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RESUMO 

Uma série de evidências mostra que o hormônio do crescimento (GH) modula 

várias funções intratímicas, incluindo a migração de timócitos induzida por 

ligantes e receptores de matriz extracelular (ECM). A migração celular é 

indispensável para a diferenciação de células T, que, ao terminar sua 

maturação no timo, entram na circulação sangüínea e são endereçados para os 

órgãos linfóides secundários. Entretanto, pouco se sabe sobre a influência do 

GH nos processos de entrada e saída de células no timo, que envolvem, entre 

outras, interações célula-célula e célula-ECM. O objetivo deste trabalho foi 

avaliar os efeitos do GH sobre as células endoteliais tímicas e a sua relação 

com os timócitos. Para o estudo, foi utilizada a linhagem tEnd.1 de células 

endoteliais derivadas de timo murino. Através de ensaios de proliferação, 

verificou-se que o GH aumentou significativamente o número de células 

endoteliais tímicas tratadas por 8 ou 24 horas na concentração de 20 ng/mL. 

Além disso, as células tratadas com GH apresentaram-se vacuoladas e 

ramificações citoplasmáticas foram evidenciadas. Analisou-se, por 

imunocitoquímica, a presença de ligantes de ECM em tEnd.1, onde se 

evidenciou um aumento na produção de laminina e fibronectina quando as 

tEnd.1 foram tratadas com GH, e por citofluorimetria, observou-se que o GH 

modulou positivamente a expressão dos receptores para a fibronectina, VLA-4 

e VLA-5, nas tEnd.1. Além disso, o GH aumentou a adesão dos timócitos em 

tEnd.1, e os timócitos aderidos apresentaram fenótipo CD4/CD8 similar quando 

comparados ao controle. Demonstrou-se, ainda, que a migração transendotelial 

de timócitos em câmaras de transwell foi menor quando as tEnd.1 foram 

tratadas com GH e, através da citofluorimetria, verificou-se que esta diminuição 

ocorreu principalmente nas células duplo-positivas (DP). Em conclusão, o GH 

foi capaz de atuar na proliferação das células endoteliais e na expressão de 

ligantes e receptores de ECM por estas células. Ainda, o GH modulou 

positivamente a adesão tEnd.1/timócitos e negativamente a migração 

transendotelial. Nossos dados fortalecem a hipótese de que o GH desempenha 

papel relevante na fisiologia do timo e pode atuar em processos de migração 

transendotelial de timócitos. 

Palavras-chaves: Hormônio de crescimento, Timo 
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ABSTRACT 
 

 

Previous evidence shows that growth hormone (GH) modulates various intrathymic 

functions, including thymocyte migration induced by extracellular matrix (ECM) 

ligands and receptors. Cell migration is an essential event for intrathymic T-cell 

differentiation wich  when finished their maturation in the thymus, enter the 

bloodstream and are addressed to secondary lymphoid organs. However, little is 

known about the influence of GH in the processes of entry and exit of cells in the 

thymus, which involve, among others, cell-cell and cell-ECM interactions. The aim of 

the present study was to evaluate the effects of GH on the thymic endothelial cells 

and its relation with the thymocytes. For the study, we used the murine thymic 

endothelioma cell line tEnd.1. Through assays of proliferation, it was verified that GH 

significantly increased the number of thymic endothelial cells treated for 8 or 24 

hours in the concentration of 20 ng/mL. Furthermore, the cells treated with GH 

presented more vacuoles and more evident cytoplasmic ramifications. We examined 

by immunocytochemistry, the presence of ECM ligands in tEnd.1, showing an 

increase in the production of laminin and fibronectin, and by cytofluorometry, a 

reveled an increase in the expression of fibronectin receptors VLA-4 and VLA-5 in 

the tEnd.1 treated with GH. Accordingly, thymocyte adhesion to GH-treated tEnd.1 

cells was increased, as compared to controls, and such an increase was seen 

regardless of the stage of thymocyte differentiation. Lastly, we showed that 

transendothelial migration of thymocytes in transwell chambers was lower when 

tEnd.1 cells were treated with GH and that this decline occurred mainly in CD4+CD8+ 

cells. In conclusion, the GH enhanced proliferation of endothelial cells and 

expression of ECM ligands and receptors by these cells. GH positively modulated 

adhesion tEnd.1/ thymocytes and negatively the transendothelial migration. These 

results support the notion that GH plays an important role in physiology of the 

thymus, comprising the key step of transendothelial thymocyte migration. 

 

Key-words: Growth hormone, Thymus. 
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1 INTRODUÇÃO 

No curso da diferenciação dos linfócitos T, células progenitoras provenientes 

da medula óssea chegam ao timo através dos vasos sangüíneos localizados na 

medula e na junção córtico-medular (JCM), interagindo com o microambiente 

passando pelos processos centrais de seleção intratímica. Os linfócitos T assim 

gerados, que sofreram seleção positiva, emigram do órgão, através dos vasos 

localizados na JCM, indo povoar as áreas timo-dependentes dos órgãos linfóides 

periféricos (LIND et al., 2001; MORI et al., 2007). Durante este processo de 

diferenciação, os timócitos parecem migrar de forma ordenada da região cortical 

para a região medular do timo (SCOLLAY & GODFREY, 1995), sendo que este 

tráfego celular depende diretamente da expressão de moléculas de adesão e de-

adesão, incluindo ligantes e receptores de matriz extracelular (ECM), orientados por 

substâncias quimiotáticas (PATEL & HAYNES, 1993; KIM et al., 1998; SAVINO et al, 

1993; 2000). Além dos estímulos mediados por estas moléculas, a regulação dos 

eventos de migração pode ser influenciada por outros estímulos, tais como: 

citocinas, agentes infecciosos e hormônios (SAVINO & DARDENNE, 2000). 

1.1 Histórico sobre o timo 

Por séculos, o timo permaneceu como um órgão enigmático com funções 

desconhecidas, sendo o último dos grandes órgãos do corpo a ter as funções 

reveladas. A origem da palavra timo [thymus, em latim e em inglês] parece incerta: 

alguns alegam que é proveniente do latim, pela semelhança existente entre o órgão 

com a folha da planta Thymus vulgaris, outros acreditam que deriva do grego antigo, 

sendo traduzida como alma, coração, coragem, mente, vontade ou propósito (LIMA 

& CARNEIRO-SAMPAIO, 2007). 
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Até as primeiras décadas do século 20, o fato do timo na infância ter uma 

grande massa de tecido não foi observado, já que, naquela época, as autopsias 

feitas em crianças mortas por doenças fatais, tais como a difteria, geralmente, 

apresentavam o timo encolhido devido ao estresse ocorrido durante a doença e, 

assim, o pequeno tamanho do órgão era tido como normal. Após o surgimento de 

mortes infantis decorrentes de cirurgias, devido à anestesia, tal fatalidade era 

atribuída ao timo grande, que se pensava interferir na respiração, condição então 

conhecida por status thymolymphaticus. Desde então, alguns médicos passaram a 

recomendar a irradiação para diminuir o tamanho do timo, desconhecendo-se que 

alguns dos pacientes poderiam vir a desenvolver adenocarcinoma da glândula 

tireóide (MILLER, 2002). 

Desde que os imunologistas começaram a elucidar a origem e a função dos 

linfócitos periféricos em doenças, o papel do timo tornou-se claro e, pela década de 

50, o reconhecimento do timo como local de produção de linfócitos tinha sido bem 

estabelecido. Sua competência imunológica foi inequivocamente demonstrada por 

Billingham et al., 1956 e Gowans et al., 1961. 

 Ao nascer, o timo pesa cerca de 15 a 20g, e alcança o maior tamanho em 

relação ao peso corpóreo nos primeiros meses de vida, quando podem ser 

observados timos enormes com formas pseudotumorais, fato que pode ser 

percebido nas radiografias de tórax de lactentes. A partir da puberdade, inicia-se o 

processo de involução tímica, que continua ao longo da vida. Esse processo começa 

no córtex e está associado à sensibilidade dos timócitos corticais à ação de diversos 

fatores, dentre eles: os corticóides, caracteristicamente expressos na fase adulta do 

indivíduo. A região cortical pode desaparecer completamente, enquanto os 

remanescentes medulares persistem, e é possível que a diferenciação de células T 
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no timo continue durante toda a vida do indivíduo adulto, ainda que em taxas muito 

reduzidas (MILLER, 1992). 

Mesmo conhecendo o papel do timo como um órgão produtor de linfócitos, os 

imunologistas não acreditavam que este tivesse alguma função imunológica, pois as 

principais características de resposta imune, como a plasmocitopoese e a formação 

de centros germinativos, não eram observadas no timo de animais normais após a 

imunização. Além disso, os linfócitos do timo, ao contrário das células de outros 

tecidos linfóides, não eram capazes de iniciar ou transferir uma resposta imune ao 

antígeno em receptores apropriados; e os animais timectomizados na vida adulta 

produziam resposta celular e humoral tão eficientemente quanto os animais jovens 

(MILLER, 1961; RIBATTI et al., 2006).  

 Detalhes relacionados à embriologia, anatomia, fisiologia, patologia e 

significado clínico do timo persistiram até 1961, quando Miller demonstrou pela 

primeira vez o papel fundamental do timo para o estabelecimento e desenvolvimento 

do sistema imune normal. Para isso utilizou experimentos com camundongos 

timectomizados imediatamente após o nascimento. Como resultado da timectomia 

neonatal os animais apresentavam tecido linfóide pouco desenvolvido, resposta 

imune prejudicada e maior susceptibilidade às infecções recorrentes (RIBATTI et al., 

2006; LIMA & CARNEIRO-SAMPAIO, 2007), características adquiridas devido ao 

enfraquecimento da reação de hipersensibilidade imediata e retardada, uma vez que 

a produção de anticorpos requer a colaboração das células T (BANKS, 1991). 

Alguns dos mais recentes avanços nas diversas áreas da biologia do timo incluem a 

organogênese do timo, a regulação transcricional que induz à escolha/decisão do 

tipo celular que se desenvolverá no ambiente intratímico e a migração, regulada por 
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quimiocinas, de precursores de células T através dos diferentes microambientes 

tímicos (LIMA & CARNEIRO-SAMPAIO, 2007). 

