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RESUMO

A transmigracdo endotelial é um processo essencial no transito de linfécitos. E
sabido que o hormbénio do crescimento (GH) estd envolvido na migracao
intratimica de células T, e que influencia direta ou indiretamente a biologia das
células endoteliais e dos timd&citos. Neste contexto, avaliamos a acao do GH na
migracdo transendotelial de timécitos, frente ou ndo a quimiocina CXCL12. Para
o estudo, utilizamos a linhagem endotelial tEnd.1 e timécitos recém isolados de
camundongos machos C57BL/6 de 4-6 semanas. Através do ensaio de
transmigracao endotelial in vitro de timoécitos, e andlise por citometria de fluxo,
verificamos uma reducdo estatisticamente significativa no namero de timdcitos
transmigrados, principalmente nas subpopulaces CD4"CD8", frente a barreiras
endoteliais tratadas com GH [100 ng/ml], por 8 horas. Este efeito foi revertido
quando os timoécitos foram tratados com GH [100 ng/ml], por 1 hora. Efeitos
similares na transmigracdo foram notados pela acdo do GH frente a CXCL12.
Apesar de todas as subpopulacbes CD4/CD8 terem sido afetadas, observamos
um aumento estatisticamente significativo no numero de timdcitos
transmigrados, principalmente das células CD4"CD8" e CD4"CD8", quando foram
tratados com GH e colocados para migrar em presenca da CXCL12, em relacédo
ao grupo controle ndo tratado e em presenca da quimiocina. Demonstramos,
ainda, por RT-PCR, que o GH na concentracdo de 100 ng/ml, ndo modulou a
expressdao de VCAM-1 e CXCL12 por células tEnd.1 tratadas, por 8 horas. Além
disso, verificamos por analise citofluorimétrica, que o GH sozinho nao alterou a
expressao dos receptores VLA-4 e CXCR4 nos timadcitos transmigrados. Pela acao
conjunta do GH e CXCL12, foi registrado aumento na expressado de VLA-4 sobre
células CD4°CD8" no grupo experimental em que os timécitos foram tratados
com GH, quando comparamos aos grupos onde as células endoteliais foram
tratadas. Quanto a expressdo de CXCR4, verificamos que o GH/CXCL12 diminuiu
a expressao deste receptor sobre timécitos transmigrados, principalmente em
células CD4"CD8", nos grupos experimentais em que o0s timécitos foram
tratados. Em conclusdo, nossos dados fortalecem o postulado de que o GH
influencia a fisiologia do timo, e modula a biologia das células endoteliais e dos
timécitos, com efeitos diferenciais no processo de transmigracdo endotelial de

timo&citos murinos.
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ABSTRACT

Transendothelial migration is a key process in lymphocyte trafficking. It is known
that growth hormone (GH) modulates intrathymic T cell migration and that
directly or indirectly influences the biology of endothelial cells and thymocytes. In
this context, we evaluated the effect of GH on the transendothelial migration of
thymocytes, in the presence or absence the chemokine CXCL12. For the study,
we applied the murine thymic endothelial cell line (tEnd.1) and thymocytes
freshly isolated from male C57BL/6 mice aged 4-6 weeks. Through in vitro
studies of transendothelial migration of thymocytes, and analyses by flow
cytometry, we observed a statistically significant reduction in the numbers of
transmigrated thymocytes, mainly seen for CD4"CD8" cells, across endothelial
barriers treated with GH [100 ng/ml], for 8 h. Importantly, this effect was
reverted when thymocytes were treated with GH [100 ng/ml] for 1 h. Similar
effects were noted in transmigration through joint action of GH and CXCL12.
Despite the fact that all the CD4/CD8-defined subsets have been affected, we
observed a statistically significant increase in the number of transmigrated
thymocytes, mainly of CD4"CD8" and CD4"CD8" cells, when they were treated
with GH and allowed to migrate in response to CXCL12, when compared to
untreated controls in response to CXCL12. We demonstrated, by real-time PCR,
that GH at 100 ng/ml did not modulate the expression of VCAM-1 and CXCL12 by
tEnd.1 cells treated for 8 h. Furthermore, we found by cytofluorimetric assay that
GH alone did not change the membrane expression of VLA-4 and CXCR4 receptor
in transmigrated thymocytes. Through joint action of GH and CXCL12, was
observed increase in expression of VLA-4 on CD4CD8" cells from the group of
GH-treated thymocytes, when compared to groups in which endothelial cells
were treated. As for expression of CXCR4, we found that the GH/CXCL12
decreased the expression of this receptor on transmigrated thymocytes, mainly
in CD47CD8™ cells from the group in which the thymocytes were treated. In
conclusion, our results reinforce that GH influence the thymus physiology and
modulate the biology of endothelial cells and thymocytes, with differential effects

