).

Uma das provaveis explicagdes para este dimorfismo sexual na resposta
imune € um mecanismo compensatorio para o estresse fisiolégico que acompanha
a gestacéao (SELI; ARICI, 2002).

6.2. O dimorfismo sexual no sistema nervoso e na senilidade

O envelhecimento saudavel humano € acompanhado por mudancas na
estrutura cerebral com variagdes entre sexos. Um aumento precipitado no volume
ventricular comecga a ser evidente em homens com mais de cinquenta anos, mas
s6 aparece em mulheres apds os sessenta anos, sugerindo que a atrofia cerebral
comega mais cedo nos homens (JOELS et al., 2007). No entanto, a velocidade do
processo de atrofia do envelhecimento € maior na mulher. As perdas de tecido
cerebral sdo maiores em machos, nos lobos temporal e frontal, e sdo maiores em
fémeas no hipocampo e lobo parietal. Justificando assim que as fémeas sao mais
susceptiveis a doengas neurodegenerativas como a Doenca de Alzheimer
(WRONA, 2006).

Outro exemplo das variagbées das respostas entre géneros € que machos
submetidos a um modelo de estresse crénico com imobilidade, apresentaram
perda na performance nos testes de memoria. Neste mesmo teste, as fémeas,
também submetidas ao mesmo estressor cronico, apresentaram melhora na
memoria espacial além de ndao modificarem a resposta em reconhecer objetos
(JOELS et al., 2007).

Existe uma estreita sincronia entre a organizagcdo/desenvolvimento dos
centros hipotalamicos e a regulagdo da fungdo gonadal na geracédo de células
imuno-competentes. O que evidencia uma interdependéncia entre o
desenvolvimento do eixo HPG e o eixo timo-linfatico (LEPOSAVIC et al., 2009;
KUDIELKA; KIRSHBAUN, 2005).

A diferenciagdo sexual do sistema nervoso central esta relacionada a
producdo de hormdénios sexuais, ou seja, os androgénios geram um sinal para
masculinizacdo do SN, enquanto os esterdides podem atuar de duas maneiras:
alterando a excitabilidade da membrana dos neurdnios ou ligando-se a receptores

de esteroides e interferindo na transcricdo génica (BEAR et al., 2008).
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O cérebro de roedores, e provavelmente de todos os mamiferos, €,
inerentemente, feminino ou bipotencial. Na auséncia de androgenos testiculares
durante o final do periodo pré-natal e nos primeiros 10 dias apds o nascimento, as
regides cerebrais que controlam a funcao reprodutiva, desenvolvem-se de maneira
passiva. Na presenca deste hormdnio ocorre a defeminizacdo ou masculinizagao,
levando a remodelagem fenotipica dos compartimentos periféricos de células T e
comprovando o papel dos hormdnios sexuais, que atuam a nivel timico,
estabelecendo o dimorfismo sexual na resposta imune (LEPOSAVIC et al., 2009).

Entre os sexos, diferencas estruturais no cérebro tém sido identificadas
por meio de analises morfométricas e recursos de imagens (COHEN, 1995). Em
detrimento do maior volume cerebral no sexo masculino, devido a um maior
volume da substancia branca, o cérebro feminino possui maior quantidade de
substancia cinzenta além de uma maior complexidade nas regides do cortex
frontal e parietal. Hormdnios corticais sexuais podem ser 0s responsaveis por
estas diferencas especificas de habilidades ou comportamento (DARNALL;
SUAREZ, 2009).

7. CONCLUSAO

O estresse crénico aumenta a exposi¢ao dos tecidos ao cortisol, tornando
0 organismo mais susceptivel ao desenvolvimento de doencgas relacionadas ao
estresse. O processo de envelhecimento se assemelha a uma reagao inflamatoria
em funcdo do perfil imunolégico adquirido pelo individuo senil. Estas alteragdes
imunoldgicas sao coincidentes com a involugao e atrofia timica, cuja compreensao
esta diretamente relacionada ao entendimento da imunossenescéncia. Individuos
submetidos a uma carga de estresse cronico podem apresentar envelhecimento
prematuro, com prejuizo dos sistemas imunologico e nervoso, mas a resposta aos
estressores pode ser diferente entre géneros. Desta forma, o estresse associado
ao envelhecimento aumenta a susceptibilidade a doengas neurodegenerativas e
seu adequado manejo pode melhorar a qualidade de vida na senilidade. O uso de
modelos animais agiliza a obtencdo de respostas clinicas e & favorecido pela

equivaléncia da imunossenescéncia entre homens e murinos.
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CAPITULO 2

PROTOCOLO EXPERIMENTAL

1. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O presente experimento foi desenhado visando minimizar o numero de
animais utilizados, conforme Chigr et al. (2009). Para tanto, seguiram-se as
normas do Comité de Etica para Uso de Animais da Universidade Federal de
Vigosa, sendo o projeto aprovado sob o protocolo (52/2009).

O numero de animais utilizados, bem como a quantidade por grupo foi
estimado de acordo com calculos de amostragem, utilizando-se para tal o grau
de liberdade igual a 64.

O tamanho da amostra foi definido de forma que o erro de estimagéao [p
— po] fosse, no maximo, igual a d com nivel de confianga, no minimo 1 — a, em
que p é proporgao na amostra; po, propor¢ao na populagao (parametro); 1 —a =

0,95 (95% confianga ou a = 0,05); e d = erro desejado.

n_p(l—pg)
- axd?

emque p[(p-po)<d]=1-a.
Na pratica, p é desconhecido, logo, usou-se p (aproximado) ou p = %

em casos mais extremos, p = 0,1 =p.

0,1x0,9

"= 05.05%003 Y

Considerou-se, frequéncia das variaveis (FV) e grau de liberdade (GL)

dos tratamentos:
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FV GL
Tratamentos (T) 3

Idade (senis/ jovens) (1) 1

Sexo (machos/ fémeas) S 1

Txl 3

TxS 3

I xS 1
TxSxl 3

Total (16n-1)

O erro ou residuo foi de (16n-1)—-15=16n- 16 = GL, em que

_GL+16
"= 716

O grau de liberdade (GL) foi fixado em 64.

_64+16
"TT796

Portanto, o n encontrado foi de 5, que equivale ao tamanho da
amostra.

Conforme definidos nos célculos, atendendo ao Comité de Etica, ao
inicio do experimento, foram utilizados 40 ratos (Rattus norvegicus) com idade
entre 23 e 24 meses, 0 que em humanos é equivalente a um individuo entre 70
e 80 anos (FRANCESCHI et al., 2000) e 40 ratos jovens adultos, com idade de
5 meses, que foram denominados somente de ratos jovens, sendo 20 machos

velhos, 20 machos jovens, 20 fémeas velhas e 20 fémeas jovens.
2. OS ANIMAIS

Os animais considerados velhos foram adquiridos do Biotério Central
da Universidade Federal de Vigosa, com idade entre 11 e 12 meses. Todos

foram mantidos agrupados em gaiolas coletivas, sendo que cinco machos por
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gaiola e cinco fémeas por gaiola, até atingir a idade de 22 a 23 meses, para o
inicio do experimento. O ambiente foi controlado a temperatura de 24 graus
(+2) e periodos de luz de 12 horas. Agua e comida ad libtum. Ja os animais
jovens forma adquiridos ao nascimento e mantidos no préprio Biotério Central
da UFV até o momento de serem incluidos no experimento.

Durante o periodo em que os animais mantiveram-se alojados para que
acontecesse o0 envelhecimento fisioldgico, dois ratos senis vieram a 6bito, o
que fez com que os tratamentos controle (C) senil macho e fémea, fossem
compostos por apenas quatro ratos.

Os grupos, compostos de cinco machos velhos e 0 mesmo numero de
fémeas velhas e o equivalente em animais jovens, tiveram distribuicdo aleatdria
dos componentes. Uma semana antes do inicio do experimento os animais
foram transferidos para o local definitivo, onde foi realizado o protocolo
experimental. O experimento teve a duragao de 28 dias, onde os animais foram
submetidos a um protocolo de estresse crénico moderado, adaptado de Lucca
et al. (2009), Jayatissa et al. (2008) e Gamaro et al. (2003), com agentes

estressores variados.

3. OS ESTRESSORES

Para evitar a adaptagcdo dos animais, os agentes, considerados
estressores, foram aplicados em diferentes tempos e dias. As adequacodes
feitas no protocolo visaram a preservagcdo da higidez dos animais,
principalmente os senis. Optou-se por retirar estressores como ruidos
elevados, contengdes em ambientes restritos, natacio forcada e flashes de luz,
que sdo usados para animais jovens (BARAN et al., 2009; LUCCA et al., 2009;
GAMARQO et al., 2003; HERMAN et al., 2001; STEFANSKI, 2000).

Os estressores adotados foram: (a) 12 horas de privagdo de agua; (b)
12 horas de privagdo de alimento, durante a noite; (c) 20 minutos de
imobilizagéo; (d) inclinagao da gaiola em um angulo de 45 graus por 2 horas; (f)
diminuicdo da temperatura ambiente a 8° a 10°C por 2 horas; (g) aumento da
temperatura ambiente a 38° a 40°C por 2 horas; (h) manutencdo da

luminosidade por 24 horas; e (i) periodo de isolamento por 24 horas.
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O isolamento foi feito mantendo os animais em gaiolas individuais, sem
acesso visual entre os mesmos. Durante os periodos de luz continua, os
animais foram mantidos com a luz acesa durante 24 horas, em uma sala
isolada dos demais animais, visando a nao interferéncia da luminosidade nos
demais grupos.

Nos periodos de contencdo, os animais foram envolvidos em capa de
tecido de algodéao presa rente ao corpo por meio de velcros, de forma que eles
se mantiveram imédveis, por vinte minutos. Esta capa continha uma abertura,
confeccionada em tela, permitindo que a cabeca do animal se mantivesse
exposta, com campo de visualizagdo do ambiente, impedindo a fuga da capa.

As alteracbes de temperatura, como aumento ou diminuicdo foram
monitoradas por termdmetro digital em intervalos de 5 minutos, durante todo o
periodo de aplicagdo deste estressor. O frio foi obtido através da sobreposicéo
das gaiolas, sem maravalha, em placas de gelo. Para aumentar a temperatura
foi adaptado um aquecedor de ambiente em um compartimento fechado,
medindo 90 x 90 x 90 centimetros.

Associado ao estresse crénico moderado, de acordo com o grupo
experimental, os animais receberam um desafio imunoldgico e alguns tiveram o
timo estimulado com GH, sendo os grupos assim divididos:

— Grupo 1: machos jovens e velhos controles (sem estresse), denominado C;

— Grupo 2: fémeas jovens e velhas controles (sem estresse), denominado C;

— Grupo 3: machos jovens e velhos submetidos ao protocolo de estresse
cronico, denominado E;

— Grupo 4: fémeas jovens e velhas submetidas ao protocolo de estresse
cronico, denominado E;

— Grupo 5: machos jovens e velhos submetidos a estresse crénico associado a
desafio imunolégico, denominado E+D;

— Grupo 6: fémeas jovens e velhas submetidas a estresse cronico associado a
desafio imunolégico, denominado E+D;

— Grupo 7: machos jovens e velhos submetidos a estresse crénico, desafio
imunoldgico e estimulagdo do timo, denominado E+D+GH,;

— .Grupo 8: fémeas jovens e velhas submetidas a estresse crénico, desafio

imunoldgico e estimulagao do timo, denominado E+D+GH.
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Cada um dos grupos recebeu um tratamento, respeitando o protocolo
de estresse crénico moderado, conforme descrito na Tabela 1.

Tabela 1 - Distribuicdo dos grupos submetidos ao protocolo de estresse crénico
moderado

Calor Isolamento | Inclinagao Agua Comida Imobilizagao Luz

Grupo 7

Grupo 7
| oupos [SNNY

Grupo 7 Grupo 4

Grupo 4

Grupo 8 Grupo 7

Grupo 7

Grupo 7
| crupos

|

Grupo 7
| oupos [SVNY
Grupo 7

Grupo 8

Grupo 4

Grupo 7

Grupo 7
Grupo 7
| oupos |

L

Grupo 4

L

Grupo 7
| cuos SN
| cuos ENNY

| Gruos

Grupo 7

Grupo 7
| eos SN
| crupos |

27 Grupo 8 Grupo 7 Grupo 4

28 Grupo 7 |
29 Grupo 7
30 Grupo 8 Grupo 7

31 Grupo 8 Grupo 7
32 Grupo 7
33 Grupo 7

34
Fonte: Dados da pesquisa.
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Os animais dos grupos 5 e 6 (E+D), além do cronograma de estresse ja
descrito, receberam um tratamento para desafio imunoldgico inespecifico com
uma substancia adjuvante de vacinas, a Saponina®, no dia 26 do protocolo.

Além dos tratamentos de estresse e desafio imunoldgico, os animais
dos grupos 7 e 8 (E+D+GH) receberam a administragdo de horménio do
crescimento  Somatotropina®, com o objetivo de avaliar a modulagdo da
resposta imunolégica e a proliferagdo celular timica. Foram administradas
doses diarias durante os 28 dias do experimento na dose de 25 ug/kg p.v. por
via subcutdnea (FRENCH et al.,, 2002; BROWN-BORG; RAKOCZY, 2003;
TRESGUERRES et al., 2008).
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CAPITULO 3

EFEITOS DO PROTOCOLO DE ESTRESSE CRONICO MODERADO SOBRE
A HISTOMORFOMETRIA DO TIMO DE RATOS JOVENS E SENIS

RESUMO: O timo sofre mudancgas estruturais desde o nascimento até o
envelhecimento do individuo. Fatores como o estresse podem contribuir para
uma atrofia deste 6rgéo que esta diretamente relacionado a produ¢do de uma
resposta imunolégica, podendo comprometé-la. Entretanto, a terapia com
horménio do crescimento (GH), tem-se mostrado eficiente na regeneragao
timica em detrimento dos efeitos colaterais que a acompanham. Neste
trabalho, os timos de ratos jovens (5 a 6 meses) e senis (23 a 24 meses) foram
analisados histomorfometricamente, demonstrando sofrer os efeitos do
envelhecimento, do protocolo de estresse crénico moderado e sendo
responsivo a terapia com GH, principalmente nos ratos velhos.
Palavras-chave: Timo, rato, estresse, histomorfometria, GH, senil.

EFFECTS OF CHRONIC MILD STRESS PROTOCOL ON
HISTOMORPHOMETRY OF THE THYMUS OF YOUNG AND OLD RATS

ABSTRACT: The thymus undergoes structural changes from birth to the
individual. Factors such as stress can contribute to an atrophy of this organ
which is directly related to the production of an immune response and may
compromise it. However, therapy with growth hormone (GH) has been shown to
be effective in regenerating the thymus at the expense of side effects that
accompany it. In this study, the thymus of young (5-6 months) and old (23-24
months) rats were analyzed histologically and morphometrically demonstrating
suffer the effects of aging, chronic mild stress protocol and being responsive to
therapy with GH, particularly in old rats.

Keywords: Thymus, rats, stress, histomorphometry, GH, senile.
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1. INTRODUCAO

O estresse crénico é freqientemente correlacionado a uma redugéo da
competéncia do sistema imune e ao aumento da incidéncia de doengas. No
entanto, o sistema imune (Sl) € modulado por outros sistemas durante a
produgdo da resposta, principalmente pelo eixo hipdfise-pituitaria-adrenal
(HPA), caracterizando um envolvimento direto do sistema nervoso central
(SNC) na regulagdo do Sl durante o estresse (MOBERG; MENCH, 2000).
Segundo Black (2002), existe evidéncias de que alteragcbes hormonais
decorrentes do estresse podem causar uma resposta inflamatéria e que
episodios repetidos ou crénicos de estresse podem evoluir para uma doencga
inflamatdria através da ativacao do eixo HPA.

Sinais biolégicos e emocionais, caracteristicos da senilidade,
equivalem a uma reacado de estresse cronico e podem ser observados na
auséncia de qualquer estressor. No entanto, a habilidade de responder a
estimulos estressantes, diminui com a idade, deixando os individuos mais
vulneraveis aos efeitos colaterais deste estresse. Isto porque, com o avancgar
da idade, observa-se um desequilibrio na atividade do eixo HPA, secundaria a
uma diminuicdo do numero de receptores de glicocorticéides. O resultado €
uma hipersecregao de glicocorticoides (GCs) com aumento gradual da
deterioragdo do hipocampo (PARDON, 2007).

Um estimulo imune continuo ao longo da vida estabelece um status
pré-inflamatério crénico, caracterizado pelo aumento sérico de citocinas e
outros fatores pré-inflamatérios. Este fendbmeno foi denominado “inflammaging”
por Franceschi et al. (2000). O desequilibrio pré-inflamatério na velhice torna-
se um importante parametro nas principais doengas senis, como
arterioesclerose, deméncia, osteoporose e cancer (HOCKING, 2005; SANSONI
et al., 2007).

No decorrer da vida o timo sofre uma involugéo fisioldégica que pode ser
acelerada por fatores endogenos ou exdégenos como desordens hormonais,
estresse, dieta, radiagéo ionizante e endotoxinas bacterianas (QUAGLINO et
al., 1998). Ja a involugao timica relativa ao envelhecimento é acompanhada da
reducdo da vigilancia imune aumentando o risco e severidade de infecgdes,

certos tipos de cancer, falhas vacinais e reconstituicao tardia de células T em
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pacientes submetidos a transplante de células tronco hematopoiéticas. Esta
progressiva perda da fungéo timica leva ao declinio da imunidade adaptativa
(DIXIT, 2010).

De acordo com Perisic et al. (2010), o inicio da involugdo timica
coincide com o aumento da producdo de esterdides gonadais e consequente
diminuicdo dos niveis de hormoénio do crescimento (GH). O GH também
influencia o tamanho do timo como fator de crescimento, uma vez que
camundongos Snell-Bagg sob estresse e ratos hipofisectomizados apresentam
uma progressiva involugao timica (HOLLANDER et al., 2010).

Os beneficios terapéuticos do GH como imunomodulador foi
demonstrado em estudos onde o aumento da celularidade timica elevou os
numeros de emigrantes timicos e aumentou o repertério TCR nas células
periféricas (NAPOLITANO et al., 2008). O GH também acelera recuperagéo de
timoécitos e a reconstituicdo de compartimentos periféricos de células T e a
reconstituicdo de células T do compartimento periférico em camundongos
irradiados letalmente e enxertados com células T alogénicas retiradas da
medula 6ssea (HOLLANDER et al., 2010).