1.2  O timo 

O timo é um órgão linfóide primário, no qual ocorre diferenciação e maturação 

de células denominadas pré-T provenientes da medula óssea (SAVINO & 

DARDENNE, 2000; ANDERSON & JENKINSON, 2001), que está situado no tórax, 

no mediastino superior, em frente à traquéia, anteriormente aos grandes vasos que 

emergem do coração e consiste em dois lobos que surgem no embrião como 

primórdios separados de cada lado da linha média, e que mais tarde se tornam 

intimamente ligados por tecido conjuntivo (FAUSTO et al., 2004). 

 Embriologicamente é uma glândula par, porém, as faces mediais das suas 

estruturas direita e esquerda estão em contato íntimo, semelhante a um órgão ímpar 

lobulado. Suas partes são denominadas lobos direito e esquerdo, constituídos por 

lóbulos parciais ou totalmente envolvidos por cápsulas finas de tecido conjuntivo 

(DIDIO, 2002). Para o desenvolvimento desse órgão são necessárias a migração e 

proliferação das células da crista neural para o interior da região faríngea. Elas 

interagem por contato ou através de secreções moleculares, com o epitélio do 

endoderma faríngeo, induzindo proliferação, migração e diferenciação da massa 

epitelial (GORDON et al., 2004). 

Ainda em camundongos, na fase fetal, a colonização tímica se dá por 

precursores hematopoéticos que migram em ondas para o timo. Durante esse 

processo de colonização, os precursores oriundos do fígado fetal e, posteriormente, 

da medula óssea, deixam os vasos faríngeos adjacentes, atravessando o 

parênquima peritímico e a membrana basal que envolve o rudimento tímico (IMHOF 

et al., 2000). Na fase pós-natal, os precursores de células T são oriundos da medula 
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óssea. Essa migração envolve fatores quimiotáticos, proteínas de matriz 

extracelular, moléculas de adesão, metaloproteinases, entre outros fatores (SAVINO 

et al., 2002a).  

Quando se torna competente, o timo primordial adquire um microambiente 

propício para maturação de timócitos e diferenciação de células T. A cápsula 

delgada penetra no órgão através de prolongamentos ou septos de tecido conjuntivo 

trabecular e, ao se unirem, dividem o órgão em lóbulos. O estroma de cada lóbulo 

tímico é formado por uma rede de células epiteliais, por macrófagos e células 

dendríticas, por entre as quais migram e interagem os timócitos - designação geral 

das células em diferentes estágios de diferenciação que vão dar origem aos 

linfócitos T maduros (GORDON et al., 2004). 

A parte periférica de cada lóbulo, denominada córtex, é formada por tecido 

linfóide denso e contém a maioria dos timócitos imaturos em proliferação, enquanto 

a porção central, a medular, é constituída por tecido linfóide frouxo e contém as 

células maduras. O desenvolvimento dos timócitos avança concomitantemente com 

a migração dessas células do córtex para a medula tímica (GORDON et al., 2004). 

Durante a ontogenia, ocorrem modificações seqüenciais das moléculas 

expressas na superfície dos timócitos, onde estas alterações fenotípicas 

caracterizam os diferentes estágios de diferenciação celular. Ao terminarem seu 

processo de diferenciação, tais células entram na corrente sangüínea através das 

paredes das vênulas pós-capilares e migram para áreas de células T dependentes 

dos órgãos linfóides periféricos (RAVIOLA, 1977; SAVINO & DARDENNE, 2000; 

ANDERSON & JENKINSON, 2001). 
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As regiões cortical e medular são divididas pela JCM. Estas regiões são 

preenchidas por uma rede tridimensional de elementos de ECM, células epiteliais 

tímicas (TEC), linfócitos e ainda outros tipos celulares, tais como: macrófagos, 

células dendríticas, fibroblastos, neutrófilos e eosinófilos. A matriz extracelular tímica 

é uma rede estrutural constituída por moléculas que apresentam grande atividade de 

ligação entre si e com receptores expressos na superfície celular (SALOMON et al., 

1994; DALMAU et al., 1999; SAVINO et al., 2000, 2002a). 

Durante a organogênese, células progenitoras hematopoéticas entram no 

rudimento tímico pelo tecido conjuntivo circundante (ITOI et al., 2001; MASUDA et 

al., 2005). Dentro do timo, células T desenvolvem-se em nichos formados por células 

estromais no parênquima tímico (van EWIJK et al., 1999; GILL et al., 2003). Após 

total maturação no parênquima, células T chegam à medula e, na JCM, deixam o 

timo para a periferia. Somente pequenas populações da linhagem de células T 

entram ou deixam o timo através dos vasos sangüíneos (PETRIE, 2002). Portanto, 

para assegurar a migração seletiva das células, os vasos sangüíneos, no timo, 

devem ter estruturas e mecanismos de reconhecimento específicos. Alguns autores 

afirmam que os espaços perivasculares são vistos exclusivamente na medula e na 

JCM do timo, identificados como regiões separadas por duas membranas basais: 

uma associada a um vaso sangüíneo, enquanto a outra, com a borda epitelial 

(KATO, 1997; MORI et al., 2007). 

Quanto à irrigação sangüínea do timo, esta apresenta características 

peculiares, na qual os capilares e os pequenos vasos destinados ao órgão não 

apresentam poros, mas sim uma membrana basal espessa, envolvida por uma 

camada de células epiteliais com prolongamentos finos que perfuram a lâmina basal 

e podem entrar em contato com as células reticulares epiteliais, porém, esta 
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membrana não é totalmente contínua, mas atua como uma barreira hematotímica, 

dificultando a passagem de antígenos ou macromoléculas do sangue para o interior 

do parênquima e, conseqüentemente, o seu contato com os linfócitos intratímicos 

(RAVIOLA & KARNOVSKY, 1972; SILVA, 2001).  

As artérias penetram no timo pela cápsula, ramificam-se, seguindo os septos 

conjuntivos originando arteríolas que penetram no parênquima seguindo os limites 

entre as regiões cortical e medular. Essas arteríolas formam capilares que entram na 

região cortical, ramificam-se e anastomosam-se, dirigindo-se para a região medular, 

os quais desembocam em vênulas. A região medular recebe outros capilares 

diretamente das arteríolas do limite córtico-medular. As vênulas da região medular 

confluem para formar veias que penetram nos septos conjuntivos e saem do timo 

pela cápsula do órgão (RAVIOLA & KARNOVSKY, 1972; KATO, 1997), o que pode 

ser evidenciado através da figura 1. 

O timo não possui vasos linfáticos aferentes e não constitui um filtro para a 

linfa, como ocorre nos linfonodos. Os poucos vasos linfáticos encontrados no timo 

são todos eferentes e localizam-se nas paredes dos vasos sangüíneos e no tecido 

conjuntivo dos septos e da cápsula do órgão, estes sofrem uma involução com o 

órgão (RAVIOLA & KARNOVSKY, 1972; KATO, 1997). 

1.3  O microambiente tímico e a diferenciação intratímica 

Os principais componentes do microambiente tímico são as TEC, presentes 

em todas as regiões, sendo distintas morfologicamente de acordo com a localização. 

Essa distinção também pode ser caracterizada pela presença de diferentes 

antígenos, sugerindo que diferentes subtipos de TEC possam ter funções 

específicas na diferenciação de timócitos (van EWIJK et al., 1999; BOYD et al., 

1993).  
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Figura 1. Fotomicrografia de um corte tímico de camundongo após injeção vascular 

com emulsão fotográfica.  

Os capilares, originados de arteríolas da junção córtico-medular, sobem em direção ao 

córtex e formam, na região subcapsular, uma rede de ramificações e anastomoses. 

Posteriormente, dirigem-se para a região medular, desembocando em vênulas pós-

capilares. 200x (RAVIOLA & KARNOVSKY, 1972). 

 



 
 

9

Além disso, as TEC também são capazes de influenciar a proliferação, seleção e 

migração de células T, principalmente através da produção de substâncias como 

interleucinas, quimiocinas, hormônios tímicos e através do contato mediado por 

moléculas de classe I e de classe II do complexo principal de histocompatibilidade 

(MHC). O contato célula-célula também pode ser mediado por moléculas de adesão 

expressas pelas células epiteliais, através de moléculas de ECM e seus receptores 

(van EWIJK et al., 1999; SAVINO & DARDENNE, 2000; KIM et al., 1998). 

No timo, as células linfóides imaturas, ou timócitos, proliferam-se e 

diferenciam-se, passando através de uma série de estágios fenotípicos que podem 

ser identificados pelos padrões característicos de expressão de diversas proteínas 

de superfície celular, devido a esse evento de maturação estas células passam a ser 

chamadas de células T. Esse processo envolve várias proteínas importantes, além 

de um rearranjo gênico das cadeias que formam o receptor de célula T (TCR), por 

expressão seqüencial das cadeias β e α (SAVINO & DARDENNE, 2000; 

ANDERSON & JENKINSON, 2001; BOEHM & BLEUL, 2006).  

O processo de diferenciação intratímica depende das interações dos timócitos 

com o microambiente tímico, tais como as que acontecem entre o TCR e o complexo 

MHC-peptídeo (RITTER & PALMER, 1999). Várias outras moléculas são expressas 

na superfície celular dos timócitos em diferentes estágios de diferenciação e 

maturação. Dentre estas podemos destacar CD4, CD8, CD24, CD44, CD25, CD69 e 

CD62L (ANDERSON & JENKINSON, 2001). 