in the process of endothelial transmigration of murine thymocytes.
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1. INTRODUCAO

O sistema nervoso central e o sistema imune sao as duas principais
unidades adaptativas do corpo, relevantes para a sensagao de perigo e
contra-ataque as suas ameacas, tendo o sistema endoécrino como um de
seus principais elos de comunicagao. Por muitos anos, neurociéncia e
imunologia desenvolveram seus conhecimentos independentemente, e
muitos imunologistas acreditavam que o sistema imune fosse inteiramente
autébnomo (Spector, 1996).

Em 1936, Hans Selye ao descrever a Sindrome de Adaptacao Geral,
sugeriu que os sistemas neuroendocrino e imune interagem durante o
estresse (Selye, 1998). Hoje, sabe-se que o0s neurotransmissores e
hormoénios adenohipofisarios produzidos e secretados pelo eixo
hipotalamo-hipdfise influenciam diretamente os drgaos linfoides primarios
(Barnard et al., 2008).

O timo, 6rgao linféide primario e glandula endécrina, a fonte de
células T virgens, fornecendo um microambiente necessario a sinalizacao,
onde ocorrem a diferenciacdo e a maturacdao dos progenitores, que
periodicamente entram neste Orgao através das vénulas pds-capilares
localizadas principalmente na juncao cortico-medular (Scollay et al.,
1980). O movimento ativo dos progenitores pds-natal multipotentes, da
medula dssea para o timo, e das células T simples positivas, deste 6rgao
para a circulacdo periférica, deve ser o resultado de uma combinacao
complexa de sinais bioquimicos que atuam permitindo ou restringindo o
movimento celular (Yin et al., 2006).

Na migracao direcional, como ocorre no timo, o movimento celular é
polarizado por um gradiente quimioatraente e facilitado por uma matriz
extracelular protéica regionalmente dispersa. Por exemplo, a interagao
entre a integrina a4B1 expressa por timdcitos em diferenciagdo com uma
rede de células estromais positivas para VCAM-1, é um dos eventos
necessarios para que ocorra a migragao dos progenitores imaturos através

do coértex timico; enquanto, sinais quimiotaticos, como a quimiocina



CXCL12 e seu receptor CXCR4 estao envolvidos na entrada de
progenitores para o timo e na migracdo intratimica dos timdcitos nos
estagios iniciais de maturacao, bem como, mediando a repulsdo de células
T maduras (Petrie, 2003).

Evidéncias sobre influéncia de hormonios hipofisarios sobre a
fisiologia do timo e a diferenciagdao de células T sdao crescentes. Esta
relacao foi observada em camundongos andes Snell-Bagg, que
apresentam uma alteracao estrutural e funcional no timo provocada por
distirbios endocrinos, como perda da produgao de certos hormonios
hipofisarios (Fabris et al., 1971). Neste sentido, o hormoénio do
crescimento exerce efeitos timopoiéticos, aumenta a funcdo enddcrina do
timo e estimula a migracao intratimica de células T em desenvolvimento
(Dardenne et al., 2009). Porém, o entendimento de seus possiveis efeitos
sobre a entrada de progenitores e a saida de células maduras deste 6rgao
ndo estd claro. E neste contexto que desenvolvemos a presente
dissertacdo, em que examinamos o efeito imunomodulador do horménio
do crescimento no processo de transmigracdo endotelial de timécitos

murinos in vitro.