O crescente aumento da expectativa de vida da populagdo mundial
torna explicita a necessidade de promover uma melhor qualidade de vida a
individuos acima de 60 anos. Objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito da
estimulagcédo timica com GH em ratos senis submetidos a um protocolo de

estresse crénico moderado e imunologicamente desafiados.

2. METODOLOGIA

2.1. Os animais

Foram utilizados 40 ratos (Rattus norvegicus) velhos, com idade entre
20 e 24 meses e 40 ratos jovens adultos, com idade entre 5 e 6 meses. Sendo
20 machos velhos, 20 machos jovens, 20 fémeas velhas e 20 fémeas jovens. O
presente experimento foi desenhado visando minimizar o numero de animais
utilizados, conforme Chigr et al. (2009). Para tanto, seguimos as normas do
Comité de Etica para Uso de Animais da Universidade Federal de Vicosa,

sendo o projeto aprovado sob o protocolo (52/2009).
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Os animais foram mantidos agrupados em gaiolas coletivas, tendo o
ambiente com temperatura controlada a 24 graus (+ 2) e periodos de luz de 12
horas, além de agua e comida ad libitum. Os grupos, compostos de cinco
machos e cinco fémeas velhos e o equivalente em animais jovens, tiveram

distribuicdo aleatdria dos componentes.

2.2. Delineamento experimental

O experimento teve a duragcdo de 28 dias, onde os animais foram
submetidos a um protocolo de estresse cronico moderado, adaptado de
Gamaro et al. (2003) e Herman et al. (2001), com agentes estressores variados
como privagao de agua e comida, imobilizagéo, inclinagdo da gaiola, frio, calor
e isolamento. Para evitar a adaptagdo dos animais, os agentes considerados
estressores foram aplicados em diferentes tempos e dias.

Foram adotados quatro tratamentos, incluindo o protocolo de estresse
(E), o estresse associado a um desafio imunolégico (E+D), o estresse
associado ao desafio e aplicacédo de GH (E+D+GH), além do controle (C) que
nao recebeu nenhum tratamento. O desafio imunoldgico consistiu da aplicagcéo
de Saponina® no dia 26 do protocolo. Nos animais tratados com GH foram
administradas doses diarias de Somatotropina®, durante os 28 dias do
experimento, na dose de 25 ug/kg p.v. por via subcutanea (FRENCH et al.,
2002; BROWN-BORG; RAKOCZY, 2003; TRESGUERRES et al., 2008).

Ao final dos 28 dias os animais foram sacrificados por decapitagdo com
guilhotina, sob minimas condigbes de estresse, respeitando as normas
internacionais (NATIONAL RESEARCH COUNCIL - NRC, 1985) e do
Conselho Federal de Medicina Veterinaria.

2.3. Coleta de material
A coleta do timo foi realizada segundo orientagdo anatomo-cirurgica de
Fossun et al. (2002). Apds exposigcdo do 6rgao e realizada sua dissecagao, o

timo foi imerso imediatamente em solugcéo de paraformaldeido tamponado 10%

por 48 horas, sendo entdo transferido para uma solu¢ado de paraformaldeido
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tamponado a 4% por mais 24 horas e depois para alcool 70%. Posteriormente
este tecido foi incluido em Paraplast®.

2.4. Analise histoloégica e morfométrica do timo

Os blocos seccionados em fragmentos de 4 ym de espessura foram
corados com hematoxilina-eosina (H&E) para visualizagdo de cértex, medula e
corpusculos timicos. As analises histoléogicas do 6érgdo nao sofreram
tratamentos estatisticos, sendo analisadas somente de forma descritiva. De
cada animal, obtiveram-se dois cortes histologicos analisados por microscopia
de luz em aumentos de 40, 100 e 200X.

Para realizagdo das analises morfométricas, as imagens foram
capturadas por uma camera digital modelo Feldmann Wild Leitz Digi-Pro 5.0M
e trabalhadas no software Micrometrics SE Premium®. Foi feita uma correlacéo
de cortex, medula e tecido n&o linféide (STROBEL et al., 2008). As
fotomicrografias foram analisadas em aumento de 40x.

Utilizou-se uma grade com 192 pontos com 100 um? cada, sendo
composta de 12 linhas e 16 colunas. Esta grade foi sobreposta sobre o corte
histolégico, e os pontos de intersec¢ao entre os tecidos foram contabilizados.
Em alguns casos, para facilitar a visualizagdo da delimitacdo das areas
cortical/medular, as fotografias receberam o tratamento de campo escuro
aumentando o contraste da coloragdo. Um exemplo da contagem de pontos
sobre a camada medular pode ser visto na Figura 1.

Buscando minimizar as diferengas de tamanho do 6rgao dos diferentes
animais, para se obter uma medida mais objetiva entre as camadas cortical,
medular e tecidos nao linféides, realizou-se um tratamento no numero de
pontos contados. O primeiro passo foi contar a quantidade de pontos das
respectivas camadas encontradas dentro da grade, indicando o tamanho do
orgao. Em seguida, dividiu-se o numero de ponto de cada camada pelo numero
total, obtendo-se, entdo, um numero relativo (%) daquela camada sobre o
orgao considerado, conforme proposto por Jayatissa et al. (2008) e Baptista
(2008).
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Nesta imagem, os pontos brancos representam os pontos relativos a camada medular do corte
histologico. Coloragédo H&E, 40X.

Figura 1 - Fotomicrografia do timo de um animal jovem controle, com
sobreposi¢cao das linhas de grade utilizadas para contagem dos
pontos de interseccdo entre as camadas cortical e medular.

2.5. Analise estatistica

Os resultados morfométricos obtidos, apds serem tabulados, tiveram
suas estatisticas descritivas analisadas através do software Sistema para
Analises Estatisticas (SAEG® 9.1). Em fungédo da pequena amostra, utilizou-se
a estatistica t, teste t de student, admitindo a normalidade da mesma. O
delineamento inteiramente casualizado em arranjo fatorial (2 x 2 x 4), sendo
SEXO x IDADE x PROTOCOLOS, com cinco repeti¢des foi tabulado e avaliado

para as variaveis % das camadas cortical e medular do timo.
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3. RESULTADOS

3.1. Avaliagao histologica do timo

Em todos os grupos, os animais jovens apresentaram a capsula timica
envolvendo o 6rgao, invaginando entre os Iébulos para formar os septos
interlobulares. Nos animais senis, a espessura desta capsula era maior em
relacdo aos animais jovens e em alguns animais esta capsula estava envolta
em tecido adiposo intenso, dificultando a identificagao.

Foram observadas caracteristicas de um processo de regressao timica,
com diminui¢do do aspecto enrugado da capsula timica e menor definicao de
limites entre as camadas cortical e medular em todos os animais, inclusive nos
considerados jovens.

Os animais jovens apresentaram uma melhor definicdo de Iébulos, o

que néo foi verificado nos animais senis, como pode ser visto na Figura 2.

S e
ol 2.

Notar a diferenca de tamanho e delimitacdo entre as camadas cortical (C) e medular (M), além da
presenca de septos interlobulares no rato macho jovem. Em B notar o tamanho reduzido do timo,
auséncia de delimitagdo entre as camadas C e M, auséncia de limites entre septos e presenga de tecido
adiposo na periferia do 6rgdo. H&E. 40X.

Figura 2 - Fotomicrografia do timo. Comparagéo entre o timo de um animal
jovem adulto (6 meses) (A) e de um animal senil (24 meses) (B).
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Os septos interlobulares, dispostos no parénquima timico, dividem os
l6bulos adjacentes, proporcionando a passagem de vasos para o interior da
glandula. O tamanho destes vasos também variou de acordo com a idade dos
animais, sendo menores nos animais senis.

Os timos dos animais senis apresentaram intensa deplegdo do cértex
timico e desorganizac&o no limite cortex-medula, ndo sendo bem esclarecida a
sua demarcagao. Observou-se a presenca de timécitos ou linfécitos T em
morfologia sugestiva de um processo de apoptose.

N&o se observaram diferengas entre os 6érgédos dos animais do grupo
controle quando consideramos género, no entanto, é visivel a diferenga entre
0s animais jovens e senis quanto a propor¢ao de camadas cortical € medular.
Os animais jovens apresentam maior relacdo de camadas medulares em
relagdo a cortical quando comparados aos animais senis, quando se avaliou a
delimitacédo entre estas camadas.

Os efeitos dos protocolos de estresse e desafio imunoldgico levaram a
uma diminui¢cdo da celularidade timica na maioria dos animais, com reducao
generalizada na camada medular e presenca de células com morfologia
apoptdotica. Ocorreram também respostas individuais tanto nos protocolos
estresse como no estresse e desafio, relativos aos animais senis.

No grupo estresse, um macho e uma fémea senis apresentaram o timo
de tamanho equivalente aos controles jovens, sendo que na fémea observou-
se uma evidente delimitagdo entre as camadas cortical e medular.

Ja no grupo estresse e desafio, uma unica fémea senil apresentou o
o6rgao aumentado em relagdo as demais do mesmo grupo. No entanto, assim
como nas demais senis, ndo havia uma definicdo de limites entre as camadas.

Os animais jovens, tanto machos quanto as fémeas dos grupos
estresse e estresse e desafio tiveram respostas mais homogéneas e
equivalentes aos controles jovens. No entanto, os animais tratados com GH
apresentaram uma melhor conformagao do timo, o que foi mais evidente nos
animais senis e principalmente nas fémeas, com maior proporgao também de

vasos entremeando o 6rgao, como pode ser visto nas Figuras 3 e 4.
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Notar a diferenga entre a definicdo de limites C e M. Os animais senis também apresentam maior camada
de tecido adiposo envolvendo o érgdo (setas largas). Observar a melhora no tamanho e definigdo de
limites C e M no animal tratado com GH (F). O macho jovem tratado com GH (E) ja ndo apresenta limites
tdo definidos como o senil tratado. (Coloragdo H&E).

Figura 3 - Fotomicrografia dos cortes histolégicos dos timos dos animais
machos jovens (A, C, E) e senis (B, D, F).
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Assim como os machos, as fémeas jovens também apresentam melhor arquitetura do 6rgao
com limites bem definidos entre as camadas C e M (A, C, E), em comparagdo aos animais
senis (B, D, F). Excegdo também para a fémea senil tratada com GH que apresenta um melhor
aspecto o timo, com definicao entre as camadas e presencga de I6bulos (F). Notar também que
as fémeas senis, controle (B) e estressada (D), apresentam menor deposi¢ao adiposa em
relagéo aos animais machos senis da Figura 2 (setas). H&E. 40X.

Figura 4 - Fotomicrografia dos cortes histolégicos dos timos dos animais
fémeas, jovens e senis.
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Nos animais senis e em alguns estressados, notou-se a presencga de
formagdes vacuolares entre os septos lobulares, no entanto, a maioria dos
animais senis nao apresentava arquitetura condizente com uma formacéao
lobular.

Todos os timos analisados apresentavam as células do parénquima
hipercoradas. A coloragdo era mais evidente nos animais senis, onde nao se
faziam distingbes de limites de camadas e as células apresentavam-se
menores em relagdo aos animais jovens.

Em alguns animais jovens, independente do sexo e tratamento, foram
observados pontos de necrose esparsos, principalmente na camada cortical. Ja
nos animais senis, também independente do sexo, estes pontos necroticos
foram mais evidentes em varios pontos do timo.

Os corpusculos timicos, presentes na camada medular, foram raros em
todos os animais. Apenas poucos foram observados no timo dos animais
jovens pertencentes aos grupos controles.

Comparagbes entre os animais dos diferentes protocolos podem ser

observadas nas Figuras 3 e 4.

3.2. Morfometria do timo

Consideraram-se as medidas morfométricas das camadas cortical e
medular do timo, que sdo complementares, conforme metodologia utilizada
para analise do plano de corte. A camada cortical aumentou proporcionalmente
ao decréscimo da medular, bem como o efeito inverso.

Ao se avaliar isoladamente as respostas animais dos diferentes
protocolos para as camadas cortical, medular e tecido ndo linféide (TNL),
observa-se que a variavel sexo nao foi capaz de influenciar nenhuma das
camadas ao nivel de significancia p < 0,05. A idade foi capaz de modificar
significativamente as camadas cortical e medular, mas nao influenciou a
percentagem de tecidos ndo linféides. Os efeitos dos protocolos se mostraram
altamente significativo para as trés camadas, indicando que os timos dos
animais foram modificados apds os estimulos. Estes achados encontram-se na
Tabela 1.
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Tabela 1 - Nivel de significancia das camadas timicas em fung¢ao das variaveis
analisadas e suas interacdes

Parametro/Variavel % Cortical % Medular % TNL
Idade 0.000* 0.000*
Sexo 0.079 0.132 0.280
Protocolo 0.000* 0.000* 0.000*
Protocolo x idade 0.003* 0.000* 0.005*
Protocolo x sexo 0.015* 0.011* 0.343

* Significativo (p < 0,05).

Entre as interagbes dos protocolos com as variaveis sexo e idade,
somente uma das seis observagdes nao apresentou significancia ao nivel de
5% para todas as camadas. Esta foi a percentagem de tecidos nao linféides.
Observa-se que para as demais, todas sao significativas se fosse considerado
o nivel de significancia de 2%, mostrando que realmente as camadas cortical e
medular responderam aos protocolos utilizados.

Quando se analisaram as médias encontradas para cada uma das
camadas timicas em relagdo ao controle (C), estresse (E), estresse+desafio
(E+D) e estresse+desafio+GH (E+D+GH), observou-se que estatisticamente a
média da percentagem da cortical foi igual para o C e E, porém foram
diferentes para E+D, E+D+GH, conforme apresentado na Tabela 2. A cortical
abrangeu a maior area do timo nos individuos estressados e desafiados
imunologicamente. A menor area foi encontrada entre os animais tratados com
o hormoénio do crescimento.

A camada medular apresentou médias estatisticamente iguais para os
individuos controle, estressados e o0s estressados e desafiados
imunologicamente. Os tratados com GH apresentaram média maior e

estatisticamente diferente dos demais.
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Tabela 2 - Variagcbes dos niveis das camadas cortical e medular e do tecido
ndo linféide (TNL) em funcdo dos protocolos

Protocolo/Variavel % Cortical % Medular % TNL
Controle 0.7566° 0.1603" 0.08314
Estresse 0.7705° 0.1826° 0.0468°
Estresse + Desafio 0.82614 0.1539° 0.0200°
Estresse + Desafio + GH 0.7087° 0.2496" 0.0417®

Letras diferentes na coluna indicam médias estatisticamente diferentes.

Os tecidos néo linféides, que complementam a area timica avaliada
pelos 108 pontos de 100 um, apresentaram diferengas entre suas médias
analisadas. Observa-se que a maior média encontrada foi a dos animais C,
seguida dos E e E+D+GH, que apresentaram estatisticamente a mesma meédia
e, por fim, a menor que se encontrou, que € a dos animais estressados
cronicamente e estimulados imunologicamente. Estatisticamente, os animais
controles e os estressados e desafiados apresentam as percentagem de
camada de TNL diferentes.

As interagdes entre protocolo x idade x sexo sdo mostradas na Tabela
3. Ao se analisarem as médias percentuais das camadas timicas nos
individuos jovens de sexos diferentes se percebem as interagdes das variaveis.
Porém néao é distinguivel a diferenca estatistica entre as médias, observadas
pelas coincidéncias das letras que acompanham os resultados dentro de cada
linha da Tabela 3.

Observacdao semelhante é constatada nos animais senis. Porém é
possivel verificar que para os individuos dos grupos MEDGH e FEDGH em
relagdo aos outros trés, estatisticamente, as meédias sao diferentes. Entretanto,

sao iguais dentro do grupo quando comparado 0S Sexos.
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Tabela 3 - Variagbes das percentagens de tecido timico nas interagdes idade x
protocolo, com influéncia do sexo

Idade x MC FC ME FE MED FED MEDGH FEDGH

protocolo
T Jovem 0.71% 0.69¢ 075 0.7 0.82% 0.78%% (.73 0.71%
5 Senil 083 08 084 079" 088" 084  071° 0.69°
(8]
* Diferenca -0.12 -0.11 -0.09 -0.09 -0.06 -0.06 0.02 0.02
8 Jovem 0.25%° 0.20°% (0.24%% (19%  (.19% 0.16° 0.25%°¢  (.p3%ce
=]
é Senil 0.12° 0.07¢ 0.17°°  0.13%® .15 0.12° 0.27° 0.25°
s Diferenca 0.13 0.13 0.07 0.06 0.04 0.04 -0.02 -0.02
_, Jovem 0.09%°  0.07*° 0.06™ 006" 004 003 004  0.04%
Z  Senil 0.10%®°  0.08% 0.03"* 0.03** 0.01% 0.00¢ 0.05°¢ (.04
2

Diferenca -0.01 -0.01 0.03 0.03 0.03 0.03 -0.01 0

Letras diferentes na mesma linha indicam médias estatisticamente diferentes.

MC =machos controle; FC = fémeas controle; ME = machos estressados; FE = fémeas
estressadas; MED = machos estressados e desafiados; FED = fémeas estressadas e
desafiadas; MEDGH = machos estressados, desafiados e tratados com GH; FEDGH = fémeas
estressadas, desafiadas e tratadas com GH.

Nao obstante a relevancia estatistica é evidente a tendéncia
apresentada pelos numeros constatados pela linha da diferenga ao se
comparar jovens e senis frente aos protocolos. A camada cortical € menor nos
individuos jovens para os protocolos C, E e E+D em relagdo aos senis dos
respectivos grupos. O tratamento com o horménio do crescimento provocou
uma mudanga nesta camada diminuindo-a, deixando-a semelhante ao grupo
controle.

Quando os resultados sao avaliados em valores absolutos, os efeitos
dos protocolos aplicados ficam ainda mais evidentes, como pode ser conferido
nas Figuras 5 e 6, que indicam a representagao grafica dos valores da camada

medular de cada um dos animais.
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Representagao grafica da percentagem da camada medular do timo
de fémeas jovens (rosa escuro) e senis (rosa claro).
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Representagao grafica da percentagem da camada medular do timo
de machos jovens (azul escuro) e senis (azul claro).

68



A percentagem de tecidos ndo linféides tem um comportamento
ambiguo se comparado os individuos jovens e senis. O grupo controle
apresentou maior proporgao de TNL para ambas as idades, sendo superior aos
demais grupos. Entre os grupos estressados, a percentagem de camada de
TNL é superior entre os jovens, exceto no grupo tratado com GH. Embora seja
observada esta maior propor¢do de TNL nos individuos senis tratados com GH,
nao se observa um crescimento deste grupo de tecidos na propor¢ao ocorrida
na camada cortical, quando os grupos MEDGH e FEDGH atingiram a mesma
proporcionalidade dos controles.

