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Resumo:

Muitas funcdes de macréfagos estdo diminuidas durante o envelhecimento, tais como a fagocitose, migragao
mediada por quimiocinas e a producao de citocinas pré-inflamatérias. Além das alteracdes celulares, também ja
foi observado que os niveis plasméaticos de diversos hormdnios estéo reduzidos durante a senescéncia, dentre
eles o hormdnio do crescimento (GH), que além de suas funcfes classicas no crescimento do organismo
também é um potente imunomodulador. Diante desses argumentos, o presente trabalho teve como objetivo
estudar in vitro os efeitos do hormdnio do crescimento (GH) em macréfagos peritoneais obtidos de
camundongos velhos. Nossos resultados indicam que GH pode interferir na ativacdo de macrofagos idosos,
diminuindo a produgdo de espécies reativas de oxigénio, e na sua motilidade, agindo sobre a expressao de
moléculas de matriz extracelular e na migracéo celular in vitro.
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aprovados pela Comissédo de Etica no Uso de Animais da UFAL (Protocolos 67/2015; 47/2016).
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Introducéo:

O processo de imunossenescéncia inclui uma diminuicdo da resposta imune das células de defesa,
dentre elas, os macréfagos (Agondi et al., 2012). Essa falha impede o organismo de responder de maneira
eficiente & microrganismos patogénicos e as células malignas, podendo acarretar a morte do individuo. De fato,
idosos apresentam uma alta incidéncia de infec¢Bes bacterianas nos pulm®oes, trato urinério, pele e mucosas,
sendo estas infecgBes severas e propensas a causar Obitos (Plowden et al., 2004). Acredita-se que o0s
sintomas das infec¢des sejam mais graves devido a uma falha na funcéo das células do sistema imune inato,
como macréfagos, que povoam o0s tecidos e sdo 0s primeiros a agir perante a um estimulo externo. Os
macréfagos tém como principal fungdo englobamento de particulas estranhas e microrganismos além da
secrecdo de proteinas citotoxicas que auxiliam na erradicacdo de agentes patogénicos. Estudos anteriores
demonstram que muitas fungfes dos macrofagos estdo diminuidas durante o envelhecimento, dentre elas, a
expresséo de receptores do tipo Toll (TLR’s), fagocitose, migragdo mediada por quimiocinas e a produgéo de
citocinas pro-inflamatoérias (Plowden et al., 2004).

Também durante o envelhecimento ocorre uma diminuicdo nos niveis plasmaticos de diversos
hormdnios que sdo conhecidos por sua a¢do imunomoduladora, como por exemplo, o horménio do crescimento
(GH) (Lamberts et al., 1997). Assim, é possivel acreditar que a reduc@o dos niveis de GH durante o
envelhecimento pode estar relacionada, direta ou indiretamente, com as alteracdes apresentadas por
macrofagos durante a senescéncia. Sabe-se que o GH é importante para a atividade de macréfagos e
mondcitos e, recentemente, nosso grupo de pequisa demonstrou que tanto o tratamento in vitro quanto o in
vivo com GH podem modular a adesdo e migracdo celular além da atividade fagocitica de macréfagos
peritoneais residentes de camundongos jovens (Reis et al., 2018).

Com base nos argumentos acima expostos, o objetivo principal do projeto foi estudar a acdo do GH em
macréfagos durante o envelhecimento, analisando aspectos funcionais e moleculares que contribuam para o
desenvolvimento de estratégias mais eficientes na melhoria do sistema imunolégico para o combate a
infec¢cBes e malignidades que acometem a populacdo em processo de envelhecimento.

Metodologia:
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Neste estudo, camundongos, machos e fémeas, de 12 meses, da linhagem Swiss, provenientes do
Biotério Central da UFAL foram utilizados para obtencdo de macrofagos peritoneais a partir de lavagem da
cavidade peritoneal. As células do lavado peritoneal foram cultivadas em estufa de CO, a 37°C para adesao
dos macrdéfagos. ApGs adesdo, as placas foram lavadas com PBS para retirada das células ndo aderentes e os
macroéfagos obtidos foram submetidos ao tratamento com 100 ng/mL de GH diluido em RPMI com 2% de soro
fetal bovino (SBF). Células mantidas nas mesmas condi¢des cultivadas na auséncia de GH foram utilizadas
como controles. Apds tratamento, as células foram submetidas aos seguintes protocolos experimentais:

1. Avaliagdo da producao intracelular de espécies reativas de oxigénio (ERO) através do ensaio de reducao
do nitroazul de tetrazélio (em inglés Nitro-blue tetrazolium ou NBT).

2. Quantificacdo de citocinas utilizando método imuno enzimatico empregando kits especificos para cada
mediador seguindo instru¢des do protocolo do comerciante.