1.1 NEUROIMUNOMODULACAO

A neuroimunomodulagao, termo empregado em 1987 por Novera
Herbert Spector para nomear uma nova disciplina, dedica-se ao estudo
das interacdes em diferentes aspectos morfoldgicos e funcionais entre os
sistemas imune, nervoso e enddcrino (Conti, 2000). Esta area de estudo
da pesquisa biomédica surgiu da concepgao que a homeostasia organica a
desafios enddgenos ou exdégenos seja o produto de uma ampla rede de
controle (Alves & Palermo-Neto, 2007). Neste entendimento, os sistemas
que evoluiram para executar uma funcdo especializada estdo integrados,
influenciando-se mutuamente (Spector, 1996).

Nas ultimas décadas, foram fornecidas evidéncias que informacdes

derivadas do sistema neuroendocrino sao capazes de modular processos



imunes, e que, o sistema nervoso central recebe mensagens provenientes
do sistema imune, estabelecendo e consolidando um dialogo
funcionalmente relevante entre esses sistemas, sendo a homeostasia sua
principal funcao (Kelley et al., 2007). Tais comunicagdes sugerem um
papel imunomodulatério para o cérebro e uma fungao sensorial para o
sistema imune, o qual capacitaria o sistema nervoso central para receber
e processar estimulos que, de outro modo, ndo seriam percebidos pelas
vias sensoriais classicas (Blalock, 1984).

Trabalhos pioneiros de Hugo Besedovsky e colaboradores mostraram
gue o sistema imune sinaliza para o sistema nervoso central através de
citocinas (Besedovsky & del Rey, 2001; Ziemssen & Kern, 2007). Por
outro lado, as duas principais vias de conexao pelo qual o cérebro sinaliza
para o sistema imune, sao o sistema nervoso autbnomo, via influéncia
neural direta, e o sistema neuroenddcrino através da hipofise (Ziemssen &
Kern, 2007). A base molecular do didalogo imuno-neuroendécrino envolve
ligantes e receptores similares para estabelecer um circuito de
comunicacao intra-e intersistemas (Weigent & Blalock, 1987; Savino &
Dardenne, 1995).

Na década de 70, foi descrito funcionalmente, o primeiro receptor de
hormonio sobre linfécitos, no mesmo periodo que foi relatado que agentes
adrenérgicos sao capazes de modular a proliferacdao destas células
(Revisado em Ziemssen & Kern, 2007). E conhecida a existéncia de ricas
conexdes neurais com os oOrgaos linfoides, bem como, a presenca de
receptores para varios neurotransmissores sobre células do sistema imune
(Webster et al., 2002).

A primeira indicacdao que hormonios hipofisarios possuem um papel
sobre o sistema imune, foi fornecida por experimentos usando roedores
com deficiéncia na hipofise, como exemplo, ratos hipofisectomizados. A
hipofisectomia provoca uma deficiéncia combinada em todos os hormoénios
hipofisarios, com prejuizos no desenvolvimento de diferentes
compartimentos do sistema imune, bem como, nas fungdes efetoras de

leucdcitos, que foram restauradas pela administracdo de hormonios



produzidos pela adenohipéfise (prolactina e horménio do crescimento)
(Kelley et al., 2007).

Um dos reconhecidos moduladores neuroenddcrino da fungdao imune
sao os hormoénios glicocorticoides, produzidos e secretados pelas células
adrenocorticais como resultado da ativacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-
adrenal (Webster et al., 2002). Os glicocorticoides enddgenos podem
influenciar a atividade do sistema imune devido aos seus efeitos anti-
inflamatoério sobre diferentes tipos de células imunes, afetando a producao
de muitas citocinas (Besedovsky & del Rey, 2000).