A interagdo da camada medular com os protocolos, sexo e idade, tem o
comportamento no sentido oposto do observado pela cortical. Isto pode ser
constatado devido a pequena influéncia fisica observada na percentagem de
TNL sobre o 6rgédo, deixando evidente que o que se perdeu de cortical,
ganhou-se de medular.

A camada medular nos protocolos C, E e E+D dos individuos senis
foram estatisticamente iguais e tiveram participacao relativa no érgao sempre
menor que os individuos jovens. Em contrapartida, os grupos MEDGH e
FEDGH apresentaram camadas medulares semelhantes, independente de
sexo ou idade, indicando um efeito do tratamento com GH nos senis, sem

influenciar a quantidade nos jovens.

4. DISCUSSAO

O protocolo de estresse cronico moderado desenvolvido objetivou
resguardar a higidez de todos os animais, principalmente os senis, devido a
debilidade de algumas fémeas que apresentavam escore corporal baixo, areas
extensas de alopecia, além de comportamento mais sedentario. Este
tratamento mostrou-se eficiente, uma vez que somente uma fémea veio a o6bito
durante a aplicagdo dos estressores, ao longo do experimento. Clinicamente
nenhum animal apresentou sinais de doengas.

O timo foi analisado morfometricamente buscando uma interacao entre

o estresse, atrofia timica e senilidade.
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4.1. Histomorfometria do timo

Histologicamente o timo dos animais dos diferentes grupos
apresentaram-se desuniformes tanto macro como microscopicamente.

Macroscopicamente, o tamanho do 6rgdo sofreu influéncia visivel em
relagdo a idade dos animais, com substituicdo do tecido timico por um infiltrado
de tecido adiposo nos ratos senis. Estes resultados obtidos estdo de acordo
com os achados de Douek e Koup, (2000), Romanyukha e Yashin (2003) e
Hince et al. (2008). O tecido adiposo envolvia praticamente os timos de todos
0s grupos senis, dificultando a coleta do 6rgéo.

Observou-se auséncia de uma delimitacdo definida entre o cortex e a
medula dos ratos senis neste trabalho, confirmando Quaglino et al. (1998), que
afirmam que ja aos seis meses de vida os timocitos de ratos apresentam
dimensdes heterogéneas e cromatina condensada, sendo menos aderidos em
relacdo aos timécitos de ratos muito jovens. Importante ressaltar que esta
indefinicdo de limites das camadas timicas também foi encontrada em alguns
animais jovens submetidos aos protocolos E e E+D, sugerindo que o protocolo
de estresse adotado promoveu efeito sobre o processo de degeneragao timica.
Estes achados corroboram aos de Hoffman-Goetz et al. (2000), quando
estressaram filhotes de ratos através de gastrectomia e alimentagao artificial e
relataram uma involugdo do timo nestes animais, além de uma redugdo na
celularidade do 6rgédo, com presenga de areas de necrose e diminuicdo de
linfécitos circulantes.

Segundo Hoffman-Goetz et al. (2000), uma diminuicdo da celularidade
timica é atribuida a apoptose celular provocada pela ativagdo do eixo HPA e
liberacdo de CC. Neste trabalho, os animais apresentaram um decréscimo
progressivo da camada medular apds os protocolos estressantes, sendo que,
nos senis esta diminuicdo foi mais evidente. Estes achados também vao de
encontro aos de Trubiani et al. (2002), que também observaram uma atrofia
medular maior em ratos senis submetidos a um estresse crénico por hipoxia
durante 12 dias.

Os animais senis deste trabalho, de ambos os sexos, apresentaram
uma diminuicdo do tamanho dos vasos sanguineos e consequente aumento do

espaco perivascular, o que confirma os achados de Hince et al. (2008), quando
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afirma que a atrofia timica é caracterizada pela perda de células timicas
epiteliais, aumento no espacgo perivascular, que é invadido por um infiltrado de
adipdcitos e células T maduras simples positivas, além do aumento da
cavidade cistica.

O numero de células T ou timocitos hipercorados também foi muito
mais evidente na camada cortical do timo dos animais senis deste trabalho,
sugerido que estas células poderiam estar em processo de apoptose. Bar-
Daylan et al. (1999) também verificaram um aumento no numero de células
hipercoradas mais evidenciado na camada cortical de camundongos ja aos seis
meses de idade. E nesta camada que acontece o balanco entre proliferagéo
celular e apoptose, o que, segundo Pesic et al. (2009), esta relacionado ao
processo natural de selecao de células T. Esta pode ser uma explicacéo para
este achado histolégico ser uma constante até mesmo no timo de animais
jovens analisados neste trabalho.

Outra provavel causa do elevado numero de células hipercoradas nos
animais submetidos aos protocolos de estresse, neste trabalho, pode ser a
influéncia dos GCs sobre o timo. De acordo com Jondal et al. (2004), este
horménio, em condigbes de homeostasia, limita o numero de timocitos por
apoptose e induz a sobrevivéncia e proliferagdo destas células em
camundongos jovens. No entanto, sob a influéncia de episddios de estresse,
pode apresentar efeito inverso.

Optou-se por ndo mensurar os niveis de CC dos animais deste
experimento, em func¢ao da ja elucidada acédo deste hormonio em episddios de
estresse (HOFFMAN-GOETZ et al., 2000; JONDAL et al., 2004; SHANKER,
2004; QIAO et al., 2008), além da tendéncia ao retorno dos seus niveis a
normalidade apos aplicagao de um estressor cronico. De acordo com Dhabhar
et al. (1997) e Varriano (2008), o feedback negativo do eixo HPA faz com que
os niveis de CC néao se elevem mais apos trés semanas de estresse cronico.

Neste trabalho, buscou-se avaliar o efeito do estresse sobre o timo de
individuos senis submetidos a estresse cronico. Segundo Franceschi et al.
(2007), o processo de envelhecimento ou “inflammaging”, envolve uma rede
de respostas aos niveis sistémico, celular e molecular semelhante a uma

resposta ao estresse. Ocorre uma constante ativagcdo do eixo HPA por
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citocinas pro-inflamatdrias, levando a producdo de GC que € um hormdnio
potencialmente anti-inflamatdrio.

O aumento relativo do timo foi observado em dois animais senis
estressados e de uma fémea senil do protocolo E+D. No entanto,
estatisticamente, a camada cortical ndo acompanhou o crescimento relativo do
orgao, quando analisadas as médias dos protocolos C, E e E+D, que sé&o
iguais. Esta hipertrofia do érgéo pode ser uma forma de resposta individual, na
tentativa de controlar um insulto externo, proveniente dos protocolos e sob
influéncia da liberacdo de GCs, conforme Franceschi et al. (2007).

Qiao et al. (2008) propuseram que o processo de involugdo timica pode
ser influenciado tanto negativamente como positivamente pelos GCs e que esta
variagdo é dependente dos niveis deste horménio, de respostas individuais e
do status imunoldgico do individuo. E interessante ressaltar que as respostas
individuais, encontradas histologicamente neste trabalho, aconteceram nos
animais senis, onde ja era esperada uma atrofia fisiolégica do timo.

Segundo Rezzani et al. (2008), a atrofia timica devido ao
envelhecimento € um processo irreversivel, ao contrario daquela relacionada a
insultos ambientais e episddios prolongados de estresse, onde uma perda de
celularidade timica é observada, porém, restaurada depois de cessado o
estimulo.

Os achados histolégicos e morfométricos contradizem estas
informagdes, quando se verificou uma regressao da atrofia timica nos animais
senis apo6s o tratamento com GH. O efeito reversivel desta atrofia em animais
jovens nao foi verificado, uma vez que o timo foi coletado enquanto ainda
prevaleciam os efeitos dos protocolos de estresse crénico moderado.

Hollander et al. (2008) consideram que a perda de uma clara
demarcagcdo morfolégica entre o cértex e medula, além de uma menor
expressdo de moléculas MHC Il constituem a principal caracteristica da
senescéncia do timo, o que coincide com as caracteristicas histologicas dos
timos dos animais senis neste experimento.

A deplegdo da camada medular nos animais submetidos aos
protocolos de estresse (E e E+D) foi progressiva e independente do sexo,

sugerindo uma perda de celularidade, como pode ser conferido na Tabela 3.
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De acordo com Berzins et al. (2002), que estudou a atrofia timica em modelos
murinos, isto compromete imunologicamente um individuo.

Segundo Lynch et al. (2009), a timopoiese sé acontece no verdadeiro
espaco epitelial (cortex/medula), que contém queratina, responsavel por nutrir
os timdcitos. O espacgo perivascular ndo realiza a timopoiese. Neste estudo, os
animais controle apresentaram a maior percentagem de TNL, sendo que os
protocolos E e E+D promoveram uma diminuigdo da mesma. No entanto, pode
ser esta uma observagao irreal, uma vez que a quantidade de vasos, tecido
adiposo € dependente do tamanho do 6rg&o, que nestes animais foi atrofiado.
Lynch et al. (2009) apresentaram uma relagéo inversa entre as proporgdes do
cértex/medula e do TNL.

Lynch et al. (2009) também descreveu um aumento do TNL durante o
processo de envelhecimento. O autor faz uma analogia do que aconteceria no
timo humano, que reduz cerca de 3% ao ano do nascimento até os 40-45 anos
e depois disso reduz 1% ao ano até o fim da vida. Em torno de 70 anos, um
humano teria apenas 10% do verdadeiro espaco epitelial, ocasionando uma
perda significativa de timocitos DP, comprometendo substancialmente o Sl do
senil. Sendo esta uma progresséo aritmética, um individuo de 105 anos néo
produziria mais novos linfocitos.

Macroscopicamente, o timo dos animais senis foi muitas vezes menor
que o dos jovens, sugerindo uma diminuigdo de funcionalidade (LYNCH et al.,
2009). Mas Taub et al. (2010), ao analisarem microscopicamente o timo de
uma mulher de 78 anos, relataram a presenca de ilhotas de cortical e medular
em meio ao abundante tecido adiposo, apds coloragdo com H&E. O que
também coincide com os achados deste trabalho, que pode ser confirmado
através da analise da Figura 2B.

Como ja citado anteriormente, déficits fisioldgicos ou patologicos do
timo incidem em uma série de situagdes clinicas, em funcdo do
comprometimento do sistema imune adaptativo e da vigilancia imunolégica
(HOLLANDER et al., 2010). Isto tem levado a uma incessante busca de
terapias eficazes na reversdo da atrofia timica. Dentre as diversas terapias
para reversao da atrofia timica, o GH € uma das mais utilizadas. Segundo este
mesmo autor, este hormbnio acelera a recuperagado de timodcitos, além de

reconstituir o compartimento de células T periféricas.
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O fato de que o GH aumenta a timopoiese pode ser certificado pelos
altos numeros de timécitos em camundongos GH transgénicos, quando
comparados aos animais de mesma idade (SAVINO; DARDENE, 2010). Mas
nao é suficiente para uma timopoiese normal, visto que camundongos GH-
deficientes, em condigbes livres de estresse, n&o apresentam um
desenvolvimento linféide normal (HOLLANDER et al., 2010).

A opcéo pelo uso do GH como estimulante do timo neste experimento
deve-se ao seu efeito ja elucidado sobre a reversdo da atrofia timica (BARTKE
et al.,, 1998; ARIZNAVARRETA et al, 2003; DORSHKINO et al., 2003;
ASPINALL; MITCHELL, 2008; BROWN-BORG, 2009; HATORI, 2009).

Seu uso pode aumentar em até duas vezes a celularidade timica. Em
ratos jovens o nimero de células passou de 100-150 x 10° para 200 x 10°. O
aumento também é observado em ratos de 18 meses de idade, porém, os
numeros sao menos significativos apesar de haver uma alteragdo de 10-15 x
10° para 25-30 x 10° apos o uso de IGF-1 (MONTECINO-RODRIQUEZ et al.,
2005).

Mesmo com o significativo aumento do 6rgdo e restabelecimento de
sua arquitetura, observada nos animais de ambos os sexos do protocolo E,
E+D, E+D+GH, sua funcionalidade nao foi avaliada neste primeiro momento,
no presente estudo. Admite-se que, acompanhada da hipertrofia, tenha
ocorrido um aumento da celularidade, ja que, segundo Hatori (2009),
receptores de GH sdo expressos em subpopulagcdes de CD4-, CD8-,
CD4+CD8+ e CD8+ no timo, sugerindo seu efeito imunomodulador.

Em relatos de Taub et al. (2010), individuos senis saudaveis, tratados
com GH, tiveram ganho de aproximadamente 2 kg de massa muscular € a
mesma quantidade de perda de gordura corporal. Efeitos sobre a densidade
mineral 6ssea, forca muscular, colesterol, consumo de oxigénio também foram
relatados. Entretanto, os efeitos colaterais incluiram dores articulares, retencao
de liquido, compressao nervosa e aumento do risco de diabetes e cancer. O
efeito cancerigeno pode ser devido a sua acdo anti-apoptotica (HATTORI,
2009; NASS et al., 2009). Além disso, a ativagdo do eixo GH-IGF-1 também
aumenta substancialmente o risco de lesdes cancerigenas (DIXIT, 2010;
GEENEN, 2010; TAUB et al., 20010; SAVINO; DARDENE, 2010).
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Neste estudo, o estado geral dos animais senis do grupo tratados com
GH foi melhor em relagdo aos demais. Nas fémeas, fenotipicamente, isto foi
mais evidente. Elas se assemelharam as jovens tratadas e apresentaram
comportamento menos sedentario em relacdo as demais senis. Entretanto,
para Franceschi et al. (2000), um envelhecimento bem sucedido ndo esta
necessariamente relacionado a uma estrutura fisica mais robusta e sim a uma

melhor capacidade de produzir uma resposta efetiva ao estresse.

5. CONCLUSAO

Em detrimento de todos os possiveis efeitos colaterais do uso do GH
como modulador imune, ficou evidente seu efeito na hiperplasia do timo dos
animais senis deste experimento. Neste trabalho, confirmaram-se os efeitos do
envelhecimento na atrofia timica e demonstrou-se que o estresse crbnico
moderado também pode levar a regressdo do timo, mesmo em individuos
jovens. O desafio imunolégico nao foi capaz de provocar mudangas estruturais
no timo, porém, a terapia com GH levou a hipertrofia do 6rgao, que foi mais

evidente nos animais senis.
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CAPITULO 4

INFLUENCIA DO PROTOCOLO DE ESTRESSE CRONICO MODERADO
NOS NIVEIS SERICOS DE HORMONIOS SEXUAIS EM RATOS

RESUMO: A senilidade € acompanhada por alteragdes em varios sistemas do
organismo, inclusive o enddécrino, sendo os horménios sexuais influenciados
pelo processo de envelhecimento. Neste trabalho, analisaram-se os niveis
séricos de estradiol e testosterona em ratos jovens (5 a 6 meses) e velhos (23
a 24 meses) submetidos a um protocolo de estresse crénico. Os animais foram
divididos em estressados (E), estressados e imunologicamente desafiados
(E+D), estressados, desafiados e tratados com GH (E+D+GH) e comparados
com os controles (C). Os niveis de testosterona sofreram um decréscimo nos
machos tanto em relacdo a idade quanto aos tratamentos. Nas fémeas
observou-se aumento deste horménio nas senis E+D. Ja o estradiol aumentou
nos animais de ambos os sexos e idades E+D e E+D+GH, sugerindo uma
possivel resposta imunoldgica do organismo aos efeitos do estresse.
Palavras-chave: Ratos, estrogeno, testosterona, estresse, senilidade.

INFLUENCE OF CHRONIC MILD STRESS PROTOCOL SERUM LEVELS
OF SEX HORMONES IN RATS

ABSTRACT: Aging is accompanied by changes in various organ systems,
including endocrine and sex hormones influenced by the aging process. In this
work, there had been analyzed the serum levels of estradiol and testosterone in
young (5-6 months) and old (23 to 24 months) rats undergone a protocol of
chronic stress. The animals were divided into stressed (E), stressed and
immunologically challenged (E+D), stressed, challenged and treated with
(E+D+GH) and compared with controls (C). Testosterone levels in males
suffered a decrease in relation both to age and to treatments. In females there
has been observed an increase of this hormone in old E+D. For the estradiol,
there has been noted an increased in animals of both sexes and ages, and E+D
and E+D+GH, suggesting a possible body's immune response to the effects of
stress.

Keywords: Rats, estrogen, testosterone, stress, senility.
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1. INTRODUCAO

Os processos degenerativos sdao uma consequéncia fisioldgica da
senilidade, mas a evolugdo dos mesmos acarreta disturbios patolégicos, com
perda de fungado dos 6rgaos e doengas cronicas e/ou degenerativas (VASTO et
al., 2007; NASS et al., 2009). Individuos senis sdo submetidos a uma carga de
estresse cronico no decorrer da vida, levando a uma exposigéo continua dos
tecidos a niveis elevados de cortisol (BAUER et al., 2009). A agao continua do
cortisol promove mudangas estruturais permanentes no cérebro, contribuindo
para condicdes morbidas relacionadas ao envelhecimento (PARDON, 2007),
além de provocar microdanos neuronais (WAGNER-SMITH; MARKOU, 2011).

Os horménios estdo envolvidos no processo de envelhecimento e os
niveis de muitos deles modificam durante o envelhecimento. Varios horménios
como o hormdnio do crescimento (GH), fator de crescimento semelhante a
insulina | (IGF-I), dehidroepiandrosterona (DHEA) e os sexuais sofrem um
decréscimo durante a senilidade, na maioria dos mamiferos (GARCIA-
SEGURA et al., 2007).

Assim como o envelhecimento, o estresse cronico leva a um
decréscimo dos niveis de IGF-1, GH, DHEA e testosterona. O estresse crbnico
tem efeitos interativos e independentes na supressdo destes hormdnios bem
como na interrupgéo do eixo gonadal e fungéo reprodutiva (EPEL, 2008).

Durante o processo senil os niveis de testosterona declinam
gradualmente e estdo correlacionados a perda da memdéria espacial e o
aumento da incidéncia de desordens depressivas e ansiedade, além da
diminuicdo da libido, problemas de erecéo, irritabilidade, fadiga e perda do
apetite (BUDDENBERG et al., 2009).