Em camundongos, as primeiras células de origem linfóide, ao entrarem no 

timo, apresentam fenótipo CD90+ (marcador geral de células T), CD24+, CD44+ e 

baixos níveis de CD4. Na seqüência, os timócitos mais imaturos, situados 

principalmente na região cortical, não expressam o complexo CD3/TCR, nem as 
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moléculas acessórias CD4 ou CD8, apresentando o fenótipo DN, o que representa 

cerca de 5% do total de timócitos. Esse subgrupo ainda pode ser identificado em 

diferentes estágios de acordo com a expressão de outras moléculas de superfície, 

tais como CD25 e CD44. Neste estágio tais células podem dar origem a células 

dendríticas ou natural killer (NK). As células DN diferenciam-se nesta ordem: 

CD44+CD25-, CD44+CD25+, CD44-CD25+ e CD44-CD25-. À medida que migram em 

direção à medula tímica elas adquirem os marcadores de superfície CD4 e CD8, 

gerando as células DP, ainda localizadas no córtex, e que compreendem 80% dos 

timócitos totais. As células DP que expressam TCR/CD3, selecionadas 

positivamente, tornam-se células maduras simples positivas (SP): CD4+CD8- ou 

CD4-CD8+, funcionalmente competentes e aptas a povoarem os órgãos linfóides 

periféricos (HARE et al., 1999; BENOIT & MATHIS 1999; SAVINO & DARDENNE, 

2000; ANDERSON & JENKINSON, 2001; GILL et al., 2003; BOEHM & BLEUL, 

2006). 

Precursores das células T, chegando no timo, entram numa fase de intensa 

proliferação. Num camundongo adulto jovem, no qual o timo contém cerca de (1-2 x 

108) timócitos, aproximadamente 5 x 107 células são recentemente geradas a cada 

dia. No entanto, apenas cerca de 106 destas deixarão o timo como linfócitos T 

maduros. A despeito da disparidade entre os números de células T, continuamente 

geradas no timo, e o número das que o deixam, este não continua a crescer em 

tamanho ou em número de células. Isso acontece porque aproximadamente 98% 

dos timócitos gerados a cada dia morrem dentro do timo, não se observando 

qualquer dano disseminado, indicando que a morte deve ocorrer por apoptose 

(BENOIT & MATHIS, 1999).  

 



 
 

11

1.4 Migração intratímica de células T 

Simultaneamente aos processos de seleção intratímica, a migração celular é 

necessária para uma diferenciação normal, inclusive para a saída dos timócitos 

maduros para o leito vascular. Nos eventos intratímicos, células T passam por uma 

rota migratória intratímica direcionando-se para o córtex e, posteriormente, para a 

medula (Figura 2A). À medida que migram, os timócitos interagem com vários 

componentes do microambiente tímico, a rede tridimensional (Figura 2B) formada 

por TEC, macrófagos, células dendríticas, fibroblastos, através da interação direta 

célula-célula via ligantes e receptores de ECM e moléculas de adesão e de-adesão 

ou fatores solúveis como citocinas, quimiocinas e hormônios tímicos (BOYD et al., 

1993; SAVINO & DARDENNE, 2000; van EWIJK et al., 2000; ANDERSON & 

JENKINSON, 2001; ANNUNZIATO et al., 2001; SAVINO et al., 2002a).  

 Esta rede de moléculas de ECM, além de funcionar como suporte, 

influenciaria o processo de migração, desde o primeiro contato célula-célula até a 

saída dos timócitos do órgão. Os processos migratórios de células T no timo 

ocorrem numa seqüência de eventos que incluem interações com células do 

microambiente, diferenciação, seleção positiva/negativa, e passagem pelo espaço 

perivascular, que os conduzirá por vasos sangüíneos a órgãos linfóides periféricos 

(SAVINO et al, 1993, 2002a, 2004; MORI et al., 2007). 

Os eventos de adesão envolvem interações mediadas por receptores e co-

receptores de membrana expressos em timócitos e células do microambiente tímico, 

além dos elementos de ECM (SAVINO et al, 1993). Dentre os componentes da ECM 

estudados no timo estão as proteínas fibrosas estruturais, como diferentes tipos de 

colágenos e glicoproteínas adesivas como fibronectina e laminina, cujos receptores 

estão compreendidos na família das integrinas que são heterodímeros compostos de 
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subunidades α e β que podem se combinar de forma não covalente, interligando a 

ECM ao citoesqueleto e transmitindo sinais bioquímicos para o interior da célula. Os 

receptores da família β1 são chamados de VLA e são expressos por células do 

microambiente tímico e por timócitos e, nesse caso, sua expressão varia de acordo 

com o estágio de maturação dos mesmos e com a região do timo (JULIANO & 

HASKILL, 1993; PAKIANATHAN, 1995). 

Além das moléculas de adesão e seus receptores, os eventos seqüenciais de 

migração de timócitos incluem ainda as moléculas de-adesivas. Villa-Verde et al. 

(2002) demonstraram a expressão de galectina-3, uma lectina endógena produzida 

por células epiteliais e células fagocitárias do timo capaz de promover de-adesão de 

timócitos, em diferentes compartimentos tímicos.  

Combinadas às moléculas de adesão e de-adesão, as quimiocinas promovem 

a orientação da migração celular, induzindo movimentos direcionais nos diversos 

estágios de maturação de timócitos, sendo expressas diferencialmente de acordo 

com a região do timo (KIM et al., 1998; SAVINO et al., 2004).  

Os receptores de quimiocinas são expressos em timócitos dependendo da 

região do timo, mas também de seu estágio de maturação. Eles pertencem à família 

de receptores transmembranares ligados à proteína G, sendo que um receptor pode 

se ligar a várias quimiocinas e o contrário também pode acontecer. Esta chamada 

promiscuidade não se aplica a todas as moléculas, mas garante ampla interação 

entre elas, o que torna mais difícil o estudo e o entendimento do papel de cada 

molécula isoladamente. O papel destas moléculas como fator relacionado à 

migração de timócitos foi pressuposto quando timócitos de animais transgênicos 

para Toxina pertussis ficavam presos no timo, e não emigravam para a periferia 

(CHAFFIN & PERLMUTTER, 1991).  
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Figura 2. Migração intratímica de células T e o microambiente tímico.   

A. Esquema de migração de timócitos, mostrando a entrada de precursores de células T 

através de vasos sangüíneos dentro do timo. Após entrarem no timo, durante o processo de 

diferenciação, os timócitos migram para o córtex e, posteriormente, para a medula. B. 

Esquema de um lóbulo tímico onde estão ilustrados os vários componentes celulares do 

microambiente tímico que interagem com os timócitos (SAVINO et al., 2002a). 
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1.5 Célula endotelial 

A célula endotelial compõe o revestimento mais interno da parede dos vasos. 

A superfície luminal deste revestimento apresenta saliências que correspondem aos 

núcleos celulares proeminentes, enquanto que a superfície tecidual, oposta à luz, 

repousa sobre uma lâmina basal, cujos principais constituintes são a laminina e o 

colágeno tipo IV. Esta lâmina, quando digerida pela colagenase, permite o 

isolamento de células endoteliais para seu estudo e cultura in vitro (MOHAMMAD & 

BOS, 1990).  

A célula endotelial tem a forma alongada, com o núcleo proeminente, 

sendo repleta de organelas intracelulares. A estrutura da célula endotelial é a de 

uma célula que possui atividade metabólica intensa. A característica estrutural 

típica de uma célula endotelial adulta é a presença de invaginações 

submicroscópicas na membrana citoplasmática, denominadas cavéolas. 

Independentemente do tipo de vaso que o endotélio recobre, ele modula 

ativamente a coagulação, o transporte de substâncias, solutos e moléculas 

através das junções intercelulares. Os mediadores e/ou fatores produzidos pelo 

endotélio podem ser inutilizados dentro da própria célula, difundir-se para o 

sangue ou atravessar a membrana do músculo liso vascular (MICHEL, 1998). 

O conhecimento sobre a função da célula endotelial vascular mudou muito 

nas ultimas décadas, quando Furchgott e Zawadzki (1980) demonstraram que a 

célula endotelial modula o tônus vascular. A célula endotelial controla ativamente 

o tônus vascular, a coagulação, a trombólise, a remodelação vascular e a 

resposta inflamatória e imune. A presença da célula endotelial recobrindo todo o 

leito vascular pode significar, em um primeiro momento, que o endotélio forma 

uma extensa rede de proteção entre os componentes do sangue e os tecidos para 
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permitir melhor fluidez e evitar a coagulação do sangue. Contudo, a forma pela 

qual é montada a estrutura e a organização da rede requer o contato íntimo entre 

as células endoteliais. Em qualquer situação de quebra de continuidade da rede 

ou perda do contato, as células se organizam e procuram, novamente, refazer a 

conexão intercelular (FENSTERMACHER et al., 1988; STOLTZ et al., 2007 ). 

A célula endotelial, ao formar o endotélio, mantém relacionamentos não só 

entre si, por junções celulares (STAEHELIN & HELL, 1976), como também com 

células musculares lisas que existem na túnica íntima, junções mioendoteliais 

(SIMIONESCU & SIMIONESCU, 1988) e, por meio de filamentos de ancoragem, 

com a lâmina basal sobre a qual repousa (MOHAMMAD & BOS, 1990). 

 Estes relacionamentos da célula endotelial participam da função física do 

endotélio - a da barreira entre o sangue e a camada subendotelial altamente 

trombogênica - permitindo uma maior resistência aos estresses provocados sobre o 

vaso, devido a estiramentos e à circulação dos elementos figurados do sangue; 

também participam da função de filtro desempenhada pela camada endotelial ao 

regular a passagem seletiva de moléculas, por difusão, da luz para o interior da 

parede vascular. Tanto a função de barreira quanto a de filtro se fazem por conta 

principalmente das junções celulares (MILLER & BURNETT, 1990).  

A necessidade de uma conexão integrada se deve ao fato de que os produtos 

liberados pelo endotélio, como o óxido nítrico (NO), possuem uma meia-vida menor 

do que 50 segundos e, evidentemente, não conseguem percorrer vários diâmetros 

celulares livremente dentro da corrente sanguínea (FENSTERMACHER et al., 1988). 

 A relação íntima entre o endotélio e todos os componentes do sangue 

surge já na fase embrionária de formação dos vasos sangüíneos. A célula 

endotelial prolifera, na fase embrionária, por meio da divisão celular e da formação 
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de brotos. Os brotos, à medida que se formam, são preenchidos pelos 

componentes do sangue, dando origem ao vaso. O tecido conjuntivo e as células 

do músculo liso são incorporados, posteriormente, sob influência da célula 

endotelial, completando a formação do vaso (WOLINS, 2000). 