Um ponto interessante na estimulacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-
adrenal é o envolvimento potencial da prolactina com aumento em sua
secrecdo. Embora nao totalmente compreendido, o papel fisioldgico deste
aumento pode ser explicado como sendo para conter os efeitos que 0s
glicocorticéides exercem sobre o sistema imune (Davis, 1998). Um dos
estudos que indiretamente suporta a hipdtese dos efeitos estimulatérios
da prolactina em diferentes componentes do sistema imune, é o relato
gue a prolactina aumenta a secrecao de timulina, um peptideo timico
envolvido no aumento da atividade de linfécitos (Dardenne & Savino,
1994).

Além disso, hormonios tiredideos exercem efeitos imunomodulatoérios,
sendo mostrado que o tratamento com tiroxina restaurou defeitos
imunoldgicos em camundongos andes Snell-Bagg, resultando em aumento
na celularidade da medula éssea (Kelley et al., 2007). Também, foi
descrito que triiodotironina influencia a fisiologia do timo, estimulando a
diferenciacao de timoécitos, através da modulagdo positiva na secrecdo
hormonal timica e na expressao de ligantes e receptores de matriz
extracelular por células epiteliais timicas (Villa-Verde et al., 1993).

Embora classicamente envolvidos na diferenciacdao sexual e
reproducao, atualmente, os hormoénios sexuais sdo reconhecidos por sua
influéncia pleiotropica, por atuarem sobre multiplos alvos, incluindo o
sistema nervoso central e o sistema imune. Estes hormodnios podem atuar

diretamente sobre células imunes, alterar os sitios do desenvolvimento de



linfécitos e modificar o perfil de citocinas, como ilustrado pelo aumento na
secrecdo das interleucinas- (IL)-6 e IL-10 em camundongos C57BL/6 apds
tratamento com estrogeno. Os hormonios sexuais influenciam o
desenvolvimento, maturacdo, ativacdo e morte das células imunes
(Verthelyi, 2001).

Evidéncias crescentes colocaram os hormonios e/ou neuropeptideos
entre os potentes imunomoduladores, participando em varios aspectos da
funcdo do sistema imune. A fisiologia do timo é modulada por uma
variedade de circuitos bioldgicos incluindo estas moléculas (Savino &
Dardenne, 2000). Sabe-se que neste 6rgdao do sistema imune, foram
encontradas moléculas tipicamente descobertas no sistema nervoso, por
exemplo, neuropilina-1 inicialmente identificada por mediar a atividade
guimiorepulsiva das semaforinas durante o desenvolvimento embrionario
do cérebro, esta também envolvida na formacdo da sinapse imunoldgica e
durante o desenvolvimento de linfocitos no timo humano, por meio do
controle na migracdao celular, sendo estas moléculas constitutivamente

expressas no timo (Lepelletier et al., 2007).

1.2 0 TIMO

O timo é encontrado em todos os vertebrados mandibulados e possui
a plasticidade para gerar um diverso e autocompativel repertério de
células T, que eventualmente deixam este 6rgao para povoarem o0s 6rgaos
linféides periféricos (Boehm & Bleul, 2006). A primeira demonstragcao do
seu crucial papel em estabelecer o desenvolvimento de um sistema imune
normal foi fornecida em 1961, quando foi mostrado que camundongos
timectomizados imediatamente apds o nascimento tinham tecidos linfoides
mal desenvolvidos, respostas imunes prejudicadas e suscetibilidade
anormal a infecgoes recorrentes (Revisado em Miller, 2002).

A funcdo enddcrina timica é sustentada pela atividade secretora das
células do microambiente, particularmente do epitélio timico subcapsular e

medular. Além da producdao de citocinas, as células epiteliais timicas



secretam timosina-al, timopoietina e timulina, que podem atuar sobre o

processo de maturacao dos timdcitos (Hadden, 1998).