Segundo Herrera-Pérez et al. (2008), baixos niveis de hormdnios
sexuais em animais senis podem estar relacionados a uma menor resisténcia
ao estresse e, consequentemente, a uma resposta neuronal comprometida,
que favoreceria o surgimento de desordens depressivas.

Fémeas, particularmente mulheres na menopausa, tém uma alta
incidéncia de depressao e outras desordens relacionadas ao estresse. Estudos

neuroenddcrinos sugerem que o estrégeno tem um impacto sobre o eixo HPA,
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desempenhando seu papel nestas doengas (CARRASCO; VAN DE KAR,
2002).

De acordo com Chen et al. (2010), a utilizacdo de modelos animais
permite melhorar a compreensao do estresse, principalmente com respeito a
manipulacdo dos animais e transposicdo de respostas clinicas obtidas.
Respeitando as peculiaridades evolutivas da espécie, ratos e camundongos
também tém sido preferidos para o estudo da senilidade, uma vez que
qualitativamente o processo de imunossenescéncia € 0 mesmo que nos
humanos (FRANCESCHI et al., 2000). Da mesma forma, modelos murinos s&o
utilizados para estudos comparativos hormonais (BAEZA et al., 2010).

A compreensao dos efeitos do estresse cronico sobre os horménios
sexuais durante a senilidade é o objeto de estudo deste trabalho, podendo
contribuir para o controle de enfermidades relacionadas ao envelhecimento de

individuos de ambos os sexos.

2. METODOLOGIA

2.1. Os animais

Neste trabalho foram utilizados ratos jovens (5 a 6 meses) e senis (23 a
24 meses), sendo 40 machos e o equivalente em fémeas. Todos os animais
receberam dieta ad libitum e foram submetidos a um protocolo de estresse
crbnico moderado, com estressores variados como restricido de ragao e de
agua, calor, frio, imobilizagdo, isolamento, luz intermitente e inclinagcdo da
gaiola. O protocolo teve a duragédo de 28 dias e os animais foram divididos em
quatro tratamentos, sendo um controle (C), um segundo submetido ao
protocolo de estresse (E), um terceiro com estresse e desafio imunoldgico
inespecifico com adjuvante Saponina® (E+D) e um quarto grupo que, além do
estresse e desafio imunoldgico, recebeu doses diarias de hormdnio do
crescimento durante os 28 dias do experimento na dose de 25 ug/kg p.v. por
via subcutanea (BROWN-BORG; RAKOCZY, 2003; TREGUERRES et al.,
2008) (E+D+GH). Para cada um dos tratamentos foram montados grupos
contendo cinco animais jovens machos, cinco animais velhos machos e o

mesmo numero de fémeas jovens e senis.
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O presente experimento foi desenhado visando minimizar o numero de
animais utilizados. Ao final dos 28 dias de experimento, os animais foram
sacrificados por decapitagdo em guilhotina, respeitando as normas
internacionais (NATIONAL RESEARCH COUNCIL - NRC, 1985) e do
Conselho Federal de Medicina Veterinaria, sob minimas condi¢des de estresse.

2.2. Ensaios hormonais

A coleta de sangue total dos animais ocorreu imediatamente apos a
decapitagdo, sendo as amostras centrifugadas a 1.000 g durante 20 minutos,
sob refrigeracdo. O soro obtido foi aliquotado e congelado a -80° para
posteriores analises.

Os niveis séricos de testosterona e estrogénio foram mensurados
quantitativamente por enzimaimunoensaio — ELISA, utilizando os kits Interkit®
em parceria com o Laboratério de Fisiologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
da Universidade Federal de Minas Gerais.

As amostras de soro foram descongeladas, homogeneizadas e
centrifugadas a 2.500 giros por 10 minutos, sob refrigeracdo e as analises
seguiram as recomendagdes da Interkit® 2010, para todos os protocolos. Os
resultados foram expressos em ng/ml e pg/ml e cada amostra foi analisada em

duplicata.

2.3. Analise estatistica

Os resultados hormonais obtidos tiveram suas estatisticas descritivas
analisadas através do software Sistema para Analises Estatisticas (SAEG®
9.1). Em fungcdo da pequena amostra, utilizou-se a estatistica t, teste t de
student, admitindo a normalidade da mesma, sendo o delineamento
inteiramente casualizado em arranjo fatorial (2 x 2 x 4), sendo SEXO x IDADE x
PROTOCOLOS, com cinco repeti¢des.

84



3. RESULTADOS

Nos machos, os niveis absolutos de testosterona sofreram um
decréscimo, tanto em relacdo a idade quanto ao tratamento, sendo sempre
mais baixo nos animais senis em relagao aos jovens. Também os tratamentos
de estresse e desafio provocaram a diminui¢do do horménio. O grupo tratado
com GH apresentou os menores niveis de testosterona entre os protocolos. No
entanto, os animais senis tratados apresentaram niveis mais altos em
comparagao aos jovens do mesmo grupo, contrariando as demais tendéncias,

conforme pode ser observado na Figura 1.

B Jovemn
B Senil

C E E+D E+D+GH

C = controle; E = estresse; E+D = estresse com desafio imunoldgico; E+D+GH = estresse com
desafio imunoldgico e tratamento com horménio do crescimento.

Figura 1 - Representagdo grafica dos niveis de testosterona absolutos nos
machos jovens e senis em cada um dos protocolos.

85



As fémeas apresentaram um padréo similar na curva de testosterona
independente da idade e do tratamento. Excecao valida para as fémeas senis
desafiadas, cujos niveis de testosterona tiveram seu valor absoluto aumentado

em relagao a todos os demais. Estes dados estao representados na Figura 2.

0.3
Ex Jovem
E3 Senil
E 0.2
f=]
=
J
S
S 0411
0.0-
E+D+GH

C = controle; E = estresse; E+D = estresse com desafio imunoldgico; E+D+GH = estresse com
desafio imunoldgico e tratamento com horménio do crescimento.

Figura 2 - Representagao grafica dos niveis de testosterona absolutos nas
fémeas jovens e senis em cada um dos protocolos.

Estatisticamente as analises de testosterona nédo foram significativas
para os fatores idade, protocolo, nem na interagao idade x protocolo ao nivel de
significancia de 0,05. Como ja previsto, a variavel sexo influenciou
significativamente os niveis deste horménio (p < 0,05), bem como sua
interacao protocolo x sexo. Os resultados estdo apresentados nas Tabelas 1 e
2.
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Tabela 1 - Variagdes dos niveis de esterdoides sexuais em fungdo dos

protocolos
Protocolo/variavel Testosterona  Teste média Estrogeno Teste média
Controle - - 18.510 B
Estresse - - 18.600 B
Estresse + Desafio - - 23.482 A
Estresse + Desafio + GH - - 23.291 A

Letras diferentes na coluna indicam médias estatisticamente diferentes.

Tabela 2 - Nivel de significAncia dos esterdides sexuais em fungao das
variaveis analisadas e suas interagcdes

Parémetro/variavel Testosterona Estrégeno
ldade 0.064
Sexo 0.000* 0.004*
Protocolo 0.166 0.000*
Protocolo x idade
Protocolo x sexo 0.078 0.251

* significativo (p < 0,05).
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304
ER Jovem

B3 Senil

Conc. pa/ml
8
i

C E E+D E+D+GH

C = controle; E = estresse; E+D= estresse com desafio imunolégico; E+D+GH= estresse com desafio
imunoldgico e tratamento com hormdnio do crescimento.

Figura 3 - Representacao grafica dos niveis de estradiol absolutos nos machos
jovens e senis em cada um dos protocolos.

Os niveis absolutos de estradiol nos machos apresentaram uma curva
contraria a testosterona, com aumento nos animais senis e uma tendéncia a
elevagdo com os tratamentos. Os machos do grupo desafiado apresentaram
maiores niveis em relagdo aos demais tratamentos, como pode ser visto na
Figura 3. Os animais tratados com GH, tanto jovens como senis, apresentaram
aumento absoluto deste horménio em relagdo aos grupos controle e estresse.

Nas fémeas, os niveis absolutos de estradiol diminuiram nos animais
estressados em relagao aos seus controles. No entanto, verificou-se aumento
nos grupos desafiados e tratados com GH, que foi maior nas fémeas senis
desafiadas. Os valores estédo representados graficamente na Figura 4.

Estatisticamente os niveis de estradiol foram influenciados pelas
variaveis sexo e protocolo. Embora as analises tenham sido feitas para um
nivel de significancia igual a p < 0,05, estas varidveis sao altamente
significativas (p < 0,01), conforme apresentado nas Tabelas 1 e 2.

As médias, estatisticamente foram iguais, para os protocolos controle ©
e estresse (E). Também o foram para os protocolos estresse + desafio (E+D) e
estresse + desafio + GH (E+D+GH), tendo niveis superiores ao do C e E,

conforme Tabela 2.
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C E E+D E+D+GH

C = controle; E = estresse; E+D = estresse com desafio imunoldgico; E+D+GH = estresse com
desafio imunoldgico e tratamento com horménio do crescimento.

Figura 4 - Representagao grafica dos niveis de estradiol absolutos nas fémeas
jovens e senis em cada um dos protocolos.

4. DISCUSSAO

Neste experimento a testosterona nao apresentou alteracdes
significativas para nenhum dos fatores e protocolos, com exceg¢ao para a
variavel sexo (p < 0,05) e sua interagao protocolo x sexo. Em valores absolutos
os niveis de testosterona sofreram um decréscimo progressivo relacionado
tanto a idade quanto aos protocolos (Figura 1). Niveis diminuidos de
testosterona também foram encontrados por Bowman et al. (2006) em um
experimento com ratos senis machos e fémeas submetidos a estresse crbnico
por imobilizacdo por 21 dias.

De acordo com Lynch et al. (2009), o timo possui receptores de
androgenos que aumentam com a idade, podendo levar a apoptose de
timécitos e producédo de citocinas imunossupressoras como TNF-B. Também
Leposavic et al. (2009) afirmam que machos castrados s&o mais resistentes a
infeccdo por micobactérias, e que uma administracdo exdégena deste horménio

diminui esta resisténcia.
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O efeito imunossupressor da testosterona também foi demonstrado por
Filipin et al. (2010) quando infectou ratos machos com Trypanosoma cruzi,
aplicou testosterona e verificou um aumento do parasitismo e diminuigdo da
proliferagdo de timécitos, comparados aos ratos nao tratados com o hormoénio.

Segundo Klein (2000), altas concentragdes de testosterona aumentam
0 comportamento agressivo e competitivo, da mesma forma que reduzem a
resposta imune humoral e celular, representando um alto custo de
sobrevivéncia para os machos.

Neste estudo, as fémeas jovens apresentaram valores absolutos de
testosterona semelhantes, ao contrario das senis cujos valores oscilaram, com
picos individuais no protocolo E+D. Segundo Foecking et al. (2008), fémeas
geralmente exibem baixas concentragdes de andrégenos em relagdo aos
machos da mesma espécie e os niveis de testosterona e diidrotestosterona
variam de acordo com o ciclo estral.

Este experimento ndo avaliou o ciclo reprodutivo dos animais, mas
estes picos de testosterona em algumas fémeas senis sob estresse pode estar
relacionado ao ciclo estral, ja que ratas mantém um ciclo regular até por volta
dos 18 a 24 meses, s6 entrando em um diestro persistente apds esta idade
(BOWMAN et al., 2006) . Como as fémeas senis deste trabalho apresentavam
idade entre 22 e 24 meses, € provavel que algumas ainda estivessem ciclando,
justificando este elevado nivel do horménio.

Segundo Choudhry et al. (2007), o sistema imunolégico de machos e
fémeas responde de formas diferentes a um insulto estressante como uma
ferida ou hemorragia e atribuem aos esterdides gonadais esta diferenga, uma
vez que células imunes possuem a habilidade de sintetizar estes hormonios.
Respostas diferentes entre os géneros também foram encontradas neste
estudo

O colesterol é a base para a sintese destes esterdides e é convertido
em testosterona em ambos os sexos. O que diferencia a conversao da
testosterona em 5a-dehidrotestosterona (5a0-DHT) nos machos e em 17(3-
oestradiol nas fémeas sdo as enzimas b5a-redutase e aromatase,
respectivamente. Estas enzimas, juntamente a outras envolvidas na sintese de
esterbdides sexuais, estdo presentes nas células imunes de 6rgaos linféides
(CHOUDHRY et al., 2007; EPEL, 2008).
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Choudhry et al. (2007) relataram um experimento com machos e
fémeas submetidos a uma situacdo de trauma e mensuraram a expressao da
atividade das enzimas 5a-redutase e aromatase em células T. Verificaram um
aumento significante de 5a-redutase nas células T de machos e consequente
aumento dos niveis de 5a-DHT, o que implicou em diminuicdo da funcédo de
células T. Ao contrario dos machos, as fémeas tiveram aumento da aromatase
e diminuicdo da 5a-redutase, levando a conversao da testosterona em 17[3-
oestradiol.

Estes achados confirmam a ac¢ao imunomoduladora do estradiol
(REHMAN; MASSON, 2005; DARNALL; SUAREZ, 2009; LEPOSAVIC et al.,
2009) e levam a suposigdo de que os niveis absolutos diminuidos de
testosterona nos machos, desconsiderando-se a variavel idade, podem estar
relacionados a uma forma de defesa do organismo frente ao estresse em
funcdo do seu efeito deletério sobre o Sl . Entretanto os dados deste trabalho
vao de confronto aos de Bowman et al. (2006) quando afirmam que machos
senis apresentam testosterona mais elevados.

Em relac&o ao estrogeno, os niveis absolutos nos machos senis foram
maiores que nas fémeas semelhante aos achados de Bowman et al. (2006),
em um experimento, também com ratos, onde os niveis encontrados de
estradiol foi duas vezes maior nos machos senis em relagdo as fémeas de
mesma idade.

De acordo com estes autores, a origem do estradiol circulante
detectado em machos senis ainda nédo foi esclarecida. Evidéncias
circunstanciais apontam para a possibilidade de conversao periférica da
testosterona circulante, ja que em primatas a gordura representa a origem
periférica da atividade aromatase. Como os ratos senis acumulam gordura
corporal, uma hipétese € que o aumento dos niveis circulantes de estradiol nos
ratos machos senis seja um reflexo da atividade aromatase extra-gonadal.

Observou-se um aumento significativo nos niveis mensurados de
estradiol neste trabalho, tanto em machos quanto em fémeas, que foi maior nos
protocolos E+D e E+D+GH. Em detrimento do efeito imunomodulador do
estradiol, a literatura tem mostrado o duplo efeito sobre o Sl. Hince et al. (2008)
afirmam que um aumento deste horménio nas fémeas também esta

relacionado com a incidéncia de doengas autoimunes, como artrite reumatdide,
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esclerose multipla e Ildpus eritematoso sistémico. Contraditoriamente,
camundongos com lesbes como vasculite renal, inflamag&o periarticular,
provocadas por uma deficiéncia nas células T, apresentam melhora
significativa quando tratados com estroégeno (SELI; ARACI, 2002).

Estes mesmos autores afirmam que este esterdide feminino interage
com o Sl direta e indiretamente. Seus efeitos indiretos resultam da interacao
com outros hormoénios, elevando GH, secreg¢do de prolactina e liberagao de
timosina, todos afetando o desenvolvimento de células T. Durante os anos
reprodutivos, as fémeas tém uma resposta celular e humoral mais robusta em
relagdo aos machos. Estes efeitos sdo observados em um timo maior, altas
concentragdes de anticorpos e melhor capacidade em rejeitar tumores.

Bird et al. (2008) fazem uma revisdo sobre os efeitos dos esterodides,
em situagbes de hemorragia, para ambos os sexos. Segundo os autores, a
administracdo de baixas doses de estrogeno ou o bloqueio do receptor de
androgeno em machos, melhora a imunossupressdo observada com a perda
de sangue. Para as fémeas, a administragdo de testosterona ou o bloqueio de
estrogeno € que melhora a fung&o imune, confirmando o efeito dubio destes
horménios. Neste estudo, o uso do GH né&o influenciou significativamente os
niveis dos horménios sexuais, apresentando valores estatisticamente iguais ao
do protocolo E+D. No entanto, de acordo com Brown-Borg (2009), o GH pode
interferir na condigao reprodutiva quando camundongos GH transgénicos, com
elevados niveis plasmaticos de GH, apresentam maturacdo sexual e
senescéncia reprodutiva precoces. Além disso, fémeas de uma linhagem de
camundongos andes sao inférteis e os machos sao subférteis, com reduzida
espermatogénese e auséncia de comportamento masculino.

Dentre os diversos fatores que contribuem para o declinio da funcao
imune com o envelhecimento, os horménios esterdides s&o considerados
potentes imunossupressores e sua inibicdo tem revertido este estado
degenerativo e induzido a recuperagao das fungdes e celularidade tanto do
timo como da medula Ossea, retomando a competéncia imune a niveis
equivalentes ao de um jovem (CHIDGEY et al., 2007).

Alguns autores sugerem entdo a gonadectomia como medida
terapéutica para reversao da involugao timica, ja que, segundo Hince et al.

(2008), existem receptores para os esteroides sexuais nas células estromais
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timicas. Para Perisic et al. (2010), os efeitos de uma gonadectomia sao
transitorios e limitados sobre o “rejuvenescimento” do timo e podem ser devido
a uma produgdao compensatoria de andréogenos pelas células timicas e
estrégenos pela adrenal e tecido adiposo.

Os animais considerados jovens ja se encontravam em idade de
declinio do tecido timico, que, segundo Shanker (2004), € coincidente com a
puberdade. Como os ratos alcangam a idade reprodutiva entre 50 e 60 dias
(SHARP; LA REGINA, 1998), considera-se ja haver niveis de horménios
sexuais circulantes tanto nas fémeas quanto nos machos. Entretanto, para
Quaglino et al. (1998) as principais mudangas involutivas no timo de ratos
acontecem a partir do sexto més de vida, o que coincide com a idade dos
animais jovens deste experimento.

Os efeitos dos esterdides sexuais sobre o eixo HPA também
apresentam um aspecto dimoérfico, sendo que a testosterona inibe a fungcédo do
eixo e o estrégeno estimula. De acordo Renard et al. (2005), um dos
mecanismos destes esterdides na modulagdo da resposta ao estresse é a
ligacdo de seus respectivos receptores gendmicos em areas especificas do
SNC e aumento de catecolaminas através de um mecanismo similar no SNS.

A concentracdo de catecolaminas e atividade adrenal foi maior em
ratos machos submetidos a um estresse crénico por privagdo materna,
sugerindo maior sensibilidade ao estressor em relagcdo as fémeas. Os autores
hipotizam que um nivel menor de ansiedade verificado nas fémeas pode ser
consequéncia do efeito regulador do estrégeno.