 Agressões mecânicas, químicas ou metabólicas ao vaso podem levar à 

disfunção da célula endotelial. Ocorrendo a morte de uma célula endotelial, a célula 

mais próxima da área desnuda entra em processo de divisão e migração, que 

somente cessa quando uma célula entra em contato com a outra, restabelecendo a 

rede celular. A disfunção endotelial observada no curso das doenças vasculares 

crônicas está, geralmente, associada a fatores ambientais que aceleram a lesão 

vascular e levam a perda da função ou perda do órgão (PLANTE, 2002; HAMET & 

TREMBLAY, 2002). 

  Ao longo da investigação sobre o funcionamento do endotélio vascular, a 

partir da década de 1980, foi descrito um fenômeno denominado vasodilatação 

dependente do endotélio.  Mudou-se, desde então, o conceito de que se tratava de 

um tecido epitelial com funções passivas de revestimento dos vasos para o 

conceito de órgão com funções endócrinas, parácrinas e autócrinas nos diversos 

leitos vasculares. Além disso, a maior parte do endotélio encontra-se na 

microcirculação, e uma pequena parte em grandes artérias de condutância. 

Também é importante lembrarmos que as células endoteliais de diferentes leitos 

vasculares apresentam características próprias e se comportam de modo especí-

fico frente a um determinado estímulo (FISHMAN, 1982; SUMPIO et al., 2002).  

  O cultivo das células endoteliais em monocamada pode ser feito utilizando-

se células endoteliais originárias de diversos tecidos, como veias de cordão 

umbilical humano, aorta bovina, coronária de porco, veia safena humana, que são 
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mantidas em placas ou garrafas com meio de cultura (solução-tampão com sais e 

nutrientes) em estufas a 37ºC e com a atmosfera com 5% de CO2. Quando estas 

células são extraídas diretamente destes tecidos, através de explante ou através 

de métodos de digestão enzimática e dispersão, é possível promover a proliferação 

seletiva das células endoteliais utilizando-se substrato adequado para a sua 

adesão (fibronectina, por exemplo), além de um estímulo para sua proliferação 

como: soro fetal bovino (SFB) ou outros estímulos mais específicos como o fator de 

crescimento de endotélio vascular (VEGF). Uma vez proliferadas pode-se realizar 

um número limitado de “passagens”, de 10 a 20 em geral, em que estas células 

mantêm suas características após tornarem-se senescentes (MORGAN, 1998). 

     O uso de técnicas de seleção de populações de células permite a obtenção 

de linhagens de células endoteliais com maior capacidade de proliferação, que 

podem ser mantidas com o fenótipo próximo ao das células originais por um 

número maior de "passagens" (variando de 15 a 250). Uma vez estabelecida, a 

cultura pode-se testar uma série de estímulos de diferentes naturezas sobre a 

expressão de moléculas de adesão (VCAM-1, ICAM-1, ECAM-1) e sobre vias de 

sinalização celular (TAKANO et al., 2002). A formação de novos vasos capilares 

por estruturas vasculares preexistentes é de importância fundamental na 

manutenção da integridade vascular, no reparo do tecido danificado, na 

cicatrização de ferimentos e na formação garantida de vasos em resposta à 

isquemia (ZIMRIN & MACIAG, 1996; FOLKMAN, 2007). 

  A angiogênese é um processo complexo que é orquestrado por citocinas e 

fatores de crescimento, iniciando-se com a estimulação de células endoteliais em 

quiescência, evoluindo para o estado de rápida proliferação e migração, ter-

minando com a re-diferenciação de células endoteliais ativadas em tubos 
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vasculares. Foi constatado que citocinas inflamatórias como o fator de necrose 

tumoral (TNF-α) e, mais recentemente, E-selectina solúvel, promovem a migração 

das células endoteliais e a dissolução da matriz, fenômenos essenciais para 

iniciação da formação do tubo capilar (ZIMRIN & MACIAG, 1996; FOLKMAN, 

2007). 

  Os primeiros trabalhos publicados por Ziche et al. (1994) estabeleceram as 

bases para o entendimento do papel do NO como mediador de proliferação de 

células endoteliais. Vários estudos em pacientes com aterosclerose e fatores de 

risco têm demonstrado que a alteração da função endotelial ocorre não só nas 

coronárias, mas também na circulação periférica, sugerindo que a disfunção 

endotelial é um processo sistêmico generalizado (DOMINIK & GANS, 2002).  

 As células endoteliais, bem como as células dendríticas, macrófagos, 

linfócitos B, astrócitos, células de Kupffer ou de Langerhans, podem iniciar a 

resposta imune, como célula apresentadora de antígenos. Tanto o seu potencial de 

modificação fenotípico, quanto a polarização de formas das células endoteliais, 

espelham uma diversidade funcional que determina o seu papel na resposta imune. 

No entanto, o endotélio não pode ser considerado como um elemento imutável, 

pois as células endoteliais exibem características específicas e diversificadas em 

cada órgão que variam de acordo com alguns fatores, tais como: diâmetro, tipo e 

localização do vaso nos quais se encontram. Com isso, a célula endotelial controla 

as interações das células imunocompetentes com a parede do vaso (BECHARD et 

al., 2001). 

A célula endotelial está capacitada para exercer uma função básica da 

resposta imune que é a apresentação de antígenos. Esta apresentação ocorre não 

só via moléculas de antígeno leucocitário humano (HLA) de classe I, como nas 
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demais células nucleadas, mas também via moléculas de classe II e outros HLA 

(STEIMLE et al., 1994, 1996).  

As moléculas de adesão celular (CAM) são glicoproteínas expressas na 

superfície celular, que medeiam o contato entre duas células ou entre células e a 

matriz extracelular. O processo de adesão é essencial e ocorre em vários eventos 

biológicos como: morfogênese, crescimento, organização e estabilidade teciduais, 

inflamação, cicatrização e resposta imune. Elas são responsáveis pela adesão 

intercelular, adesão celular ao epitélio e ao endotélio, recrutamento e migração 

seletiva de células inflamatórias dos vasos sangüíneos até o local da inflamação. A 

seletividade depende do mediador e do tipo de célula envolvida. As moléculas de 

adesão estão divididas em quatro superfamílias, dependendo de características 

moleculares comuns: integrinas, selectinas, superfamília das imunoglobulinas e 

caderinas (STOLTZ et al., 2007).  

1.6 Interações imunoneuroendócrinas  

Estudos sobre as interações entre o cérebro e o sistema imunológico revelam 

conexões bidirecionais entre os sistemas neural e neuroendócrino e o sistema 

imunológico. O sistema nervoso central regula tais sistemas por meio das vias 

neuronais e neuroendócrinas que, por sua vez, sinaliza o cérebro por meio das rotas 

neurais e humorais. O sistema imunológico é inervado pelo sistema nervoso 

simpático. Células do sistema imunológico expressam receptores para 

neurotransmissores, tais como catecolaminas e neuropeptídeos, como também para 

hormônios provenientes de diversos eixos hipotálamo-hipófise-adrenal, hipotálamo-

hipófise-gonadal, hipotálamo-hipófese-tireóide e hipotálamo-hipófise-GH (SAVINO & 

DARDENNE, 1995; BESEDOVSKY & DEL-REY, 2001; MARQUES-DEAK et al., 

2005).  
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Além disso, o sistema parassimpático, via o nervo vago, contribui para a 

conexão bidirecional entre o cérebro e o sistema imunológico. Por meio dessas vias, 

os sistemas nervoso e endócrino podem exercer um efeito direto sobre o sistema 

imunológico, sendo que o mesmo pode sinalizar para o SNC por meio de citocinas 

(ESKANDARI et al., 2003).  

Nas últimas décadas, a crescente compreensão sobre a interação entre o 

sistema imunológico e o sistema neuroendócrino demonstrou que essa interação 

desempenha um papel em muitas doenças, como septicemia, doenças reumáticas, 

outras doenças auto-imunes, doenças cardíacas, doenças neurológicas e 

transtornos psiquiátricos (CARNEY & FEEDLAND, 2003; RAMASAWMY et al., 

2007).  

 1.7 O Hormônio de Crescimento  e o sistema imune 

Estruturalmente, o Hormônio de Crescimento (GH) é um polipeptídeo de 191 

aminoácidos em cadeia única que possui peso molecular de 22,000 dáltons. Esse 

hormônio é secretado, principalmente, pelas células somatotróficas da hipófise 

anterior ou adenohipófise e suas ações estão relacionadas à síntese de proteínas, 

diferenciação e proliferação celular e, conseqüentemente, crescimento tecidual 

(PATTON et al., 1989). A secreção do GH, mediante o seu fator de liberação, é 

regulada pelo hipotálamo. Esse fator é carreado para a hipófise anterior pelo sistema 

porta-hipofisário e, quando presente, estimula a secreção do GH. Adicionalmente, 

células do sistema imune são capazes de produzir GH (VENTERS et al., 2001). O 

receptor de GH (GHr) é uma proteína transmembranar pertencente à superfamília de 

receptores associados à tiroquinase. Outros representantes desta superfamília dos 

receptores incluem os receptores de prolactina, eritropoetina, trombopoetina, 
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múltiplas interleucinas, fatores de crescimento, oncostatina M e interferons-α, -β e -γ 

(VENTERS et al., 2001; ZHU et al., 2001).  

O GHr é composto por 620 aminoácidos, sendo expresso em altos níveis no 

fígado e em tecidos adiposos. Entretanto, pode ser detectado em outros tecidos, 

incluindo: intestino, cérebro, testículo, coração e músculo esquelético (KELLY et al., 

1993).  A expressão do GHr foi também demonstrada em células do sistema imune. 

É encontrado em níveis variados em todas as linhagens hematopoéticas da medula 

óssea. No timo, este receptor é expresso em timócitos de camundongos e humanos, 

principalmente em CD4-CD8-, incluindo também CD4+CD8+ e CD4-CD8+ e em 

células epiteliais tímicas. Nos tecidos linfóides secundários, o GHr é encontrado nas 

células B, células T CD4+ e CD8+ e em macrófagos. Além disso, a ativação de 

células T, como uma das conseqüências, expressa GHr (BAN et al., 1991; 

GAGNERAULT et al., 1996; de MELLO-COELHO et al., 1998; DARDENNE et al., 

1998; HATTORI et al., 2001; WELNIAK et al., 2002).   