3. Avaliacdo da deposicao de moléculas de matriz extracelular (MEC) por imunofluorescéncia em que as
células foram incubadas com anticorpos primarios especificos para fibronectina e para laminina,
seguindo-se incubacdo com o anticorpo secundario adequado conjugado a fluorocromos. Analises
quantitativas da deposi¢cdo de fibronectina e laminina foram realizadas através do programa de
computador Image J em que a marcacdo especifica foi transformada em pixels e divididos pela area
analisada para obtengé&o do numero de pixels por pm..

4. Verificacdo da expressao de receptores integrina VLA-5 e VLA-6 por citometria de fluxo.

Ensaio de adesao celular em superficies recobertas com moléculas da MEC.

6. Ensaio de migracg&o celular in vitro utilizando o sistema transwell, com membranas de policarbonato com
10 mm de didmetro, e poros de 8,0 um.

7. Ensaio de fagocitose com particulas de zimosan A (Sigma-Aldrich) apés tratamento com GH.

o

Para as analises estatisticas dos dados obtidos e confeccdo dos graficos foi utilizado o programa de
computador GraphPad Prism verséo 5.00 (GraphPad Prism Software, Inc.). Os resultados foram representados
como média e desvio padrdo (DP), e avaliados estatisticamente através do teste ndo-paramétrico de Mann
Whitney, para comparacdo de dois grupos, e o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo pds-teste
de multipla comparacdo de Dunn, ambos com um nivel de significancia selecionado para p<0.05.

Resultados e Discussao:

Foi observada uma reducao significativa na producdo de ERO nos macroéfagos tratados com GH em
comparacdo com os macréfagos néo-tratados. Corroborando com esse dado, Keane e colaboradores (2015)
demonstraram que o tratamento com o hormédnio na concentragao de 10 ug/L reduziu a produgdo de ERO na
matriz mitocondrial de células mononucleares do sangue periférico humano. Ja na analise da producgdo de
citocinas, foi verificado uma reducéo na produgcdo da citocina IL-10 nos macréfagos tratados com GH em
comparacdo com os macréfagos que ndo foram tratados, enquanto que a producéo da citocina IL-6 manteve-se
inalterada. No que se refere a atividade fagocitica, ndo foram encontradas diferencas significativas entre os
macroéfagos tratados com GH em comparacdo com as células sem tratamento. Dados anteriores do nosso
grupo ja haviam demonstrado que o tratamento in vitro com GH n&o altera a atividade fagocitica de macroéfagos
peritoneais de animais jovens (5-8 semanas) (Reis et al., 2018).

Também verificamos a deposicao das moléculas da MEC, fibronectina e laminina, em que foi visto um
aumento na deposicao de fibronectina em células tratadas com GH, mas esse aumento néo foi estatisticamente
significativo. Interessantemente, macréfagos obtidos de animais de 12 meses ndo apresentaram marcacao
para a laminina, indicando assim que h& um bloqueio na produgéo desta glicoproteina em macréfagos de
camundongos idosos, e esse bloqueio ndo pode ser revertido pela acdo do GH. Ao analisarmos 0s receptores
integrina para essas moléculas de MEC néo foi observada alteracdo na expressdo de VLA-6, receptor para
laminina, no entanto, observamos um aumento no percentual de macréfagos positivos para integrina VLA-5,
receptor de fibronectina, no grupo tratado com GH em comparac¢éo com o grupo controle.

Diante das alteracBes observadas nas moléculas de MEC, buscamos avaliar a acdo do GH na adeséo
e na migragao in vitro dos macréfagos. Quando os macréfagos foram tratados com GH néo foi observada
alteracdo na adesédo dessas a fibronectina e laminina quando comparamos com 0s respectivos controles sem
tratamento. Quanto ao efeito do GH na migracdo de macréfagos dos animais de 12 meses, pode-se observar
um aumento significativo no nimero de células migrantes nos grupos em que o GH na concentracdo de 100
ng/mL foi adicionado na porcdo inferior dos insertos transwell, sugerindo que o hormbnio, nessas
concentracdes, pode agir como quimioatraente.

Conclusobes:
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Neste estudo avaliamos a influéncia in vitro do GH em macréfagos peritoneais murinos durante o
processo de imunosenescéncia. Com relagdo a ativagdo do macréfago, nossos resultados indicam que o GH
pode interferir na producédo de ERO e possui acédo sobre a producéo da citocina IL-10. Além disso, o horménio
mostrou influéncia sobre a producao de glicoproteinas da MEC, na expressao do receptor VLA-5 e pode ser
quimioatraente de macrofagos velhos em ensaios de migracao in vitro.
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