Segundo Foecking et al. (2008), nas fémeas, o estrégeno promove
uma protegcado aos efeitos deletérios do estresse no desempenho cognitivo,
entdo, uma possivel hipotese para os elevados niveis de estradiol em machos
senis deste trabalho, pode estar relacionada também a um efeito protetor,
conferindo resisténcia ao estresse. Os esterdides sexuais podem promover
mudangas morfolégicas em tecido cerebral através de varios mecanismos
como indugdo ou supressdo de apoptose, migracdo celular, sinaptogénese,
interacbes com fatores de crescimento, interagcbes com mediadores paracrinos
como prostaglandina e estradiol, além de efeitos na aposigao glial-neuronal.

Baeza et al. (2010), utilizando um modelo de menopausa induzida em

camundongos por ovariectomia, relataram alteragbes comportamentais nos
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animais castrados, além de uma diminuicdo da resposta proliferativa de
células NK, sugestivas de um envelhecimento precoce ou imunossenescéncia.
A ciéncia tem buscado incessantemente compreender os mecanismos
do envelhecimento na tentativa de reverter o processo degenerativo do
organismo. A reconstituicdo timica parece ser a alternativa mais eficiente para
o restabelecimento do sistema imunolégico senil. No entanto, diversos sao os
fatores que interagem com a deplecdo imunoldégica e uma intervengao

neuroenddcrina parece ser o caminho para um envelhecimento saudavel.

5. CONCLUSAO

Neste trabalho, pode-se inferir que os niveis elevados de estradiol nos
animais dos protocolos E+D e E+D+GH, de ambos os sexos, pode ser uma
tentativa do organismo de estimular a resposta imunologica e proteger-se dos

efeitos deletérios do estresse.
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CAPITULO 5

IMUNOPROTEASOMAS E SUA FUNGAO NO ENVELHECIMENTO

RESUMO: O envelhecimento esta associado a mudancas em diversos
sistemas do organismo, inclusive o sistema imunolégico. A imunossenescéncia
€ acompanhada por alteragbes na sintese e degradacgao de proteinas, levando
ao acumulo de proteinas danificadas. O proteasoma é a principal maquinaria
proteolitica celular, responsavel pela degradagdo de proteinas normais e
danificadas, mas sua atividade sofre um decréscimo durante o envelhecimento.
Células imunes e outras ativadas por citocinas inflamatérias expressam uma
variante do proteasoma denominada imunoproteasoma que é composto por
subunidades cataliticas, ajudando a prevenir o acumulo de proteinas
agregadas. Sua expressdo no SNC tem sido relacionada a doencgas
neurodegenerativas decorrentes do envelhecimento.

Palavras-chave: Imunossenescéncia, imunoproteasoma, sistema nervoso,
proteinas.

IMMUNE PROTEASOMES AND ITS FUNCTION IN AGING

ABSTRACT: Aging is associated with changes in several body systems
including the immune system. The immunosenescence is accompanied by
changes in synthesis and degradation of proteins, leading to accumulation of
damaged proteins. The proteasome is the major cellular proteolytic machinery
responsible for degradation of normal and damaged proteins, but its activity
suffers a decline during aging. Immune and others cells activated by
inflammatory cytokines express a proteasome’s variant called immune
proteasome which is composed of catalytic subunits, helping to prevent the
accumulation of aggregated proteins. Its expression in the SNC has been linked
to neurodegenerative diseases of aging.

Keywords: Immunosenescence, immune proteasome, nervous system, protein.
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1. INTRODUCAO

A taxa de envelhecimento da populagdo mundial vem aumentando nas
ultimas décadas. Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica — IBGE (2011), estima-se que a populagao de idosos alcance quase
dois bilhdes. No Brasil, este crescimento também é real e a faixa etaria acima
de 60 anos € a que mais cresce em termos proporcionais, devendo alcancgar
uma projecdo de 32 milhdes de idosos em 2050. Segundo a Organizagao
Mundial de Saude, este crescimento representa 16 vezes o numero de pessoas
acima de 60 anos contra o crescimento de cinco vezes da populagao total
(BRASIL, 2002).

O envelhecimento é acompanhado por alteracbes de carater, a
principio, fisiolégico, que adquirem uma condigdo de doenga, com aumento da
vulnerabilidade do organismo. Como consequéncia, o avangar da idade
promove 0 aumento exponencial das taxas de morbidade e mortalidade
(VASTO et al., 2007; NASS et al., 2009).

O sistema imunologico também passa por alteragdes como a involugao
do timo, diminui¢do do repertorio de células T virgens, aumento das células de
memoria, aumento da producdo de citocinas pro-inflamatdrias, encurtamento
do telomere com danos ao DNA, que caracterizam a imunossenescéncia
(KRABBE et al., 2004; DE MARTINIS et al., 2005; WENG, 2006).

Segundo Franceschi et al. (2007), o sistema imune de um individuo, é
submetido a uma constante carga de desafios imunolégicos promovendo uma
sobrecarga antigénica denominada “inflammaging”. A capacidade de responder
a estes insultos esta relacionada a resposta ao estresse, cujo mecanismo
central sofre prejuizo durante o envelhecimento.

Alteragbes neurologicas decorrentes de danos frequentes ao cérebro,
na tentativa de responder aos insultos estressantes, levam a uma atrofia do
cortex pré-frontal e do hipocampo, estando relacionadas com doencgas
neurodegenerativas como Doenca de Alzheimer, esclerose multipla, deméncia
(MIZOGUCHI et al., 2009).

Ao nivel molecular, oxidagao, conjugacao e glicolizagado de proteinas
promovem mutagdes acumulativas no DNA, caracterizando o processo de

envelhecimento. Os imunoproteasomas agem na degradagao destas proteinas
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danificadas e sdo um importante tépico do campo de pesquisa sobre senilidade
(MISHTO et al., 2010).

2. PROTEASOMA - IMUNOPROTEASOMA

Para manter a viabilidade e funcionalidade celular é importante que as
proteinas sejam submetidas a renovagao. Para que isso ocorra, as proteinas
dobradas, modificadas ou danificadas e até mesmo aquelas ndo necessarias
devem ser reconhecidas e degradadas. Durante o processo evolutivo, varios
sistemas foram se desenvolvendo com este propdsito.

Os niveis de proteinas intracelulares séo resultado do balango entre os
processos de sintese e degradacgao, sendo fundamentais para o funcionamento
correto das células. A degradacéo das proteinas € regulada e acontece através
de duas vias principais: a primeira representada pelos lisossomas, organelas
vesiculares contendo hidrolase &cida, com diferentes especificidades que
mantém proteinas enddgenas constitutivas ou internaliza as exdgenas por
endocitose e picnose (CIECHANOVER, 2005).

A outra via proteolitica envolve a ubiquitina, um polipeptideo de 76
aminoacidos, que age como marcador pela degradacdo de um complexo
multienzimatico, o proteasoma. O sistema ubiquitina-proteasoma n&o requer
compartimentagdo e um complexo catalitico age em pH neutro, com
mecanismos dependentes de ATP, envolvendo numerosas moléculas
adjuvantes consideradas “semaforinas” (FINLEY et al., 2004).

O sistema ubiquitina-proteasoma age sobre diversas classes de
proteinas, sendo responsavel por cerca de 90% da degradacdo extra
lisossomal que intervém na regulagdo de numerosos processos celulares. De
acordo com Chiechanover (1998), estes processos celulares sdo: a) controle
do ciclo celular mediante protedlise de proteinas reguladoras especificas; b)
crescimento e proliferagdo celular através da degradagao de oncoproteinas e
de proteinas da via de transducdo; c) reparo do DNA; d) regulacdo da
transcrigdo; e) regulagdo da resposta inflamatoria e imune; f) processamento
da apresentagao de antigenos em associagdo ao MHC-| e g) degradacao de
proteinas modificadas ou danificadas (DRiPs). Em fungdo de intervir em

processos de importancia vital para a célula, sua inibicdo leva a morte celular e
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seu mau funcionamento pode ser a base de numerosos eventos patologicos
(CHIECHANOVER, 1998).

Segundo Seifert et al. (2010), o sistema ubiquitina proteasoma (UPS)
representa o principal sistema de degradagcdo dependente de ATP nos
eucariotas que esta envolvido na manutengcao da homeostase celular. A fungao
central do proteasoma 26S € a degradacdo de proteinas poliubiquitinadas
formadas pela cascata de enzimas E1, E2 e E3, que ativam, conjugam e
transferem multiplos pedagos da ubiquitina a substratos de proteinas,
marcando estes alvos para degradagéo.

Substratos de proteasomas sao proteinas reguladoras de vida curta
envolvidas na diferenciagao celular, na regulagéao do ciclo celular, regulagao da
transcricdo ou apoptose. A rapida eliminagdo das proteinas pelo UPS é
também de particular importancia sob condicbes de estresse, como choque
térmico ou estresse oxidativo, que causa a produgao de proteinas parcialmente
desnaturadas ou dobradas (SEIFERT et al., 2010).

A enzima E4, conhecida como fator de associagao, suporta a formagao
de cadeias poliméricas de ubiquitina (CIECHANOVER, 1998). Este mecanismo
de formagao dos proteasomas é apresentado na Figura 1.

O sistema proteasomal € o mais importante do citosol. Este sistema
consiste de 20S “cerne” (core) de proteasoma e um grupo de proteinas
reguladoras que carregam estas atividades especificas. O “core” proteasoma
20S é a principal particula do sistema proteasomal, sendo uma complexa
estrutura celular envolvida na degradagao proteolitica de proteinas oxidadas,
regulacdo da expectativa de vida destas proteinas, controle de qualidade,
expressao de gene, estresse e resposta imune, carcinogénese, reparo do DNA
e, provavelmente, em muitas outras fungdes celulares e vias regulatérias que
ainda n&o foram descobertas (JUNG et al., 2010).
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Figura 1 - Processo de ubiquitinagcdo através das enzimas, para
reconhecimento do proteasoma 26S.

O proteasoma 20S é a parte central do sistema proteasomal que é
essencial para todas as células eucariotas (plantas e animais) e algumas
células procariotas. E uma estrutura cilindrica, com peso molecular de 700 kDa,
com quatro anéis heptameros homologos (2a e 2B) organizados numa
sequéncia aBfa. Esta presente e ativo tanto no citoplasma quanto no nucleo
(CHONDROGIANI; GONOS, 2005; JUNG et al., 2010).

O “core” catalitico 20S associa-se com o complexo regulador 19S para
formar o proteasoma 26S que € uma multi-subunidade do complexo protease
(SEIFERT et al., 2010). Esta multi-subunidade estd envolvida na renovagéo
das proteinas de vida curta, regulando uma variedade de processos celulares
tais como sinais de transigao, resposta ao estresse, controle transcripcional,
segregacao cromossdmica, reparo do DNA e progressao do ciclo celular. Suas
atividades proteoliticas residem nas subunidades B1, B2 e B5 (KRUGER et al.,
2001). U detalhamento da estrutura do proteasoma 26S € apresentado na

Figura 2.
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FProteasoma 265

O proteasoma 20 S se une a unidade reguladora 19 S para formar o proteasoma 26 S.

Figura 2 - Estrutura do proteasoma.

O proteasoma reconhece e degrada substratos de proteinas
modificadas pelas cadeias de poliubiquitinas e pequenos fragmentos de
proteinas gerados pelo proteasoma tém sido usados pelo MHC-lI para
apresentacao de antigenos ao sistema imune, principalmente as células T
citotoxicas (DEVENTER; NEEFJES, 2010; DOWLING et al., 2010; SEIFERT et
al., 2010).

No entanto, isso pode ser complicado pela presenga de genes no lécus
MHC que encontra as duas variantes de subunidades cataliticas Imp2/p1i,
Imp7/B5i. Estas duas subunidades, associadas a uma terceira subunidade
Imp7/B2i, sdo abundantes nas células do sistema imune e s&o expressas em
outros tipos de células apds exposigéo a citocina interferon- y (INF-y). Células
imunes que expressam estas subunidades cataliticas variantes possuem um
proteasoma especializado chamado imunoproteasoma (DEVENTER,;
NEEFJES, 2010), que é apresentado na Figura 3.
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A ativacdo da subunidade 3 acontece sobre o anel heptamérico formado pela subunidade a. As
sequéncias sdo uma fungdo especifica no processo e acontecem autocataliticamente. Na
ultima passagem ja estd na parte interna do cilindro, completamente agrupado (C -
chaperoninas; POMP - proteina de maturagao do proteasoma).

Figura 3 - Formagao do imunoproteasoma.

Em vertebrados, as subunidades B do proteasoma 20S cataliticamente
ativas (B1i/LMP2, B2i/MECL-1, B5i/LMP7) sao incorporadas ao complexo
proteasoma originado da indugcdo da citocina IFN-y, para formar uma
composicao proteasoma alternativa. Duas dessas subunidades, B1i/LMP2 e
B5I/LMP7, sdo encontradas dentro do MHC-I, que leva os residuos para o
imunoproteasoma (SEIFERT et al., 2010).

Os imunoproteasomas apresentam atividades peptidases alteradas e
limpam locais determinados resultando em uma eficiente liberacdo de epitopos.
O aumento da oferta de peptideos pelo imunoproteasoma tem efeito positivo na
eficiéncia da apresentagdo de antigenos pelo MHC-I e é importante para
disparar uma precoce resposta de células T citotéxicas (CIECHANOVER, 2010;
SEIFERT et al., 2010).

Segundo Yewdel (2005), os imunoproteasomas s&do constitutivamente

expressos em células e tecidos imunoldégicos e, em niveis mais baixos, em
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outros tipos celulares, tendo sua expressao induzida pelas citocinas Interferon
gama (IFN-y) ou Fator de necrose tumoral alfa (TNFa).

Uma grande quantidade de novas proteinas geradas é defeituosa na
dobra, translagdo ou associagdo e entdo, necessitam ser destruidas para
prevenir a formacado de agregados potencialmente perigosos. Estes produtos
sdo chamados produtos ribossomais defeituosos (DRiPs). Os
imunoproteasomas sao essenciais para a degradagao de DRIiPs resultando da
translagdo mTOR induzida apds exposi¢cao ao IFN- y (DEVENTER; NEEFJES,
2010).

O complexo regulador PA28 ¢ ativado pelo IFN-y e expresso
constitutivamente em muitos tecidos, inclusive no cérebro. Ele € composto de
duas subunidades, PA28a e PA28B, organizadas em um complexo 14-
heptameérico asB4 com cerca de 180-200 kDa. Tais subunidades s&o originadas
pela duplicagcdo e divergéncia do gene que codifica PA28y, uma proteina de
localizacdo prevalentemente nuclear, expressa em altos niveis no cérebro e
dotada de atividade anti-apoptética (RECHSTEINER; HILL, 2005).

O PA28a se liga de maneira independente aos anéis externos do
proteasoma 20S e sua expressao esta relacionada a um aumento da eficiéncia
da apresentagao de antigenos, mas néo influencia a troca de outras proteinas
celulares, nem favorece a associagao do imunoproteasoma.

Kruger et al. (2001), em estudos de cinética, ilustram como o PA28a
aumenta a afinidade do proteasoma pelo substrato protéico, sem modificar a
atividade maxima do complexo enzimatico e favorecendo a entrada para
degradar e liberar produtos. No core 20S a porgdo amino terminal da
subunidade a se projeta para a parte interna da cavidade catalitica, bloqueando
0 acesso e, contraditoriamente, as subunidades 19S e PA28a vao para a
abertura do canal.

Internamente, na célula, a presenca do PA28a e do regulador 19S
levam a formacdo de complexos hibridos 19S-20S-PA28a, que representam
em torno de 25% do total de proteasomas. A presencga desta forma particular
de proteasoma, associada a expressdo do imunoproteasoma sob acao do INF-
Y, serao responsaveis pela producao de peptideos diferentes daqueles gerados
do 26S contendo somente o 19S (YEWDEL, 2005).
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De acordo com Chondrogianni et al. (2010), uma correta manipulagéo
do proteasoma, por métodos genéticos ou naturais, pode retardar a
senescéncia em até 15%. Estes mesmos autores testaram os efeitos da
quercetina em culturas de fibroblastos humanos. Trata-se de uma substancia
com propriedades anti-oxidantes capaz de ativar o proteasoma e influenciar a

viabilidade e sobrevivéncia celular.

3. O PROTEASOMA NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL E NO
ENVELHECIMENTO

O controle de qualidade de proteinas € essencial para promover a
funcéo celular e orquestrar uma eficiente resposta celular ao estresse, sendo
essencial para a manutengdo do organismo. Evidéncias propdéem que um
declinio funcional de componentes da rede de proteases é decisivo para o
envelhecimento. A correcdo dos defeitos na homeostase protéica em
organismos senis representa uma das formas mais promissoras na luta contra
o processo de envelhecimento (KOGA et al., 2010).

Durante o processo de envelhecimento, o sistema ubiquitina-
proteasoma sofre numerosas modificagbes (MISHTO et al., 2006a). Mesmo
havendo uma diminuigdo da atividade do proteasoma em varios tecidos, em
humanos centenarios sua atividade € mantida, principalmente nos fibroblastos
(CHONDROGIANNI, 2000).

Poucas informacbes sao disponiveis sobre modificagdes do
imunoproteasoma no envelhecimento, mas Ferrington et al. (2005) relataram
um aumento do imunoproteasoma e uma diminuigdo do proteasoma
constitutivo no musculo de ratos velhos em relagéo aos jovens.

Como ocorre um aumento relacionado a idade do grau de oxidagao,
ubiquitinagcdo e conjugacdo de lipides peroxidados, resultando em uma
alteracdo do complexo catalitico, acredita-se que 19SS e 20S sejam
ubiquitinadas no mesmo nivel. No entanto, esta modificagcdo nao altera o
processo da associagao do 26S, nao existindo nenhuma diferenga na relagcao
26S/20S durante o envelhecimento (MISHTO et al., 2003).

O proteasoma 20S é o principal responsavel pela degradacdo da

ubiquitina e, mesmo em baixos niveis de estresse oxidativo, ocorre uma
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modificagdo da sua estrutura e aumento da sua atividade através da inducdo
de chaperonas como as HSPs (DING; KELLER, 2001). Entretanto, existem
evidéncias de que o proteasoma 20S, em particular o constitutivo, € mais
resistente ao estresse oxidativo que o 26S, como demonstrado pelo acumulo
de proteinas poliubiquitinadas. Neste momento a subunidade LMP2 se torna
fundamental para a eliminacdo de proteinas oxidadas e para a sobrevivéncia
celular (DING et al., 2006; MISHTO et al., 2010).