O GH não atua apenas nos tecidos do organismo para exercer seus efeitos 

no crescimento; este estimula fatores de crescimento conhecidos como 

somatomedinas, sendo o mais importante deles o fator de crescimento semelhante à 

insulina (IGF-1). Quanto à secreção, o fígado é a principal fonte de IGF-1, a qual é 

estimulada, principalmente, pelo GH (MURPHY et al., 1987; GIBNEY, 2004). 

Várias evidências sugerem que o eixo GH/IGF-I pode ter um importante efeito 

imunomodulatório, e foi documentado que pacientes com deficiência de GH têm 

níveis aumentados de marcadores inflamatórios (SESMILO et al., 2000). Dessa 

forma, GH e IGF-I têm sugerido estar envolvidos na patogênese de doenças 

cardiovasculares. Entretanto, o papel do GH é complexo porque a deficiência dele 

em pacientes que sofrem um aumento na incidência de doenças cardiovasculares e 
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baixas concentrações de IGF-I estão relacionadas ao aumento do risco de 

desenvolvimento de aterosclerose e doenças cardíacas isquêmicas (FRYSTYK, 

2002; JUUL et al., 2002). 

Vários dados têm demonstrado que o GH é uma molécula imunomodulatória. 

Por exemplo, o GH aumenta a sobrevivência de ratos e camundongos infectados 

com bactérias, Salmonella typhimurium e E. coli, respectivamente (EDWARDS et al., 

1991; INOUE et al., 1998). Ele também estimula a produção de interferon-γ, 

induzindo uma resposta imune do tipo Th1 (VENTERS et al., 2001). Em harmonia 

com tais dados, o GH exibe um efeito proliferativo sinérgico sobre células T 

derivadas do baço estimuladas com concanavalina A ou anti-CD3 (POSTEL-VINAY 

et al., 1997). 

A influência de hormônios hipofisários sobre o sistema imune foi também 

demonstrada em estudos com animais geneticamente deficientes de células 

hipofisárias, os camundongos anões Snell-Bagg e Ames, os quais são 

imunologicamente deficientes por apresentar diminuição de células DP no timo 

(PIERPAOLI & SORKIJ, 1968; FABRIS et al., 1971). Esses animais apresentam 

timo, baço e outros órgãos linfóides atrofiados, além de decréscimo de celularidade 

na medula óssea e falta de reação enxerto-versus-hospedeiro. A reconstituição 

desses camundongos com GH foi capaz de estimular a linfopoese e restaurar a 

imunidade celular e humoral. Kelley et al. (1986) verificaram que administração de 

células GH3 em ratos velhos reverteu o tamanho do timo para quase o eqüivalente 

ao de animais jovens e promoveu aumento no número de timócitos corticais. Efeito 

proliferativo foi também observado em timócitos tratados com sobrenadante de 

culturas de células epiteliais tímicas pré-tratadas com GH (LIN et al., 1997). Além 

disso, o timo de animais velhos inoculados com células GH3, apresentou aumento 
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de timócitos CD4+CD8+ e diminuição no número de CD4-CD8- no timo (LI et al., 

1992). A influência pleiotrópica que o GH exerce sobre as células tímicas foi 

demonstrada, ainda, por Savino et al. (2002b), como ilustrado na figura 3. 

Estudos de migração in vitro, mostraram que o GH pode modular a expressão 

de ligantes de matriz extracelular como fibronectina e laminina e seus respectivos 

receptores, VLA-5 e VLA-6 e conseqüente adesão timocitos/TEC. O mesmo grupo 

também demonstrou que o GH foi capaz de acelerar a liberação de linfócitos T de 

complexos linfo-epiteliais e, também, a reconstituição de tais complexos com 

timócitos fetais (de MELLO COELHO et al., 1997). 

O GH, in vivo, mostrou-se capaz de influenciar a migração de timócitos 

murinos de camundongos singênicos para o timo de camundongos SCID, os quais 

são deficientes de células T maduras (MURPHY et al., 1992). O mesmo grupo 

demonstrou que células T de sangue periférico humano migravam para o timo de 

camundongos SCID somente se fossem pré-tratadas com GH. Essa migração 

poderia ainda ser inibida por anticorpos específicos para a cadeia β1 das integrinas 

(TAUB et al., 1994). Estudos sobre o timo em dois modelos murinos: animais 

transgênicos para o gene de GH bovino (Tg-GH) e camundongos BALB/c que 

sofreram injeção intratímica de GH recombinante bovino, mostraram um aumento no 

número de timócitos, e também da deposição de laminina e seu receptor VLA-6 no 

microambiente tímico, tanto em animais Tg-GH quanto em camundongos tratados 

com GH. Além disso, os timócitos obtidos destes animais apresentaram adesão 

aumentada à laminina, migração aumentada em câmaras de transwell pré-tratadas 
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Figura 3. Efeitos pleiotrópicos do GH sobre células tímicas.   

Representação esquemática mostrando que o GH produzido pela hipófise ou por células 

extra-hipofisárias pode agir sobre as células tímicas de maneira endócrina e/ou parácrina 

(SAVINO et al, 2002b). 
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com laminina e também frente às quimiocinas CXCL12/SDF-1α ou CCL19/MIP-3β. 

Quando combinamos laminina com a quimiocina CXCL12, a migração ex-vivo de 

timócitos resultou num somatório dos dois estímulos e este efeito foi observado em 

animais controles, Tg-GH e tratados com GH (SMANIOTTO et al., 2005). 

Outro estudo demonstrou o papel do GH sobre a migração dos chamados 

recentes emigrantes tímicos para os órgãos linfóides periféricos, demonstrando que 

o GH modula in vivo a saída de timócitos, com aumento significativo de células T 

CD4+CD8-FITC+ nos linfonodos (SMANIOTTO et al., 2004).  

1.8 A atuação do GH nas células endoteliais 

O GH desempenha um papel importante na biologia cardiovascular, pois a 

deficiência do hormônio de crescimento está associada ao risco para doença 

cardiovascular e resistência vascular periférica aumentada. A diminuição da 

produção de GH em pacientes, leva à diminuição dos níveis sistêmicos de NO e 

progressão acelerada da arteriosclerose. Conseqüentemente, o tratamento de 

pacientes com GH resulta em resistência periférica total reduzida, débito cardíaco 

aumentado, como também concentrações de colesterol plasmático reduzidos 

(ROSEN & BENGTSSON, 1990; BOGER et al., 1996; NAPOLI et al., 2002).   

Pacientes com acromegalia ou gigantismo, que têm altos níveis plasmáticos 

de GH e IGF-1, geralmente sofrem de aterosclerose grave (IOANITIU et al., 1982). A 

aceleração da aterosclerose é também um tópico recente em estudos de adultos 

com deficiência de GH (PFEIFER et al., 1999). Em adição a isso, a estimulação da 

produção do potente IGF-1 no fígado, aumenta diretamente a proliferação celular, 

até mesmo nos sítios aterogênicos (ISAKSSON et al., 1991; KASUYA et al., 1994). 

Diante disso, geralmente, são considerados processos complexos, consistindo de 

lesão de células endoteliais (RUSCHITZKA et al., 1997), a transformação de 
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macrófagos e células musculares, com uma eventual formação de ateroma. Durante 

o processo de aterogênese, a migração da célula endotelial também ocorre (WALL 

et al., 1981), o que pode ser importante na iniciação da angiogênese e 

vasculogênese no sítio da isquemia e da lesão da célula endotelial (STOUT, 1990). 

O GH também regula a síntese de IGF-1, que por sua vez aumenta a 

liberação de NO (TSUKAHARA et al., 1994). Já os pacientes com baixos níveis de 

GH têm uma disponibilidade reduzida de NO (ROSEN & BENGTSSON, 1990; 

BOGER et al., 1996).  Foi demonstrado que a ativação do IGF-1 contribui para o 

aumento da liberação de NO em culturas de células endoteliais, embora não tenha 

sido detectada a transcrição de IGF-1α e/ou IGF-1β em culturas de células 

endoteliais. O efeito do GH parece ser mediado pela produção local de IGF 

(THOMAS et al., 2003).  

É interessante ressaltar o envolvimento do GH na função endotelial e 

morfologia dos vasos sangüíneos, onde, por exemplo, a deficiência ou excesso de 

GH, estão associados com disfunção endotelial, principalmente no que se refere à 

produção de moduladores do crescimento endotelial, fatores de crescimento 

angiogênico e mudanças na morfologia dos vasos sangüíneos (SILHA et al., 2005). 

Injeção de GH estimula o crescimento de vasos sangüíneos no córtex cerebral de 

ratos velhos quando comparados aos animais não tratados (SONNTAG et al., 1997). 

O GH e IGF-I podem estimular ou inibir vários estágios da formação ou remodelação 

de novos vasos sanguíneos, incluindo proliferação, migração, produção de 

proteases e apoptose em células endoteliais (CORBACHO et al., 2002). 

Entretanto, no que se refere ao possível papel do GH na fisiologia do timo e, 

em particular, sobre as células endoteliais envolvidas na transmigração de células T 

neste órgão, faz-se necessário um estudo mais detalhado. 
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2 OBJETIVOS 

A análise crítica dos dados publicados na literatura sobre os efeitos do GH 

sobre o microambiente tímico e a migração de linfócitos T durante o 

desenvolvimento, mostram que questões relevantes para o entendimento da 

fisiologia tímica e da entrada e saída de células T, ainda não haviam sido 

respondidas. Interessados em contribuir para o estudo do controle neuroendócrino 

sobre o timo, para um melhor delineamento de estratégias terapêuticas baseadas 

em GH, que poderão ser utilizadas em condições de imunodeficiência, investigamos 

a influência in vitro desse hormônio sobre a linhagem de células endoteliais derivada 

de timo murino (tEnd.1), nesse sentido, buscou-se: 

 

 Analisar os efeitos do GH na proliferação e morfologia das células endoteliais 

tímicas; 

 avaliar a ação do GH na expressão de ligantes e receptores de matriz 

extracelular em tEnd.1; 

 verificar a ação do GH em  interações tEnd.1/timócitos; 

 observar o efeito do GH na migração transendotelial de timócitos. 
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3 MATERIAL E MÉTODO 

3.1 Animais 

 Em todos os experimentos, utilizamos camundongos machos da linhagem 

C57BL/6, adultos jovens, com idade média de 4 a 6 semanas. Os animais foram 

obtidos junto ao Centro de Criação de Animais de Laboratório da Fundação Oswaldo 

Cruz (Rio de Janeiro), foram mantidos em condições de água e alimentos ad libitum. 