Elevados niveis de HSP ocorrem durante o envelhecimento normal e
podem estar associados a diversas doengas neurodegenerativas, indicando um
papel neuroprotetor destas chaperonas. Elas atuam como um sinal para o SNC
indicando alteragdes intracelulares que ocorrem durante o estresse oxidativo.
Para Ding e Keller (2001), a expressao elevada de HSPs preserva a fungao do
proteasoma via dobramento da proteina, desagregagao protéica e transporte
para o proteasoma. Este pode ser um importante aspecto na prevencdo do
acumulo de proteinas oxidadas e prevenir a inibicdo do proteasoma nos locais
onde as proteinas sao inseridas.

O proteasoma 20S parece ser predominantemente expresso no
cérebro com multiplas isoformas LMP2 e PA28a e, em uma analise por
imunohistoquimica da atividade do proteasoma no SNC, verificou-se ser sua
atividade predominantemente citosdlica (DING; KELLER, 2001).

Os imunoproteasomas sao expressos constitutivamente no cérebro e
em lentes oculares, caracterizando estes tecidos como imunoprivilegiados, sem
aparente necessidade de gerar peptideos | ligantes e sugerindo uma funcgéo
alternativa para imunoproteasomas. Acredita-se entdo que imunoproteasomas
tém uma importante fungcédo além daquela processadora de antigenos tanto em
tecidos normais quanto em infectados por patogenos (YEWDEL, 2005).

Com relacao a expressao e composi¢cao do imunoproteasoma no SNC,
existem variagbes quanto as areas cerebrais, com particular atengéo para os
neurbnios piramidais do cortex e hipocampo, que apresentam maiores
conteudos de proteasoma (MENGUAL et al., 1996).

Muitas das modificagdes do sistema ubiquitina-proteasoma ocorridas
durante o envelhecimento sao descritas também no SNC, mas as informacdes
da literatura tém sido conflitantes. Uma diminuicdo da atividade do proteasoma

foi descrita no hipocampo, cortex, cerebelo, tronco encefalico e medula
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espinhal de ratos senis (JUNG et al., 2010). Diversamente, Abd El Mohsen et
al. (2005), demonstraram um aumento oxidativo no hipocampo de ratos velhos,
mas nao no coértex ou cerebelo, além de nenhuma variagao relacionada ao
envelhecimento na atividade do proteasoma.

Em outro trabalho, Ding et al. (2006) evidenciaram um aumento da
atividade relacionado a idade de algumas subunidades do proteasoma e
nenhuma diferengca na atividade do complexo 20S, descrevendo uma
diminuicdo da atividade 26S e um aumento nos niveis de proteinas oxidadas
nestes animais senis.

Quando os mecanismos pro-oxidativo e de defesa sofrem um
desequilibrio, como no envelhecimento ou em alguma doenga
neurodegenerativa, a inibicdo do proteasoma € um mecanismo que favorece o
acumulo de proteinas oxidadas e a formacdo de agregados, com graves
alteragcdes na homeostase neuronal. Verifica-se um acumulo de lipofuxina
intracelular com indugéo de autofagia, além de uma alteracdo da expressao de
genes relacionados a muitas patologias neurodegenerativas. Também ha um
aumento da suscetibilidade a apoptose induzida por TNF-a com inibicdo
irreversivel da sintese protéica (DING et al., 2006).

O complexo multicatalitico mede a degradagdo de proteinas de
importancia para a sobrevivéncia neuronal como as ciclinas, p53, a parkinina,
os agregados protéicos e as proteinas oxidadas. A degradacédo das histonas e
de alguns fatores de transcrigdo ou reguladores desta transcricdo sugere o
papel do proteasoma na manutencdo da homeostase nuclear (COLLINS;
TANSEY, 2006).

A expressdo da ubiquitina e do proteasoma, nas terminagdes
sinapticas ou no citosol e no nucleo, indica a importancia destes nas conexdes
neurais, nas transmissées de impulsos nervosos e na plasticidade sinaptica
(MISHTO et al., 2006b).

Também sao poucas as informagdes sobre os fatores reguladores da
transcricdo dos componentes do proteasoma, com algumas evidéncias de que
seria coordenada por mais de uma subunidade. Uma analise de bioinformatica,
associada a um estudo in vitro sugere que a expressao dos genes psmb8
(LMP7), psmb9 (LMP2), psme1 (PA28a), psme2 (PA28B), entre outros de

enzimas ubiquitinantes E2 e E3, sdo regulados pelos fatores de transcrigdo
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Zif268 (Egrl1/Krox24/NGF-IA), expresso apos alguns fendbmenos relacionados
a atividade neural (JAMES et al., 20006).

A ligagao antigénica no MHC | e a apresentagdo ao TCR das células T
CD+ sao normalmente produzidas pelos proteasomas. Os imunoproteasomas
aumentam a geragdo de epitopos antigénicos especificos e seu papel nas
doencas neurodegenerativas tem sido descrito (MISHTO et al., 2010).

Juntas, estas consideragcdes sugerem que o acumulo de proteinas
oxidadas e ubiquitinadas, associadas com o envelhecimento, apresentam
diminuicdo na taxa de renovagéo protéica, enfatizando que a degradagao do
proteasoma esta sim relacionada com o envelhecimento (MISHTO et al., 2010).

4. CONSIDERAGOES

O real aumento da expectativa de vida promove a necessidade de
compreender 0s mecanismos € marcadores epigenéticos envolvidos no
processo de envelhecimento, objetivando o rapido diagndstico e possiveis
descobertas terapéuticas para o controle de doencas senis (SPROTT, 2010).

Os imunoproteasomas desempenham um importante papel no controle
de doencgas induzidas pela inflamagéo. Estudos futuros podem elucidar como
acontecem as falhas na mudanga do proteasoma para imunoproteasoma e
como os imunoproteasomas estdo envolvidos e no mecanismo patologico de

diversas doengas.
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CAPITULO 6

AVALIAGAO DO HIPOCAMPO E DA EXPRESSAO DE
IMUNOPROTEASOMAS PA28a, a7, LMP2 E LMP7 EM RATOS JOVENS E
SENIS SUBMETIDOS A UM PROTOCOLO DE ESTRESSE CRONICO
MODERADO E TRATADOS COM HORMONIO DO CRESCIMENTO

RESUMO: O envelhecimento promove alteragcbdes estruturais, principalmente
no hipocampo. Da mesma forma, episdédios de estresse comprometem a
plasticidade deste 6rgédo, o que acarreta uma susceptibilidade a desordens
neurodegenerativas. Neste trabalho avaliaram-se os efeitos de um protocolo de
estresse crdénico moderado sobre ratos jovens (6 meses) e senis (24 meses),
tratados ou ndo com horménio do crescimento (GH), na histomorfometria do
hipocampo e na expressao de imunoproteasomas PA28a, a7, LMP2 e LMP?7.
Houve diferencas relativas ao género na resposta ao estresse, com maior
espessura da camada granular nos machos. O uso de GH melhorou a
densidade celular do hipocampo dos ratos senis, que foi mais evidente nas
fémeas. A expressao de PA28a e a7 foram fortemente positiva em todos os
animais, independente do tratamento adotado. LMP2 foi expressa nos animais
senis e em alguns jovens submetidos ao estresse. O uso de GH diminuiu a
expresséo de LMP2 e tornou negativa a de LMP7 nos ratos senis.
Palavras-chave: Estresse, senilidade, ratos, hipocampo, imunoproteasomas.

EVALUATION OF THE HIPPOCAMPUS AND THE EXPRESSION OF
IMUNOPROTEASOMES PA28a, a7, LMP2 AND LMP7 IN YOUNG AND OLD
RATS SUBJECT TO A PROTOCOL FOR CHRONIC MILD STRESS AND
TREATED WITH GROWTH HORMONE

ABSTRACT: Aging promotes structural changes, primarily in the hippocampus.
Likewise, episodes of stress compromise the plasticity of this organ, which
causes a susceptibility to neurodegenerative disorders. This study evaluated
the effects of a chronic mild stress protocol on young (6 months) and old (24
months) rats treated or not treated with growth hormone (GH),
histomorphometry of the hippocampus and immune proteasomes expression of
PA28a , a7, LMP2 and LMP7. There were sex-related differences in the stress
response, with increased thickness of the granular layer in males. The use of
GH improved the cell density in the hippocampus of old rats, which was more
evident in females. The expression of PA28a and a7 were strongly positive in
all animals, regardless of treatment adopted. LMP2 was expressed in old
animals and some young ones subjected to stress. The use of GH decreased
the expression of LMP2 and turned LMP7negative in the old rats.

Keywords: Stress, senility, rats, hippocampus, immune proteasomes.
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1. INTRODUGCAO

O hipocampo, assim como o giro denteado, formam a regiao cerebral
que é responsavel nao somente pela formagcdo da memoria recente, mas
também pelo controle emocional, processamento da memdria e controle
neuroendocrino  (PAXINOS, 2008; HUNTER et al, 2009). A formacéo
hipocampal € uma regido cerebral particularmente sujeita a mudancas de
carater estrutural, funcional e neurogénico em resposta ao estresse e doencgas
relacionadas ao envelhecimento, como depressdo e Doenca de Alzheimer
(PARDON, 2007; FRANCESCHI et al., 2007; HUNTER et al., 2009;
MIZOGUCHI et al., 2009).

Repetidas exposicbes ao estresse podem mudar gradualmente as
caracteristicas elétricas, morfolégicas e a capacidade proliferativa das células
do cérebro. A liberagéo repetida de glicocorticoides (GC), principalmente sobre
o hipocampo, interfere na proliferagdo de células progenitoras, nas
propriedades neuronais e na apoptose, além de iniciar uma resposta via
genémica (JOELS et al., 2007). Além disso, o estresse, particularmente o
estresse cronico, influencia a estrutura e fungdo da formag&o hipocampal.
Humanos submetidos a uma situagao de estresse agudo, que resulte em uma
exposicao pos-traumatica, tendem a evoluir para uma desordem de estresse
crénico que contribui para um estado depressivo e predispde a outras doencgas
relacionadas ao estresse. Estas desordens estao relacionadas a diminuicédo de
volume do hipocampo (McEWEN et al., 1997; BARAN et al.,, 2009). Em
modelos animais o estresse cronico diminui a neurogénese hipocampal e a
complexidade das ramificagdes dendriticas (HUNTER et al., 2009), sendo mais
evidente nos ratos machos (GARRETT; WELLMAN, 2009).

Durante o envelhecimento ocorrem mudangas estruturais no cérebro,
acompanhadas de atrofia (JOELS et al., 2007), com perda de tecido nos lobos
temporal e frontal nos machos, sendo que nas fémeas estas perdas sao
maiores no hipocampo e lobo parietal. Segundo Pardon (2007), sinais
bioldgicos e emocionais, caracteristicos da senilidade, equivalem a uma reacao
de estresse cronico e podem ser observados na auséncia de qualquer
estressor. No entanto, a habilidade de responder a estimulos estressantes,

diminui com a idade, deixando os individuos mais vulneraveis aos efeitos
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colaterais deste estresse. Isto porque, com o avancar da idade, observa-se um
desequilibrio na atividade do eixo HPA, secundaria a uma diminuicdo do
numero de receptores de glicocorticoides. O resultado € uma hipersecregao de
GCs com aumento gradual da deterioracdo do hipocampo. Esta secrecgéo
aumentada de GC esta relacionada a muitas doencas da senilidade como
depressao, déficits cognitivos e Doenca de Alzheimer (MIZOGUSHI et al.,
2009).

Durante o processo de envelhecimento, ocorre um declinio funcional de
componentes da rede de proteases (KOGA et al., 2010), com acumulo de
proteinas celulares danificadas (CARRARO et al.,, 2002) e modificagdes na
atividade do proteasoma em varios tecidos (CHONDROGIANNI, 2000). O
proteasoma reconhece e degrada substratos de proteinas modificadas pelas
cadeias de poliubiquitinas, e fragmentos de proteinas gerados por estes
proteasomas tém sido usados pelo MHC-| para a apresentagdo de antigenos
ao sistema imune (DEVENTER; NEEFJES, 2010). O proteasoma 20S com
suas subunidades cataliticas (B1,82,e B5), associa-se com o complexo
regulados 19S para formar o proteasoma 26S (SEIFERT et al., 2010).

Em vertebrados, as subunidades B especificas, cataliticamente ativas
(B1/LMP2, B2I/MECL-1 e B5i/LMP7) sao incorporadas ao complexo
proteasoma sob indugdo do INF-y, formando os imunoproteasomas (MISHTO
et al., 2006a). Estes imunoproteasomas normalmente existem em varias
células, inclusive no cérebro, sendo rapidamente ativados por citocinas pro-
inflamatdrias produzidas pelo sistema imune inato em resposta a uma
inflamacéao (SEIFERT et al., 2010).

Neste trabalho investigou-se a expressdao dos imunoproteasomas
LMP2, LMP7, da subunidade a7 e da unidade ativadora PA28a no hipocampo
de ratos jovens e senis submetidos a um protocolo de estresse crénico

moderado.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Os animais

Para a realizagao deste experimento foram utilizados ratos jovens, com
idade entre 5 e 6 meses, machos (n=20) e fémeas (n=20). O numero
equivalente de animais velhos, com idade entre 23 e 24 meses, de ambos os
sexos. Os animais foram mantidos em ambiente com umidade e temperatura
controlada (25 a 28°C), com dieta ad libitum. Os animais foram divididos em
quatro tratamentos, tendo representantes jovens e senis, machos e fémeas em
cada um deles. O experimento teve a duragao de 28 dias e respeitou as
normas internacionais (NATIONAL RESEARCH COUNCIL — NRC, 1985) e do
Conselho Federal de Medicina Veterinaria.

2.2. Protocolo experimental

Os animais foram submetidos a um protocolo de estresse crdnico
moderado, adaptado de Lucca et al. (2009) e Gamaro et al. (2003), utilizando-
se os estressores privagao de agua e ragao, imobilizagao, inclinagéo da gaiola,
calor, frio, luz intermitente e isolamento. Todos aplicados em dias e tempos
diferentes de forma a preservar a higidez dos animais. O primeiro grupo,
considerado controle (C), n&o recebeu o protocolo de estresse. Os demais
grupos receberam o protocolo de estresse, sendo que o segundo foi apenas
estressado (E), o terceiro recebeu além do protocolo de estresse um desafio
imunoldgico inespecifico com adjuvante Saponina, no 26.° dia (E+D) e o ultimo
grupo recebeu todos os tratamentos anteriores mais 25 g/kg p.v. horménio do
crescimento em doses diarias nos 28 dias (E+D+GH) (FRENCH et al., 2002;
BROWN-BORG; RAKOCZY, 2003; TRESGUERRES et al., 2008). No 29.° dia
todos os animais foram decapitados por guilhotina para coleta de material, sob

minimas condi¢des de estresse.
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2.3. Amostras cerebrais

Apos remogao do encéfalo, o 6rgao foi imediatamente pesado e
transferido para um frasco contendo fixador. Depois de fixados em
paraformaldeido a 10% por 48 horas e transferidos para frascos com
paraformaldeido a 4%, procederam-se as secc¢des anatdmicas. Foi realizada
uma primeira secc¢ao na fissura sagital, dividindo-o em duas partes especulares
contralaterais. Uma segunda secgao foi realizada no plano coronal, isto é,
perpendicular ao plano sagital, dividindo entdo o encéfalo em quatro partes
(BEAR et al., 2008). A segunda secgao teve como objetivo a exposigdo do
ventriculo lateral e, consequientemente do hipocampo. Todas as secg¢des foram
incluidas em Paraplast® (WAPPLER et al., 2009) e posicionadas de forma que

a regido hipocampal estivesse exposta ao micrdmetro.
2.4. Analises histologicas do hipocampo

Realizaram-se sec¢des em cortes de 4 um e as laminas foram coradas
com Hematoxilina e Eosina e analisadas em microscopio Optico Nikon Eclipse
E660® em objetivas de 40, 100 e 200X, para descricdo histopatologica,
priorizando-se as regibes CA4 e GD do hipocampo. Considerou-se a
viabilidade das células da camada granular, a presenga de neurdnios
piramidais e ceélulas da glia, principalmente astrécitos. Nao foram utilizadas
outras coloragdes com o intuito de verificar estruturas e alteragdes especificas

do SNC, ficando para estudos com detalhamentos posteriores.
2.5. Morfometria do hipocampo

Apods analise microscépica, os cortes histolégicos foram fotografados,
as imagens capturadas por uma camera digital modelo Feldmann Wild Leitz
Digi-Pro 5.0M e trabalhadas no software Micrometrics SE Premium®.

As analises morfométricas levaram em consideragdo o hipocampo.
Delimitou-se o perimetro da camada granular externamente e obteve-se uma
medida da area contendo esta camada e a regido CA4, que corresponde a

area do GD. Em seguida, mediu-se o perimetro da regido CA4, obtendo a area
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da CA4. Por diferenga, obteve-se a area da camada granular, subtraindo CA4
de GD. As proporgdes relativas entre as duas medidas de area do GD foram

analisadas e receberam tratamento de estatistica descritiva.