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as normas da Comissão 

de Ética em Experimentação Animal da Fundação Oswaldo Cruz. Os experimentos 

foram realizados no Laboratório de Pesquisas Sobre o Timo, cujo espaço e materiais 

foram gentilmente cedidos pelo Dr. Wilson Savino. 

3.2 Reagentes 

 GH humano recombinante, meio de cultura RPMI 1640, L-glutamina, tripsina, 

salina tamponada com fosfato (PBS, pH 7.2) e albumina sérica bovina (BSA) foram 

obtidos da Sigma Chemical (St Louis, USA); soro fetal bovino (SFB) inativado foi 

comprado da Cultilab (Campinas, SP); etanol, corante Giemsa e anti-fading foram 

obtidos da Merck (Campinas, SP). 

3.3 Anticorpos 

 Para a imunocitoquímica, foram utilizados os anticorpos primários anti-

laminina e anti-fibronectina (Sigma Chemical, St. Louis, USA) produzidos em coelho, 

anticorpos secundários produzidos em cabra anti-Ig de coelho (GAR) conjugado ao 

fluorocromo alexa-488 (padrão de fluorescência verde). Como controle negativo foi 

utilizada uma imunoglobulina não relacionada de mesma classe. 

Para os ensaios de citometria de fluxo foram utilizados anticorpos primários 

conjugados diretamente a diferentes fluorocromos, sendo eles: CD49d (VLA-4) 
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FITC, CD49e (VLA-5) PE, CD49f (VLA-6) PE, CD4 FITC, CD4 PE e CD8 CY 

(Becton-Dickinson/PharMingen). Como controles negativos foram utilizadas 

imunoglobulinas não relacionadas, marcadas com fluorocromos correspondentes. 

3.4 Tratamentos utilizados nos ensaios 

No ensaio de proliferação, as células endoteliais tímicas foram tratadas, ou 

não, com GH nas concentrações de 2, 20 ou 200 ng/mL, por 8 ou 24 horas, em meio 

RPMI 1640 a 2% de SFB. 

No ensaio de imunocitoquímica, as células foram tratadas, ou não, com GH 

na concentração de 20 ng/mL por 24 horas, em meio RPMI 1640 a 2% de SFB. 

No ensaio de adesão entre timócitos/tEnd.1, nos ensaios de citofluorimetria e 

nos ensaios de migração transendotelial, as células foram tratadas, ou não, com GH 

na concentração de 20 ng/mL por 8 horas, em meio RPMI 1640 a 2% de SBF. 

3.5 Cultura de células endoteliais tímicas 

A linhagem de células endoteliais tEnd.1 derivadas de timo murino, foram 

cultivadas de acordo com os protocolos experimentais em meio de cultura RPMI 

1640 suplementado com SFB, em frascos de cultura de 25 cm2 (Corning Glass 

Works, NY, USA), câmaras lab-tek de vidro com 8 poços, placas de petri para cultura 

de tecido de 35 mm de diâmetro, placas de 24, placas de 6 poços, insertos com 

membranas de policarbonato com 10 mm de diâmetro e poros de 8,0 µm (Nunc, 

Roskilde, Denmark). As culturas foram mantidas a 37°C em estufa cuja atmosfera 

continha 5% de CO2. A passagem das células, por tratamento com solução de 

tripsina/EDTA livre de cálcio e magnésio pH 7.2, foi feita quando estas alcançavam o 

estado de semiconfluência. 
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 3.6 Ensaio de proliferação de células endoteliais tímicas 

Para a realização desse ensaio, 2.5 x 104  tEnd.1 foram cultivadas triplicatas, 

em placas de seis poços, por 16 horas na presença de SFB a 10%. Após lavagem 

com PBS, as células foram tratadas, ou não (controle), com GH nas concentrações 

de 2, 20 ou 200 ng/mL, por 8 ou 24 horas, em meio RPMI 1640 a 2% de SFB. 

Em seguida, utilizou-se uma solução de tripsina/EDTA, para que as células 

fossem desprendidas da placa, lavadas com o próprio meio e contadas em câmara 

de Neubauer por dois diferentes observadores. 

3.7 Ensaio de imunocitoquímica 

Após o tratamento, ou não, com GH em câmaras lab-tek de vidro com 8 

poços, as células foram lavadas com PBS e fixadas em etanol absoluto por 5 

minutos. Posteriormente, as células foram hidratadas com PBS e, após 10 minutos, 

foi feito um bloqueio com PBS-BSA a 1%, a fim de bloquear as ligações 

inespecíficas dos anticorpos primários às diferentes preparações. Após um período 

de 30 minutos, foram incubados em câmara úmida em diluições adequadas com 

anticorpos primários específicos para laminina ou fibronectina por 1h à temperatura 

ambiente seguida de três lavagens de 5 minutos com PBS. As amostras foram 

incubadas com o anticorpo secundário GAR-alexa-488 durante 45 minutos. Na 

seqüência, lavou-se com PBS e as lâminas foram montadas com anti-fading para 

uma posterior análise em microscópio confocal LSM 510-Zeiss (Oberkochen, 

Alemanha).  

3.8 Ensaio de adesão timócitos/tEnd.1 

 A linhagem de células endoteliais tEnd.1 foi plaqueada com meio RPMI 

suplementado com SFB a 10%, em frascos de 25 cm2 na densidade de 105 
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células/mL, e deixados por 16 horas em estufa de CO2 a 37°C para aderirem. Em 

seguida foram lavadas com PBS e tratadas ou não com GH. Após o tratamento, 

tEnd.1 foram lavadas com PBS e então realizada co-cultura por 1 hora a 37ºC das 

células endoteliais com timócitos frescos (na proporção de 50 timócitos/célula 

endotelial) obtidos de camundongos C57BL/6 de 4-6 semanas de idade.  

Em seguida, os timócitos não aderentes foram delicadamente retirados, por 

lavagem com PBS. Nos experimentos delineados com objetivo de determinar o 

fenótipo dos timócitos aderidos, estes foram recolhidos, quantificados e submetidos 

à marcação para citofluorimetria. Em outros experimentos, após a lavagem, as co-

culturas foram fixadas por 10 minutos em etanol e coradas por 15 minutos com 

Giemsa. A adesão dos timócitos às tEnd.1 foi avaliada por dois observadores, por 

contagem ao microscópio óptico, para posterior realização do índice de adesão (IA).  

 Para obtermos o IA aplicamos a seguinte fórmula (LANNES-VIEIRA et al., 

1993; VILLA-VERDE et al., 1993): 

IA =   tEnd.1 com timócitos aderidos     x    timócitos aderidos nas tEnd.1   x 100 
número total de tEnd.1                        número total de tEnd.1 

 

3.9 Ensaio de migração transendotelial 

Os ensaios de migração transendotelial de timócitos ex-vivo foram 

desenvolvidos utilizando o sistema de “transwell”, empregando insertos com 

membranas de policarbonato 10 mm de diâmetro e poros de 8,0 µm. Primeiramente, 

foi colocado 500µL de meio RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB em cada 

poço em placas de 24 poços e as células tEnd.1 foram cultivadas sobre a membrana 

dos insertos: 2 x 105 tEnd.1/inserto em 500µL de meio RPMI 1640 suplementado 

com 10% de SFB. 
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 Após 40 horas de cultivo, as células tEnd.1 foram tratadas, ou não, com GH 

na concentração de 20 ng/mL por 8 horas em meio de cultura RPMI suplementado 

com 2% de SFB. Após as 48 horas de cultivo, formou-se uma monocamada de 

células tEnd.1 na membrana. No desenvolvimento da migração, no poço inferior de 

uma nova placa, foram adicionados 500 µL de meio de cultura RPMI suplementado 

com 10% de SFB e nos insertos contendo a monocamada de células foram 

adicionados 2 x 106 timócitos frescos, obtidos de camundongo C57BL/6 de 4-6 

semanas de idade em 500 µL de meio de cultura RPMI suplementado com 10% de 

SFB. A migração celular foi desenvolvida por 18 horas em estufa de 5% CO2 a 37°C. 

Posteriormente, os timócitos que migraram para a câmara inferior foram recolhidos, 

contados em câmara de Neubauer e marcados para posterior análise 

citofluorimétrica. 

3.10 Análise por citofluorimetria 

Para a avaliação fenotípica nos ensaios de adesão e migração, os timócitos 

foram colocados em microplacas de fundo em “U” e incubados durante 20 minutos a 

4°C com uma mistura de anti-CD4-FITC e anti-CD8-Cy mAbs, sendo que em alguns 

experimentos foram utilizadas as misturas anti-CD4-PE e anti-CD8-Cy, diluídos 

adequadamente em PBS. Para avaliar a expressão das integrinas na superfície das 

células endoteliais tratadas, ou não com GH na concentração de 20ng/mL por 8 

horas, foram incubadas durante 20 minutos a 4°C com CD49d (VLA-4) FITC ou 

CD49e (VLA-5) PE ou anti-CD49f (VLA-6) PE, diluídos adequadamente em PBS. 

Após a lavagem, as células foram recolhidas e fixadas em solução de PBS-

azida sódica 0,05% contendo 1% de formaldeído, em volume final de 200 µl por 

amostra, sendo posteriormente analisadas por citometria de fluxo no aparelho 

FACScalibur (Becton & Dickinson, CA, USA) equipado com programa CellQuest. 
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Aproximadamente 10.000 células foram obtidas por amostra e as análises 

processadas no software WinMid versão 2.8. As células foram selecionadas a partir 

dos parâmetros de tamanho x granulosidade já determinados para os  timócitos e 

para as células endoteliais. 

3.11 Análise estatística 

 Para as análises estatísticas foram utilizados o teste t de Student, e o teste 

one-way ANOVA . Para as análises e confecção dos gráficos foi utilizado o software 

GradPad  Prism vs 3.00. Valores foram considerados significantes quando p<0,05.  
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4 RESULTADOS 

4.1 Efeitos do GH na proliferação e morfologia de células endoteliais tímicas 

Em um primeiro grupo de experimentos, avaliamos a influência do GH, em 

diferentes concentrações, na proliferação e morfologia das células endoteliais 

tímicas. Detectamos um discreto aumento no número de células após tratamento 

nas concentrações de 2 ng/mL e 200 ng/mL quando comparadas as células não 

tratadas com GH (controle), isso ocorreu tanto após 8 horas como após 24 horas de 

tratamento. No entanto, tais diferenças não foram estatisticamente significativas 

(Figura 4A e 4B).  

Quando analisamos, o número de células tEnd.1 após elas terem sido 

submetidas a 8 horas ou 24 horas de tratamento na concentração de 20 ng/mL, nos 

tempos estudados, apresentaram um aumento estatisticamente significativo, quando 

comparado ao número de células das culturas não tratadas com GH  (Figura 4A e 

4B). 

Ocorrida a modulação pelo GH na proliferação das células tEnd.1, avaliamos, 

em seguida, se a morfologia das células apresentavam alterações quando 

submetidas ao tratamento na concentração de 20 ng/mL. Observamos, através da 

microscopia de contraste de fase e microscopia óptica, que as células tratadas com 

GH, apresentavam-se vacuoladas, além de serem evidenciadas ramificações 

citoplasmáticas quando comparadas às células não tratadas (Figura 5). 
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Figura 4. Efeitos do GH na proliferação das células da linhagem tEnd.1. Em A, 

observa-se o número de células endoteliais tímicas após 8 horas de tratamento nas 

diferentes concentrações e, em B, após 24 horas de tratamento. As barras representam 

médias com correspondente erro padrão, sendo n=9. A análise estatística foi feita 

através do teste one-way ANOVA.  *p<0,05 em relação ao controle. 
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Figura 5. Efeitos do GH na morfologia das células tEnd.1. O painel superior, mostra 

células não submetidas ao tratamento, no painel inferior  as células foram submetidas ao 

tratamento por 24 horas com GH na concentração de 20 ng/mL, onde se observa, por 

microscopia de contraste de fase, alterações na morfologia das células tratadas.  

Aumento 400X.  
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4.2 Efeitos do GH sobre a expressão de ligantes e receptores de matriz 

extracelular por células endoteliais tímicas 

Considerando a modulação positiva na proliferação de células endoteliais pelo 

GH e, por ser estatisticamente significativa, na concentração de 20 ng/mL, 

procuramos avaliar se a produção de moléculas de ECM também estaria modificada. 

Para tal, realizamos ensaios imunocitoquímicos utilizando marcadores específicos 

para laminina e fibronectina.  

Nossos resultados mostraram que o GH, na concentração de 20 ng/mL por 24 

horas, foi capaz de induzir a um aumento na produção das glicoproteínas laminina 

(Figura 6) e fibronectina (Figura 7), pelas células endoteliais tEnd.1, em relação ao 

controle, como demonstrado pela densidade da fluorescência analisada em 

microscópio confocal. 

Tendo em vista os efeitos do GH, relatados acima, sobre as tEnd.1, 

procuramos determinar se este hormônio poderia, também, apresentar efeitos sobre 

a expressão de receptores de ECM. Vimos que o GH foi capaz de aumentar a 

expressão de receptores para fibronectina, VLA-4 e VLA-5, na superfície das células 

tEnd.1 após tratamento por 8 horas na concentração de 20 ng/mL. O mesmo efeito 

não foi observado na expressão do receptor para laminina e para a integrina VLA-6, 

em relação ao controle, como demonstrado pela análise citofluorimétrica (Figura 8). 
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Figura 6. Ação do GH na produção de laminina por células endoteliais tímicas. As 

células foram cultivadas, na ausência (Ctr) ou presença do GH, na concentração de 20 

ng/mL por 24 horas. Detecção feita por imunofluorescência com anticorpo específico, 

representado na micrografia pela fluorescência verde. Os resultados foram confirmados em 

três experimentos. Painel superior (200X); painel inferior (1000X). O Inserto no painel 

superior representa o controle negativo. 
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Figura 7.  Ação do GH na produção de fibronectina por células endoteliais tímicas. As 

células foram cultivadas, na ausência (Ctr) ou presença do GH, na concentração de 20 

ng/mL por 24 horas. Detecção feita por imunofluorescência com anticorpo específico, 

representado na micrografia pela fluorescência verde. Os resultados foram confirmados em 

três experimentos. Painel superior (200X); painel inferior (1000X). O Inserto no painel 

superior representa o controle negativo.  
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Figura 8. Expressão de receptores de ECM em tEnd.1. O painel mostra, por 

citofluorimetria, a detecção de VLA-4 e VLA-5, receptores para fibronectina, e VLA-6, 

receptor para laminina, na superfície das tEnd.1. As células endoteliais foram cultivadas, 

na ausência (Ctr) ou na presença de GH, na concentração de 20 ng/mL por 8 horas. O 

traço citofluorimétrico, em preto, representa a marcação obtida com imunoglobulinas não-

relacionadas. Os histogramas são representativos de três experimentos independentes. 
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4.3 Adesão de timócitos às tEnd.1 previamente tratadas com GH 

Como havíamos verificado em tEnd.1 que o GH aumenta a expressão de 

ligantes e receptores de ECM, procuramos verificar se esse hormônio poderia estar 

envolvido em processos intratímicos modulados por ECM. 

O GH, na concentração de 20 ng/mL, num período de 8 horas, induziu a um 

aumento da adesão tEnd.1/timócitos conforme apresentado por percentagem do IA 

entre esses dois tipos celulares (Figura 9). Este aumento também foi verificado pela 

contagem do número total de timócitos aderidos às tEnd.1 previamente tratadas com 

GH (Figura 10A). 

Quando analisamos os timócitos aderidos às tEnd.1 após um hora de co-

cultura, através da citofluorimetria, verificamos que o fenótipo CD4/CD8 permaneceu 

similar nos timócitos aderidos às tEnd.1, quando comparamos os grupos tratados 

com GH, na concentração de 20 ng/mL por 8 horas, com os não-tratados (Figura 

10B). 
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Figura 9. Efeito do GH sobre a adesão dos timócitos à linhagem de células 

endoteliais. Após 8 horas de tratamento das tEnd.1 com este hormônio, na concentração 

de 20 ng/mL, houve um aumento na adesão. O painel superior, mostra a fotomicrografia de 

células endoteliais co-cultivadas com timócitos, fixadas com metanol e coradas com 

Giemsa. No painel inferior, os resultados estão expressos como índice de adesão. Estes 

dados representam a média de três experimentos independentes. As setas indicam 

timócitos ligados as tEnd.1. Painel superior (100X). 
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Figura 10. Efeitos do GH sobre os timócitos aderidos. As células tEnd.1 foram tratadas 

ou não com GH na concentração de 20 ng/mL por 8h. O painel A, mostra o número total de 

timócitos aderidos as tEnd.1. No painel B, a citofluorimetria mostra que a percentagem das 

subpopulaçoes de timócitos aderidos às tEnd.1, definidos pela expressão das moléculas 

CD4/CD8, não foi modulada pelo GH. Perfil representativo de quatro experimentos 

independentes. As barras representam a média ± erro padrão, sendo n=4. A análise 

estatística foi feita através do teste t.  *p<0,05 
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4.4 Efeitos do GH na migração transendotelial 

Considerando-se que o GH modula positivamente ligantes e receptores de 

ECM nas células tEnd.1, e que ensaios de adesão de timócitos co-cultivados com 

tEnd.1 sofreram influência desse hormônio, fenômenos importantes para a migração 

celular, decidimos estudar os efeitos do GH sobre a migração transendotelial de 

timócitos. 

Para isso, foi utilizado o sistema de transwell, onde foram empregados 

insertos com membranas de 10 mm de diâmetro e poros de 8,0 µm, nos quais 

verificamos que a migração, quando desenvolvida por 18 horas, em insertos 

contendo monocamada de células tEnd.1 tratadas previamente por 8 horas com GH 

na concentração de 20 ng/mL, diminuiu significativamente o número de timócitos 

migrantes quando comparado ao controle (Figura 11A). Ao analisarmos, por 

citofluorimetria, o fenótipo CD4/CD8 das células migrantes, observamos que a 

modulação negativa ocorreu principalmente nas células de fenótipo CD4+CD8+ 

(Figura 11B). 
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Figura 11. Ação do GH na migração transendotelial de timócitos. As células da 

linhagem tEnd.1 foram tratadas com este hormônio, na concentração de 20 ng/mL, por 8 

horas. O painel A, mostra o número total de timócitos migrantes. No painel B, está 

representado o número absoluto das subpopulações CD4/CD8. As barras representam 

médias com correspondente erro padrão, sendo n=10. A análise estatística foi feita 

através do teste t. *p<0,05. 
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5 DISCUSSÃO E CONCLUSÃO 

Em nosso trabalho, tivemos como objetivo estudar os efeitos de um hormônio 

hipofisário, o GH, sobre as células endoteliais de um órgão primário do sistema 

imune, o timo. O GH é secretado pelas células somatotróficas da adenohipófise e 

suas ações clássicas estão relacionadas à síntese de proteínas, proliferação e 

diferenciação celular e, conseqüentemente, pelo crescimento tecidual. 

Influenciados por trabalhos anteriores, os quais demonstraram efeitos do GH 

sobre vários aspectos morfológicos e funcionais do timo (LI et al., 1992; MURPHY et 

al., 1992; TAUB et al., 1994; de MELLO COELHO et al., 1997; SAVINO et al., 2002b; 

SMANIOTTO et al, 2005), já descritos na introdução deste trabalho, interessamo-nos 

em estudar a ação desse hormônio sobre células endoteliais tímicas, as quais estão 

envolvidas nos processos de entrada de células pré-T oriundas da medula óssea e 

na saída de linfócitos T maduros. 

Efeitos do GH sobre células endoteliais foram observados quando Silha et al. 