2.6. Imunohistoquimica para expressao de imunoproteasomas

Para realizagdo da imunohistoquimica utilizamos cortes do hipocampo
com 3 uc, em laminas silanizadas, que apds desparafinizagao e hidratagdo em
solucdes alcodlicas decrescentes, procedeu-se o0 bloqueio da peroxidase
endégena com peroxido de hidrogénio a 3% em metanol. O tratamento
proteolitico para desmascaramento de antigenos e recuperagao antigénica foi
realizado com EDTA 1mM pH8, por 40 minutos em banho-maria a 98°C. Apds
atingir temperatura ambiente as lédminas foram lavadas com tamp&o de
lavagem TBS 1X pH 7,6 por 5§ minutos. Os anticorpos utilizados foram
proteasoma 20S subunidade B1i (LMP2-13), subunidade B5i (LMP7-1),
subunidade a7 (MCP72) monoclonais. Também foi utilizada a unidade
ativadora 11Sa (PA28a) policlonal. As diluicdes foram 1:200, 1:700, 1:400 e
1:400, respectivamente.Todos os anticorpos utilizados foram da marca Enzo
Life Sciences® USA, permanecendo sob incubagdo em camara umida por uma
hora, quando entdo foram realizadas duas lavagens em TBS e subsequente
aplicagdo do anticorpo secundario EnVision Dako® com polimero marcado
anti-camundongo, permanecendo em incubagdo por mais 30 minutos em
camara umida. Apds este tempo foram realizadas mais duas lavagens em TBS
e a revelagcdo com DAB por trés minutos, quando entdo os cortes foram
lavados duas vezes em agua destilada, corados com Hematoxilina de Mayer's
e as laminas foram montadas automaticamente com Micromount (Diapath®). A
analise das laminas foi feita em microscoépio Optico da marca Zeiss Axiophot®

para analise da expressao de imunoproteasomas.
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3. RESULTADOS

3.1. Peso do encéfalo

O peso do encéfalo foi avaliado para todos os quatro protocolos. Ao se
realizar as analises de estatistica descritiva desta variavel, com nivel de
significancia de 0,05, observou-se que as variaveis sexo e protocolo
influenciaram o tamanho do 6rgdo. Porém, a variavel idade, bem como a
interacdo de protocolo x idade ndo modificou o peso do encéfalo, ao mesmo
nivel, conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 - Nivel de significancia do peso do encéfalo em fungédo das variaveis
analisadas e suas interacdes

Parametro/Variavel Cérebro
Idade
Sexo 0.00026*
Protocolo 0.00021*
Protocolo x idade 0.38387
Protocolo x sexo 0.02153*

Fonte: Dados da pesquisa.
* Significativo (p < 0,05).

A Tabela 2 informa a média dos pesos dos encéfalos dos animais,
cujos valores apresentaram-se estatisticamente iguais para os protocolos C e
E, porém diferente para os protocolos E+D e E+D+GH, ao nivel de 5% de
significancia. Estes dois ultimos também apresentaram diferenca estatistica
entre suas respectivas médias, indicando que os protocolos interferiram no

peso encefalico destes animais.
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Tabela 2 - Variagdes do peso do encéfalo em funcédo dos protocolos

Protocolo/Variavel Cérebro
Controle 20.20¢
Estresse 20.52¢
Estresse + Desafio 21.518
Estresse + Desafio + GH 22.344

Letras diferentes na coluna indicam médias estatisticamente diferentes.

Ja em relagdo aos animais senis é constatada uma resposta diversa,
onde o peso médio do orgao apresentou-se diferente para o protocolo E+D+GH
em relacdo aos demais. Baseado neste resultado, pode-se inferir que o
tratamento hormonal promoveu um aumento de peso do encéfalo tanto em
relagdo aos equivalentes jovens, quanto em relacdo a todos os demais
protocolos. Entretanto, sdo iguais dentro do grupo quando considerada a

variavel sexo.

Tabela 3 — Variagdes dos pesos do encéfalo nas interagdes idade x protocolo,
com influéncia do sexo

Idade x MC FC ME FE MED FED MEDGH FEDGH
Protocolo
_g Jovem 2.08°° 2020 2128C0 9 4BCD 5 3ABC 5 44BCD 5 p3ABCD 5 HABCD
Q
S
S Senil 2.02°  1.96° 2° 1.98° 216" 2° 227" 2.24"

Letras diferentes na coluna indicam médias estatisticamente diferentes.

MC = machos controle; FC = fémeas controle; ME = machos estressados; FE = fémeas
estressadas; MED = machos estressados e desafiados; FED = fémeas estressadas e
desafiadas; MEDGH = machos estressados, desafiados e tratados com GH; FEDGH = fémeas
estressadas, desafiadas e tratadas com GH.
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3.2. Histologia do hipocampo

Para a analise histoldgica do hipocampo selecionaram-se as regides
hipocampal do GD e CA4 com o intuito de padronizar os parametros
analisados, bem como as amostras de medidas morfométricas. No GD
analisaram-se a espessura da camada granular com presenga ou auséncia de
eosinofilia citoplasmatica dos neurdnios e proximidade entre as células. Na
regidao CA4 analisaram-se a presenga de neurdnios piramidais, astrocitos e
densidade celular.

Os cortes analisados por microscopia éptica apresentaram um padrao
de respostas individuais nos grupos controle e estresse cronico. Houve
diferengas em todos os parametros analisados no que se refere a idade e sexo.

Os machos controles jovens, assim como as fémeas controles jovens
apresentaram um padrao de arquitetura do GD e CA4 similar e homogéneo,
com boa celularidade da camada granular.

Os machos controles senis também apresentaram um padrdo na
arquitetura das regi6es analisadas com boa celularidade e presenga de poucas
células hipercoradas na camada granular. Ja as fémeas controles senis
apresentaram respostas individuais, com estreitamento da regido CA4 em dois
animais e uma delas apresentou as células da camada granular hipercoradas,
assim como os neurbnios piramidais, além de astrécitos abundantes com
nucleos de cromatina condensada.

Uma caracteristica observada nos animais senis, independente do
sexo e do protocolo foi uma maior dispersdo entre as células da camada
granular. Este padrao morfolégico também foi observado em poucos animais
jovens estressados.

Os animais senis, de uma forma generalizada, apresentaram uma
menor espessura da camada granulosa em comparagao aos animais jovens,
com maior presenga de células granulosas fortemente coradas, com
caracteristicas morfologicas sugestivas de apoptose. Uma comparagao entre

um animal jovem e senil é apresentada na Figura 1.
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Notar as diferengas na arquitetura do GD e CA4 entre um animal jovem (A) e senil (B), com as células da
CG mais densas no jovem, assim como presenga de muitas células hipercoradas no senil. H&E. 100x.

Figura 1 - Fotomicrografia do hipocampo.

Os grupos estressados apresentaram uma atrofia da regido CA4 e as
células da camada granular apresentavam-se mais dispersas em relagdo aos
controles. Sendo que os machos, tanto jovens quanto senis apresentaram uma
diminuicdo menos evidente desta camada. Os animais estressados e
desafiados apresentaram o mesmo padrdo morfolégico dos grupos
estressados, com algumas respostas individuais, principalmente nos machos
senis.

Os animais senis tratados com GH, tanto os machos quanto as fémeas
apresentaram melhora no padrao de arquitetura do GD e CA4, com maior
espessura da camada granular, além das células desta apresentarem-se
menos dispersas em relagao aos senis sem tratamento. As fémeas senis deste
grupo apresentaram uma melhora significativa da densidade celular no CA4,
com presenga de neurdnios piramidais e astrocitos sem caracteristicas
degenerativas, além de menor numero de neurdnios eosinofilicos na camada

granular. Na Figura 2 é possivel visualizar estas alteragdes.
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Animal macho submetido a estresse com presencga de células hipercoradas na borda interna da CG (A) e
menor densidade celular em C4 (B), com neurdnio piramidal com nucleo hipercorado e cromatina
condensada (seta). Situagé@o contraria verificada em uma fémea tratada com GH onde néo se percebem
tantas células hipercoradas (C) além de neurdnios piramidais viaveis e células da camada granular com
aspecto viavel (D) em relacéo B. Coloragdo H&E. 100X (A e C); 400X (B e D).

Figura 2 - Fotomicrografia do hipocampo de ratos senis.

3.3. Analise morfométrica

Ao se avaliar estatisticamente as respostas dos animais nos diferentes
protocolos para a camada granular e regido CA4, observou-se que ndo houve
efeito significativo para as variaveis idade, sexo e protocolos, em nivel de
significancia p < 0,05. Somente a interagdo protocolo x idade mostrou-se

significativa, conforme os dados da Tabela 4.
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Tabela 4 - Nivel de significancia da camada granular e da regido CA4 em
funcdo das variaveis analisadas e suas interagdes

Parametro/variavel % granular % CA4
ldade 0.2185 0.2185
Sexo
Protocolo
Protocolo x idade 0.00001 0.00001

Protocolo x sexo

Analisando-se a interagcdo dos protocolos x idade sobre as
percentagens da camada granular, nota-se que entre os animais jovens,
independente do sexo, as médias nao sao diferentes estatisticamente, exceto
para as fémeas jovens controle. Estas apresentaram a menor propor¢ao de
camada granular em relagao ao giro denteado. Isto pode ser observado através

da repeticao das letras na Tabela 5.

Tabela 5 - Variagbes das percentagens da camada granular e regido CA4 nas
interacdes idade x protocolo, com influéncia do sexo

Idade x Protocolo ~ MC FC ME FE MED FED MEDGH FEDGH

g Jovem 0.32"8  025° 033" 033" 031" 020® 031" 0.30"®
X c

5 Senil 0.38* 031® 030° 030° 030° 028 @ 031° 0.31°

3 Jovem 0.75" 068B° 067%¢ 067° 0.71%¢ 0695 0.7B° 0.695¢
(@]

R Senil 069" 062® o070 070 o072 070" 0.69" 0.69"

Letras diferentes na mesma linha indicam médias estatisticamente diferentes.

MC = machos controle; FC = fémeas controle; ME = machos estressados; FE = fémeas
estressadas; MED = machos estressados e desafiados; FED = fémeas estressadas e
desafiadas; MEDGH = machos estressados, desafiados e tratados com GH; FEDGH = fémeas
estressadas, desafiadas e tratadas com GH.
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Quando se considerou os individuos senis, a interagdo protocolo x
idade também n&o apresentou diferengas estatisticas para os protocolos E,
E+D e E+D+GH (p < 0,05). Observa-se, dentro do grupo controle, uma
diferenga entre os sexos. Os machos senis controles apresentaram a maior
proporgao de camada granular entre todos os grupos avaliados.

A area CA4 seguiu a mesma tendéncia discutida para a camada
granular. Observa-se que somente nos animais do grupo controle existe
diferenga estatisticamente significativa para esta regido. Entre os individuos
senis dos quatro protocolos, as médias séo iguais. Excecdo, novamente, é feita
as fémeas do grupo controle.

3.4. Imunohistoquimica para imunoproteasomas

Na avaliagdo da expressao imunohistoquimica dos imunoproteasomas
LMP2, LMP7, da subunidade catalitica PA28a e da subunidade constitutiva a7,
analisou-se a regiao do GD do hipocampo e classificou-se a imunomarcagéao
em ausente (-), fraca (+) ou forte (++), baseada na quantidade de células
positivas.

A subunidade constitutiva a7 apresentou imunomarcagao forte em
todos os tipos celulares e em todos as amostras analisadas,
independentemente da idade e sexo dos animais e do tratamento (C, E, E+D
ou E+D+GH). Todas as laminas foram (++) imunomarcadas para a subunidade
catalitica PA28a, independentemente do tratamento, idade e género. Assim
como para a7, estas amostras também marcaram todos os tipos celulares,
como pode ser conferido na Figura 3.

Para o imunoproteasoma LMP2, observou-se uma variagdo na
imunomarcagéo. Os animais controle, tanto jovens quanto senis, apresentaram
imunomarcacao (+) nos neurdnios, astrocitos e células endoteliais. A mesma
observacgéao é valida para os animais de ambos os sexos deste tratamento, no
entanto, as células da camada granular ndo apresentaram nenhuma

reatividade ao anticorpo anti-LMP2.
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Figura 3: Fotomicrografia do hipocampo.
Imunomarcacdo para subunidade catalitica
PA28a e constitutiva a7 do proteasoma.
Notarforte positividade (++) em todasas
Fotos. Animais jovens (A) e senis (B)
Apresentaram o mesmo comportamentoa |HQ
Wpara PA28c. Da mesma forma se comportaram
os animais paraa7 (C), no caso, uma fémea
senil controle. A e B 100x; C 40x.

Figura 3 - Fotomicrografia do hipocampo.

Os ratos dos tratamentos E e E+D também apresentaram um
comportamento semelhante entre si, com reacéo (++) nos neurdnios, astrocitos
e células endoteliais. Os ratos senis apresentaram também algumas células da
CG positivas para LMP2, mas esta imunomarcacdo foi mais raramente
observada nos machos senis. As imunomarcagdes anti-LMP2 podem ser vistas

na Figura 4.
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O imunoproteasoma LMP2 foi expresso em neurdnios e células endoteliais de animais senis dos
tratamentos C, E e E+D. Notar em (A) as setas largas indicando um neurbnio piramidal positivo (1) e
células endoteliais (2) de uma fémea senil C. Os ratos senis E apresentaram reagdo (++) em todas as
células, inclusive algumas da CG (B), apontadas pelas setas largas. Os ratos jovens também
apresentaram imunomarcagao positiva em neurbnios, mas nido nas células da CG. Em (C) uma fémea
jovem E e em (D) um macho jovem E+D com indicagdo de um neurénio positivo (seta fina). A e D 200X; B
e C 100X.

Figura 4 - Fotomicrografia do hipocampo de ratos imunomarcados com
anticorpo anti-LMP2.

Para os animais do tratamento E+D+GH, a imunomarcagao para LMP2
apresentou comportamento diverso nos ratos senis, sendo positiva (+), mas
nao tado forte como nos tratamentos E e E+D senis (Figura 5). Os animais
jovens tratados com GH, tanto machos quanto fémeas apresentaram reagao
(+) para LMP2.
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O imunoproteasoma LMP2 foi expresso mais fracamente em neurdnios e células endoteliais dos animais
tratados com GH, quando comparados aos demais tratamentos. Os animais senis, tanto machos quanto
fémeas apresentaram imunomarcagao semelhante ao dos jovens. Em (A), um macho senil e em (B), uma
fémea senil. 200X.

Figura 5 - Fotomicrografia do hipocampo de ratos imunomarcados com
anticorpo anti-LMP2.

Os animais controle jovens, tanto os machos como as fémeas,
apresentaram imunomarcagao ausente (-) para o imunoproteasoma LMP7. Os
machos jovens estressados ndo expressaram LMP7 em nenhuma das células.
No entanto, somente alguns dos machos senis estressados, mas nao todos,
apresentaram imunomarcagéo (+) em raros astrécitos e neurénios piramidais.
Figura 6.

As fémeas jovens do tratamento E apresentaram imunomarcacgao (+)
em alguns astrocitos. Ja nas fémeas senis, o anticorpo anti-LMP7 expressou-
se com uma reagao (+) nos neurdnios e astrocitos.

Nao houve expressdo do anticorpo anti-LMP7 nas células da CG em
nenhum dos grupos analisados, como pode ser visto na Figura 6. Os machos
jovens apresentaram perfil de imunomarcagdo semelhante ao das fémeas
jovens, tanto para o anticorpo LMP2 como para anti-LMP?7.

Os machos e fémeas senis tratados com GH apresentaram
imunomarcacao negativa para LMP7, também apresentado na Figura 6. O
mesmo aconteceu com 0s animais jovens destes tratamentos.

A Tabela 6 apresenta uma representacdo das médias por protocolo x
idade para as imunomarcagdes anti-LMP2 e anti-LMP?7.
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O imunoproteasoma LMP7 foi expresso em neurdnios e células endoteliais de animais senis C, E e E+D.
Notar em uma fémea senil C (A) a presenga de discreta imunomarcagao, assim como na fémea senil E
(B) que também apresentou reagdo + nas células endoteliais (setas largas), ndo havendo imunomarcagao
das células da CG. Nos machos senis E+D (C) houve uma reagdo mais forte em relagdo aos demais
tratamentos, com neurdnios piramidais positivos (setas finas). Os ratos senis tratados com GH foram
negativos para LMP7. Na foto, uma fémea senil E+D+GH (D). A e B 100X; C e D 200X.

Figura 6 - Fotomicrografia do hipocampo de ratos imunomarcados com
anticorpo anti-LMP7.
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Tabela 6 - Médias da expressdo imunohistoquimica dos imunoproteasomas
LMP2 e LMP7 no hipocampo de ratos de acordo com as interacdes
idade x protocolo, com influéncia do sexo

Idade x Protocolo MC FC ME FE MED FED MEDGH FEDGH
N
% Jovem + + + + + + + +
=
€ Senil + ++ ++ ++ ++ ++ + +
<
~
% Jovem - - - - - - - -
=
€ Senil - - - + ++ + - -
<

MC = machos controle; FC = fémeas controle; ME = machos estressados; FE = fémeas
estressadas; MED = machos estressados e desafiados; FED = fémeas estressadas e
desafiadas; MEDGH = machos estressados, desafiados e tratados com GH; FEDGH = fémeas
estressadas, desafiadas e tratadas com GH.

- imunomarcagao ausente; + imunomarcagao fraca; ++ imunomarcagao forte.

4. DISCUSSAO

O modelo de estresse crénico em ratos é utilizado porque seus efeitos
podem imitar as alteracbes observadas em humanos expostos a periodos de
estresse, principalmente relacionados a déficits cognitivos e perda de memoria
(BOWMAN et al., 2006).

O peso do encéfalo de um animal depende do seu peso corporal e da
complexidade de seu encéfalo, que ¢é expressa pelo coeficiente de
encefalizagao (K). Por outro lado, a complexidade cerebral depende da posigéo
filogenética do animal (Machado, 2006). No trabalho em questdo nao foram
realizados testes cognitivos com o objetivo de avaliar parametros de
aprendizagem ou memoria. Estes paradmetros estao relacionados complexidade
do cérebro.

Em cérebros de seres humanos, as mulheres costumam ter um peso
inferior em até 10% em relagdo aos homens, embora ndo se constate nenhuma
diferenga na capacidade intelectual e sim em relagdo a proporcionalidade de
massa corporal (COHEN, 1995). Isto pode ser observado nos animais deste

experimento onde o0s machos, independentemente do tratamento,
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apresentaram meédias de peso estatisticamente maiores que as fémeas.
Quando comparamos o peso encefalico entre as diferentes idades, os animais
senis apresentam peso maior em relagdo aos jovens, independentemente do
género, contradizendo Cohen (1995) que afirma que apds atingir a idade
adulta, o tamanho cerebral reduz progressivamente.

Por ser um ¢6rgédo de plasticidade morfologica, as alteragbes
volumétricas do cérebro tém sido descritas apds episddios de estresse e outras
doengcas de origem degenerativas, principalmente aquelas comuns na
senilidade (WAGNER-SMITH; MARKOU, 2011).

4.1. Histomorfometria do hipocampo

Segundo Joéls et al. (2007), um modelo frequentemente utilizado para
investigar os efeitos do estresse cronico é o uso de corticosterona exdgeno por
varias semanas. No entanto, este € um estudo pouco realista ja que os niveis
deste horménio sdo controlados pela retroalimentacédo negativa do eixo HPA,
tendendo a normalidade (DHABHAR et al., 1997; VARRIANO, 2008) e apoés
trés semanas os niveis de corticosterona nao se elevam mais, sofrendo apenas
picos apds exposi¢cao a um novo estressor externo. Este foi um dos motivos por
optar-se em nao dosar este horménio, além da possibilidade das coletas
transformarem-se em mais um fator estressante para os animais.

Swaab et al. (2005), baseados em experimentos animais, afirmam que
uma superexposicao a GC durante prolongados periodos de estresse danifica
o0 cérebro, especialmente em animais senis e, em particular os neurénios
piramidais do hipocampo, comprometendo a meméria e fungdes cognitivas.

Histologicamente, os animais dos protocolos E e E+D apresentaram
uma atrofia da regido CA4 e menor coeséo das células da camada granular,
que foi mais evidente nas fémeas. Os machos, tanto jovens quanto senis
apresentaram uma diminuicdo menos evidente desta camada. De acordo com
Swaab et al. (2005), as fémeas possuem um numero maior de GR tanto no
hipocampo quanto no cortex pré-frontal, sugerindo uma maior sensibilidade a
fatores estressantes.

Dentre os estressores adotados em modelos de estresse crbnico, a

imobilizagdo/contengdo, tem sido o mais estudado. Buynitsky e Mostofsky
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(2009), em uma ampla revisao sobre este estressor, sugerem que seus efeitos
estao relacionados ao numero de dias de aplicacdo, indo desde a adaptacao,
até danos neurolégicos e perda éssea. No presente trabalho este nado foi o
unico estressor adotado no protocolo e, por se tratar de animais senis, optou-se
por restringi-lo ao tempo de 20 minutos por dia. Segundo os mesmos autores, a
imobilizacdo com esta duragdo promove aumento da secre¢cdo de ACTH e CC,
do comportamento de escapar, além do desenvolvimento de diabetes. Ocorre
também a diminuicdo da ingestdo de alimentos e perda da capacidade de
retencdo da memoria espacial.

Ao inicio do experimento, as primeiras imobilizagdes eram
acompanhadas de um comportamento de ansiedade e os animais
apresentavam ansia de fuga, mais evidente nos machos, independente da
idade. Com o passar dos dias, notou-se uma mudanca neste comportamento,
uma vez que os animais ja nao tentavam fugir e mantinham-se iméveis durante
os 20 minutos do estressor. Esta capacidade de adaptagcdo dos roedores foi
relatada por Sharp e La Regina (1998) e considerada por outros autores
durante um periodo de experimento superior a 12 dias, evitando que ao se
adaptarem, perca-se a caracteristica de estresse (GAMARO et al., 2003;
BARAN et al., 2009).

Um decréscimo na camada de células granulares nao foi percebido
neste trabalho, onde, estatisticamente, as variaveis idade, sexo e protocolo nao
apresentaram niveis de significAncia menores que 5%. Jayatissa et al. (2008),
avaliaram os efeitos do estresse nas células da camada granular do hipocampo
em um experimento com ratos também submetidos a um protocolo de estresse
cronico moderado. Relataram um decréscimo de 22,4% no total de células do
hipocampo, contabilizados por métodos morfométricos, mas este decréscimo
também n&o foi percebido na camada de células granulares, semelhante aos
achados deste trabalho.

Ainda de acordo com Jayatissa et al. (2008), a aplicagdo de um
protocolo de estresse crdnico por seis semanas reduziu substancialmente tanto
o numero de células quanto o volume da camada granular. Este pode ser outro
fator contribuinte para a ndo detecgao de alteragées morfométricas no presente

trabalho, ja que sua duracgéao foi de quatro semanas.
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Segundo Barkats et al. (1996), em um pioneiro trabalho comparando o
hipocampo de diferentes linhagens de camundongos de quatro e vinte e quatro
meses, sao muitas as diferengas morfolégicas que caracterizam uma influéncia
genética na formagéo hipocampal. Estas diferengas acabam por conferir uma
resposta individual de alteragdes como o envelhecimento. Estes mesmos
autores verificaram que, morfometricamente, as principais variagdes na regido
hipocampal acontecem no GD e que as células da camada granular tendem a
diminuir com a senilidade.

Neste trabalho, quando se mensurou a area da GD, apesar de
estatisticamente as diferencas ndo serem significativas, verificou-se uma
resposta contraria a de Barkats et al. (1996). Quando se analisou os animais
senis, verificou-se que, mesmo nao sendo estatisticamente diferentes, os
controles apresentaram a area do GD e CA4 maiores em relagao aos jovens do
mesmo protocolo. Os ratos senis submetidos aos protocolos E e E+D
apresentaram diminuicdo nas duas medidas. Exceg¢ao valida para os animais
que receberam tratamento com GH, cujas medidas de percentagem
apresentaram-se equivalentes aos animais jovens deste mesmo protocolo
(E+ED+GH).

O hipocampo apresenta maior plasticidade em resposta a mudangas
ambientais. Em um estudo de Korte et al. (2005), a produgéo de novas células,
ou neurogénese, no GD de ratos alojados em um ambiente enriquecido
aumentou. No entanto, McEwen et al. (1997) verificaram uma atrofia dos
dendritos de neurbnios localizados na regido CA3 do hipocampo de ratos
jovens, submetidos a um protocolo de estresse repetitivo por vinte e um dias.
Os mesmos relataram também que esta atrofia ndo € permanente, persistindo
por sete a dez dias apos cessar o estressor.

Apesar dos resultados morfométricos deste trabalho ndo serem
estatisticamente significativos, histologicamente, as diferencas individuais
podem ser claramente percebidas, semelhante aos achados de Barkats et al.
(1996) e sendo ainda mais evidentes no hipocampo de individuos senis
(SEGAR et al., 2009). As células da camada granular dos animais senis de
ambos o0s sexos submetidos aos protocolos de estresse apresentaram-se

dispersas e hipercoradas em relagdo aos jovens. Poucos animais jovens
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estressados apresentaram estas caracteristicas histolégicas, que podem estar
associada ao efeito apoptoético dos GCs (SWAAB, 2005).

Os animais senis sdo mais susceptiveis as ag¢des deletérias dos GC no
cérebro. Mizoguchi et al. (2009) correlacionam este fato a uma falha no
feedback negativo em determinadas areas do cérebro em fungdo de
modificagdes associadas a determinadas proteinas dos GR, tais como as
HSP90 que reduzem no hipocampo de ratos senis.

Como estas proteinas sao essenciais para transportar os receptores de
esterdides para o nucleo, seu decréscimo pode reduzir a ligagdo dos GC aos
seus receptivos receptores e consequentemente reduzir sua translocacao.
Segundo McEwen (2000), os neurbnios do GD passam por processo de
neurogénese mesmo em ratos adultos que sofre uma influéncia direta dos
esterdides da adrenal. Estes neurbnios expressam receptores de CG.

Os neurbnios piramidais, presentes no hilo do GD, ou regiao CA4,
foram mais raros nos animais senis. Segundo Swaab (2005), estresse
associado a senilidade ocasiona danos no hipocampo com perda degenerativa
dos neurdnios, afetando a estrutura deste 6rgéo. Durante o envelhecimento a
neurogénese no GD declina em ratos e macaco Rhesus, mas é revertida apos
adrenalectomia, sugerindo que este declinio é resultado do aumento da
atividade do eixo HPA e consequente aumento de GC no hipocampo senil
(McEWEN, 2000).

As reduzidas alteragdes detectadas no hipocampo dos animais senis
neste experimento podem ser elucidadas por Pardon (2007), quando afirma
que alguns roedores apresentam uma diminui¢ao da ativagao do eixo HPA e da
reatividade ao estresse. Isso pode oferecer uma protecdo ao processo de
envelhecimento, periodo em que, geralmente, a habilidade em cessar esta
resposta estressora esta comprometida, representando a principal causa de
danos cerebrais induzidos pelos GCs.

Segundo Wagner-Smith e Markou (2011), tratamento com
antidepressivos pode reverter a perda de volume hipocampal associada a
desordens de estresse e depressao. Neste trabalho o uso do GH nos animais
senis promoveu uma recuperacdo da espessura da camada de células da
granular, aumento relativo da area do GD e CA4. Os valores absolutos do peso

do encéfalo dos animais senis que receberam tratamento com GH, tanto
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machos quanto fémeas, também foi maior em relacdo aos senis que nao
receberam o horménio.

Swaab et al. (2005) afirmam que em pacientes humanos, uma
deficiéncia de GH na infancia esta correlacionada a uma menor capacidade de
responder ao estresse e, em consequéncia disso, estes apresentam maior
probabilidade de desenvolver desordens depressivas. Em um experimento de
Tresguerres et al. (2008), observou-se que ratos de 24 meses tratados com GH
tiveram um aumento no numero total de neurdnios, mas o numero de neurdnios
BrDU(+), que nao expressam receptores de GH, ndo se alterou. Isto pode
indicar um possivel efeito anti-apoptoético deste horméonio. O GH parece ser um
fator neuroprotetor para o cérebro e medula espinhal de animais jovens e
previne perdas de células neuronais no hipocampo apéds injuria cerebral por
isquemia-hipdxia unilateral. Da mesma forma ele também pode proteger os
neurénios do hipocampo de degeneragdes relacionadas ao envelhecimento,
sendo observado este efeito neuroprotetor em ambos os sexos.

Segundo McEwen (2000), diferengas sexuais também s&o percebidas
no hipocampo e parecem estar relacionadas a presenca de esterdides sexuais
circulantes durante a formacdo da resposta ao estresse. Ratos machos
submetidos a estresse psicossocial prolongado apresentam atrofia dendritica
além de danos neuronais, apos estresse por natagdo forcada. Também
macacos machos tém perda piramidal apds uma situacdo de estresse crdnico.
Entretanto, apos auséncia de estrégeno, as fémeas submetidas a estresse, se
tornam mais vulneraveis, apresentando altos niveis cortisol na urina e perda
progressiva de memoéria e do desempenho cognitivo.

Para Bowman et al. (2006), o estrogeno induz uma plasticidade
sinaptica no hipocampo que é alterada durante o envelhecimento, afetando as
fungbes cognitivas e favorecendo o aumento dos niveis de GC associados a
episodios de estresse. No entanto, ndo houve alteragbes evidentes entre sexos
na histomorfometria deste estudo. Exceg¢ao para as fémeas senis tratadas com
GH que apresentaram aumento da densidade celular no CA4 e menor numero
de células hipercoradas na camada granular, o que pode indicar uma agéo do
GH associada ao estrogeno.

Ron-Harel e Schwartz (2009) defendem o uso de IL-4 como indutora de

IGF-1, que ativa a liberagdo de GH, como terapia capaz de promover a
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renovacgao celular e a habilidade cognitiva. De acordo com estes autores, um
mau funcionamento imunoldgico tem um efeito devastador sobre a capacidade
de memoéria espacial dependente do hipocampo e pode ser revertido pela

ativacao imune.

4.2. Imunoproteasoma

O papel fisiolégico dos proteasomas e imunoproteasomas e seu
envolvimento nos processos patoldgicos tem sido uma area de pesquisa em
crescente ascensdo. Os proteasomas constitutivos e os imunoproteasomas
normalmente existem na célula, mas a proporgao entre estas duas isoformas
varia com o tipo celular, tecido, condigbes ambientais (MISHTO et al., 2006a).

Investigou-se, neste trabalho, a expressdo dos imunoproteasomas
subunidades LMP2 e LMP7, além das subunidades catalitica PA28a e
constitutiva a7 com o objetivo de verificar a presenga no hipocampo de
individuos jovens submetidos ao estresse. Por ser uma subunidade
constitutiva, a7 apresentou intensa imunomarcagdo em todos os animais.
Assim também foi a imunomarcacao para PA28a, contrariando os achados de
Stratford et al. (2006) que afirmaram ser esta subunidade expressa em niveis
muito baixos nos tecidos.

De acordo com Ponnappan et al. (2007), os niveis de PA28 a e B séo
inalterados com o processo de envelhecimento. A presenca de
imunoproteasomas é sempre acompanhada da expressao da subunidade do
complexo regulador PA28a e ja foi descrita também no cérebro de ratos. Esta
subunidade se expressa tanto no nucleo quanto no citoplasma de varios tipos
celulares, inclusive na microglia. Mishto et al. (2003) também encontraram
niveis elevados de PA28a no cérebro de humanos senis e adultos, assim como
foi a expressao do imunoproteasoma LMP2.

Assim como Ponnappan et al. (2007), que afirmam que os niveis de
PA28a sdo inalterados com a idade, ndo se observou alteragdo na expressao
desta subunidade nos animais analisados neste experimento.

Segundo Ho et al. (2007), a subunidade catalitica LMP2 é altamente
expressa no cérebro de pacientes com Doenga de Alzheimer em relagdo ao

cérebro de pacientes senis ndo dementes e a expressao em pacientes jovens é
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ausente. Contrariando Ho et al. (2007), verificou-se imunomarcagao positiva
também nas fémeas controle deste estudo, independente da idade. Nos
animais estressados o anti-LMP2 foi expresso mais fortemente, e mais células
se mostraram reativas nas fémeas senis.

Acredita-se que estes resultados seriam em fungdo da LMP2 ser
requerida para a transcricdo do gene receptor de estrégeno (ER) e para a
progressao do ciclo celular mediado por este horménio, conforme Ho et al.
(2007). Esta positividade na expressao deste imunoproteasoma pode estar
relacionada com o ciclo estral destes animais.

Neste estudo, uma maior imunomarcacao para LMP2 em fémeas senis
quando comparadas aos machos da mesma idade pode estar relacionada
também a atividade do proteasoma 26S, envolvido na transcrigdo dos
receptores nucleares de horménios (NHR). Segundo Keppler et al. (2011), o
ER é degradado via proteasoma e sua atividade proteolitica esta ligada ao
gene de transcricdo dos NHRs. Em funcéo disso, pode-se inferir que existe
uma relagao entre sexo e expressao de LMP2 no hipocampo de ratos senis.

Para Mishto et al. (2006b), o imunoproteasoma é claramente expresso
no hipocampo de individuos senis e aparentemente ndo expresso, ou s6 em
quantidades minimas no hipocampo de jovens. Nestes ultimos, ele é limitado
as células endoteliais. Isto suporta a hipétese de que o envelhecimento
cerebral é caracterizado por um estado inflamatério crénico, denominado
“‘inflammaging” por Franceschi et al. (2000) e acompanhado por alteragdes
metabdlicas. Como a resposta ao estresse promove um ambiente semelhante
a resposta inflamatéria (BLACK, 2002), pode acontecer uma neuroinflamacéo,
semelhante ao processo de envelhecimento (FRANCESCHI et al.,, 2007;
DEVENTER E NEEFJES, 2010).

No entanto, a menor expressao de LMP2 nos animais senis tratados
com GH e a auséncia de LMP7 nestes mesmos animais vao de encontro aos
achados histomorfométricos deste trabalho. Aqui, os ratos senis submetidos ao
tratamento E+D+GH apresentaram aumento relativo das areas GD e CA4,
além de melhor espessura da CG em relagdo aos senis dos grupos C, E e
E+D. De acordo com Tresguerres et al. (2008), o GH protege os neurbnios do

hipocampo contra danos consequentes do envelhecimento e, no presente
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trabalho, pode ter atuado como neuroprotetor, minimizando a expressao de
LMP2 e LMP7 nestes animais.

O processo de envelhecimento cerebral também tem relacdo direta
com a imunossenilidade. Segundo Ro-Hanel e Schwartz (2009), séo
necessarias células T CD4+ especificas para antigenos do SNC, cuja
integridade € comprometida pelo acumulo de substancias nocivas. O uso de
substancias que promovam a estimulagdo timica e conseqientemente a
ativagdo imunoldgica, podem promover a renovagao celular e restabelecer a
habilidade cognitiva cerebral.

A expressao de LMP7 geralmente acompanha a de LMP2, tanto em
tecidos cerebrais como em hepatdcitos, como descrito por Mishto et al.
(2006b). No presente estudo, a imunomarcagéao para LMP7 n&o apresentou a
mesma reatividade nos animais analisados, sendo negativa nos jovens controle
e fracamente positiva nos demais.

A auséncia de imunomarcagao para LMP7, neste trabalho, em alguns
animais senis vai de encontro aos resultados de Ghi et al. (2009), quando
analisaram expressao de LMP2 e LMP7 no hipocampo de caes e verificaram,
assim como em neste estudo, uma auséncia de LMP7 e um aumento de LMP2
em céaes senis, comparados a jovens.

No entanto, Seifert et al. (2010) relataram que camundongos de oito
semanas, deficientes da subunidade B5i/LMP7, apresentaram maiores danos
no SNC consequentes de um processo inflamatorio mediado pelo estresse
oxidativo. Neste trabalho, pode-se inferir que uma expressdo de LMP7 menor
em relagdo a LMP2 esteja relacionada a uma deficiéncia na acao protetora do
imunoproteasoma nos animais submetidos aos protocolos de estresse e

desafio imunologico.

5. CONCLUSAO

Neste trabalho o estresse crénico moderado promoveu alteragdes
histomorfométricas no hipocampo de individuos jovens que sao caracteristicas
do envelhecimento neurolégico, sugerindo a ac¢ao neurodegenerativa do
protocolo de estresse adotado. A presenga dos imunoproteasomas LMP2 e

LMP7 em ratos jovens, submetidos a este protocolo de estresse cronico,
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confirma que o estresse simula o processo de envelhecimento. Porém, a
presenga de uma imunomarcagdo fraca (+) para LMP2 nos animais senis
tratados com GH sugere uma acdo neuroprotetora deste hormdnio no
envelhecimento, indicando a necessidade de maiores estudos para 0 seu uso

como terapia auxiliar também para desordens neuroldgicas.
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CONCLUSOES GERAIS

Assim como o envelhecimento, o estresse crénico moderado promove a
atrofia do timo.

O desafio imunoldgico néo foi capaz de provocar mudangas estruturais no
timo.

A terapia com GH levou a hipertrofia do timo, principalmente nos animais
senis.

Os niveis de testosterona nao se alteraram com os protocolos.

Nos protocolos E+D e E+D+GH os niveis de estradiol foram aumentados em
ambos os sexos, indicando uma resposta imunologica ao estresse.

O estresse crbnico moderado promove alteragbes histomorfométricas no
hipocampo de individuos jovens que sao caracteristicas do envelhecimento
neuroldégico.

A presenga dos imunoproteasomas LMP2 e LMP7 em ratos jovens,
submetidos aos protocolos de estresse simula o processo de
envelhecimento.

Uma imunomarcacédo fraca ou ausente nos ratos senis submetidos ao
estresse, desafio imunologico e tratamento com GH, sugere uma acgao

neuroprotetora deste hormoénio.
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