(2005) demonstraram o envolvimento deste hormônio na função endotelial, 

principalmente no que se refere à produção de moduladores do crescimento 

tecidual, fatores de crescimento angiogênico e mudanças na morfologia dos vasos 

sangüíneos. Sonntag et al. (1997) demonstraram que a injeção de GH estimula o 

crescimento de vasos sangüíneos no córtex cerebral de ratos velhos quando 

comparados aos animais não tratados. Corbacho et al. (2002) mostraram que o GH 

pode estimular ou inibir vários estágios da formação ou remodelação de novos 

vasos sangüíneos, incluindo a proliferação de células endoteliais, migração celular, 

produção de proteases e apoptose. 

Inicialmente, verificamos que o GH foi capaz de aumentar significativamente o 

número de células endoteliais tímicas (tEnd.1) após tratamento por 8 horas ou por 
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24 horas, na concentração de 20 ng/mL, quando comparamos com as células não 

tratadas (controle). Isto sugere que o GH atue estimulando a proliferação e/ou 

apresente um efeito anti-apoptótico nestas células. Mitsunaka et al. (2001), 

demonstraram o papel do GH como um agente anti-apoptótico em linhagens de 

células T humanas. Dados similares foram descritos por Rymaszewski et al. (1991), 

quando afirmaram que o GH aumenta, in vitro, a proliferação de células endoteliais 

da retina humana, demonstrando assim uma ação desse hormônio na biologia de 

células endoteliais. Ainda, foi demonstrado que o antagonista do hormônio liberador 

do hormônio do crescimento (MZ-4-71), inibe a secreção de VEGF e a proliferação 

de células endoteliais murinas (SIEJKA et al., 2003). 

Para Timsit et al. (1992), o GH melhora consistentemente a proliferação in 

vitro de TEC humanas, efeito que foi confirmado utilizando-se linhagens de TEC 

derivadas de rato (TSUJI et al., 1997). Curiosamente, a somatostatina, o inibidor da 

liberação de GH, bloqueia significativamente a proliferação de culturas de TEC 

humanas (FERONE et al., 1999). Efeitos proliferativos também foram observados 

em timócitos de camundongos transgênicos para o GH (SMANIOTTO et al., 2005). 

 Tendo em vista a modulação do GH na proliferação das células endoteliais, 

avaliamos, em seguida, a ocorrência, ou não, de alterações na morfologia destas 

células, sob as mesmas condições utilizadas na proliferação. Observamos, através 

da microscopia de contraste de fase, que as células tratadas com GH apresentaram-

se vacuoladas e com prolongamentos citoplasmáticos evidenciados quando 

comparadas ao controle, o que pode sugerir que o GH possa estar atuando na 

ativação destas células. Entretanto, estudos futuros sobre o efeito do GH na 

ativação de tEnd.1 serão necessários para verificar se tal hipótese se confirma ou 

não. 
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A fim de estudarmos os efeitos do GH sobre a interação tEnd.1/timócitos, 

verificamos a influência desse hormônio na expressão de ligantes e receptores de 

ECM pelas células endoteliais. Vimos assim que o GH, na concentração de 20 

ng/mL por 24 horas, intensificou a produção das glicoproteínas adesivas, 

fibronectina e laminina, por estas células. Observamos, também, que o GH foi capaz 

de aumentar a expressão de receptores para fibronectina (VLA-4 e VLA-5) na 

superfície das tEnd.1 após tratamento por 8h na concentração de 20 ng/mL. O 

mesmo efeito não foi observado na expressão do receptor para laminina (VLA-6).  

Neste contexto, Savino et al. (2000; 2002a) demonstraram que a laminina e a 

fibronectina, no timo, são produzidas por TEC, células fagocitárias do retículo tímico 

e fibroblastos. Por outro lado, células do microambiente tímico e timócitos 

expressam receptores para laminina (VLA-3 e VLA-6), bem como receptores para 

fibronectina (VLA-4 e VLA-5). Em humanos, foi evidenciado que timócitos mais 

imaturos usam VLA-4 para aderir e migrar sobre fibronectina, enquanto que células 

maduras aparentemente usam VLA-4 e VLA-5 para migrar (SALOMON et al., 1994; 

CRISA et al., 1996; DALMAU et al., 1999). Culturas de TEC tratadas com GH 

aumentam a produção de laminina e fibronectina, bem como seus correspondentes 

receptores VLA-5 e VLA-6 ( de MELLO-COELHO et al., 1997). Ainda, o GH induziu o 

aumento de laminina e de seu receptor VLA-6 no microambente tímico de 

camundongos transgênicos (SMANIOTTO et al., 2005).  

Vale dizer que ligantes e receptores de matriz extracelular são importantes 

para os processos de adesão e migração de timócitos. Lannes et al. (1993) e Villa-

Verde et al. (1994) mostraram, anteriormente, que a adesão de timócitos em culturas 

de TEC é reforçada pela presença de componentes de ECM, enquanto anticorpos 
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contra estas moléculas, ou seus respectivos receptores, promovem um efeito 

oposto. 

Em nossos resultados, também observamos que o GH induziu o aumento na 

adesão de timócitos às tEnd.1 tratadas por 8 horas com esse hormônio. Entretanto, 

ao analisarmos os timócitos aderidos às tEnd.1, através da citofluorimetria, 

observamos que o fenótipo CD4/CD8 permaneceu similar nos timócitos aderidos as 

tEnd.1, quando comparamos os grupos tratados com GH aos não-tratados. 

Somando esses dados de adesão, ao fato de que este hormônio modula 

positivamente a expressão de ligantes e receptores de ECM por tEnd.1, não é 

surpreendente pensar que, pelo menos, um mecanismo de atuação do GH nesse 

processo envolvam tais moléculas. Foi demonstrado por de Mello-Coelho et al. 

(1997; 2002) que o GH, assim como o IGF-1, foram capazes de aumentar a adesão 

TEC/timócitos, e que anticorpos específicos para GH, IGF-1 ou seus receptores 

inibiram tais efeitos. Estudos realizados in vitro mostraram que o GH humano 

aumentou a ligação de linfócitos humanos CD4+ e CD8+, ativados ou em repouso, as 

moléculas ICAM-1, VCAM-1, fibronectina e colágeno tipo IV (TAUB et al., 1994).  

Sabendo-se que os ligantes e receptores de ECM são importantes para a 

migração celular, é possível imaginar que este hormônio fosse capaz de atuar na 

migração. Os resultados revelaram que a migração transendotelial, quando 

desenvolvida em insertos contendo tEnd.1 tratadas previamente com GH, diminuiu 

significativamente o número de timócitos migrantes quando comparados ao controle. 

Ao analisarmos, através de citofluorimetria, o fenótipo CD4/CD8 das células 

migrantes, observamos que a modulação negativa ocorreu, principalmente, nas 

células de fenótipo CD4+CD8+
.  Esse resultado nos leva a sugerir que o aumento na 

produção de laminina e fibronectina pelas tEnd.1 e o aumento da expressão dos 
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receptores VLA4 e VLA5 na superfície das células, tenham dificultado a migração 

transendotelial dos timócitos. É conhecido que as metaloproteinases estão 

envolvidas em interações intratímicas mediadas por ECM e são produzidas por 

timócitos humanos (SAVINO et al., 2003). No entanto, futuras investigações serão 

necessárias para o entendimento dos efeitos do GH e as moléculas envolvidas nos 

fenômenos da migração transendotelial. 

Wiedermann et al. (1991) foram os primeiros a demonstrar que GH poderia 

estar envolvido em processos de migração de leucócitos polimorfonucleares. Neste 

estudo de migração, realizado em câmara de Boyden, o GH não estimulou a 

locomoção de leucócitos humanos quando adicionado diretamente sobre as células. 

Os autores explicam que esta inibição da migração é devido a de-adesão dos 

leucócitos polimorfonucleares a superfície artificial e sugere que o GH possa 

modular a adesão destas células via moléculas de adesão. 

Num sistema completamente distinto, o GH mostrou-se in vivo capaz de 

influenciar a migração de timócitos murinos de camundongos singênicos para o timo 

de camundongos SCID, os quais são deficientes de células T maduras (MURPHY et 

al., 1992). O mesmo grupo demonstrou que células T de sangue periférico humano 

migravam para o timo de camundongos SCID somente se fossem pré-tratadas com 

GH e essa migração poderia ser inibida por anticorpos específicos para a cadeia β1 

das integrinas (TAUB et al., 1994). Além disso, o GH humano atua sobre células T in 

vivo fortalecendo a hipótese de que esse hormônio possa aumentar a aderência de 

células mononucleadas ao endotélio e, conseqüentemente, a migração para os 

tecidos linfóides (MURPHY et al., 1992).  

Timócitos obtidos de camundongos transgênicos para o gene de GH, 

apresentam ex-vivo migração aumentada em câmaras de transwell pré-tratadas com 
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laminina e também frente a quimiocina CXCL12 (SMANIOTTO et al., 2005). 

Verificou-se que o GH modulou, in vivo, a saída de timócitos, com aumento 

significativo de células T CD4+CD8- nos linfonodos (SMANIOTTO et al., 2004). 

É importante salientar que células T CD4+ recém emigrantes do timo 

aumentam significativamente em pacientes infectados com HIV-1 quando tratados 

com GH (NAPOLITANO et al., 2002). Também foi mostrado que a entrada no timo 

de progenitores derivados da medula óssea, são parcialmente mediados por VCAM-

1/VLA-4 (SCIMONE et al., 2006).  

Em conclusão, o conjunto de dados apresentados neste trabalho, reforça a 

hipótese de que o GH exerce efeitos sobre as células endoteliais. Neste estudo, 

demonstrado in vitro, utilizando linhagem de células endoteliais tímicas (tEND.1), o 

GH foi capaz de aumentar a proliferação; atuar sobre a morfologia das células; 

aumentar a expressão de ligantes e receptores de ECM, determinando uma 

modulação positiva de adesão tEnd.1/timócitos e, conseqüentemente, nos levam a 

sugerir que estes fatores possam ter contribuído para a diminuição do número de 

timócitos migrantes (Figura 12).  
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Figura 12. Representação esquemática da influência do GH sobre as células 

endoteliais tímicas in vitro. O GH é capaz de aumentar a proliferação e alterar a 

morfologia das células; aumentar a produção de ligantes de ECM e a expressão dos seus 

receptores, o que leva um aumento da adesão de timócitos às tEnd.1. Efeito oposto é 

observado na migração transendotelial, onde ocorre diminuição no número de timócitos 

migrantes. 
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