1.2.1 Embriologia e Morfologia do Timo

A localizagdao do rudimento timico no endoderma da terceira bolsa
faringeal é definida pela célula epitelial timica, um componente residente
no estroma timico contribuindo para a formacdo do timo funcional. O
marcador molecular precoce sugerido por delinear a regiao de ontogenia
do timo é Foxnl, um fator de transcricdo codificado pelo locus nude e
absolutamente requerido para o desenvolvimento das células epiteliais
timicas (Boehm & Bleul, 2006).

No camundongo, os eventos morfoldgicos da organogénese inicial do
timo ocorrem entre os dias 10 e 13.5 do desenvolvimento embrionario,
desenvolvendo-se bilateralmente como resultado das interagdes entre o
endoderma da terceira bolsa faringeal e o mesénquima da crista neural
circundante. A etapa inicial da organogénese culmina na formacao de dois
primordios, que pelo dia 13.5 atingem suas posicdes aproximadas dentro
do embrido, correspondendo ao timo e as glandulas paratiredides (Manley
& Blackburn, 2003).

O timo é um 6érgdo situado no mediastino pericardico anteriormente
aos grandes vasos do coracao, e consiste de dois lobos distintos
conectados através de tecido conjuntivo. Uma fina capsula de tecido
conjuntivo reveste cada lobo, e desta partem septos incompletos dividindo
parcialmente o parénquima timico em multiplos lébulos (Figura 1).
Anatomicamente e funcionalmente, cada Iébulo apresenta quatro regides:
subcapsular mais externa, cértex, juncdo coértico-medular, e medula
(Pearse, 2006).



Flgura 1. Aspactos maorfoléglcos do Hmo. Fobtomicrograiia da um lobo da Bma
da cammndongo C578L6, onde podemos obsarvar um kbulo demarcado palos
sapios (5), com as regiles cortical (C), bastante darsa em Bmddbos, 8 madular
(M), manos densa aem Bmdchbos. V= vaso sanquineo; 9 sela= cipsula da bacido
conpntivo. Coloracdo: hamaimdinag e eosina. Aumenbo: 100x (Fobomicrogralia
produrida no Laborabirio da Imunohistologia- ICABSARAL, por Adalbarin Alvas
Martins Meha).



Dados da literatura mostram que o timo é o primeiro dos 6rgaos
linféides a ser formado, e cresce consideravelmente, imediatamente apds
0 nascimento em resposta a estimulacdo aos antigenos pds-natal e a
demanda para grandes numeros de células T maduras (Pearse, 2006). Ao
nascer, o timo pesa aproximadamente 15 a 20 g e alcanca o maior
tamanho em relacdo ao peso corporeo nos primeiros meses de vida
(Aspinall & Andrew, 2000). A partir da puberdade, existe um declinio
gradual na integridade e funcao do 6rgao que continua ao longo da vida. A
regressao no tamanho, peso e celularidade sao conhecidos como
involugdo timica, um processo que estd associado com alteracdes no
desenvolvimento dos timdcitos, decorrente da degeneracao acelerada da
matriz extracelular timica e dos vasos sanguineos em resposta a diversos
fatores, dentre eles as citocinas (Li et al., 2004).

O suprimento vascular timico é feito pela distribuicdo dos vasos
intralobulares que sdo representados por arteriolas, capilares e vénulas.
As artérias timicas seguem o curso do septo de tecido conjuntivo
intralobular, e penetram no parénquima deste 6rgdo. As arteriolas correm
no limite entre o cértex e a medula, ramificando-se em capilares, que
ascendem ao cortex formando uma rede de ramificagdo e anastomoses
colaterais e retornam em direcao ao interior do lobo. Neste percurso
recorrente através do cértex, os capilares se rellnem para formar grandes
vasos e na juncao cortico-medular e na medula eles fundem-se em
vénulas pods-capilares. Além disso, a medula é suprida por um pequeno
numero de capilares originando-se diretamente das arteriolas da juncao
cortico-medular (Raviola & Karnovsky, 1972; Pearse, 2006).

As vénulas pds-capilares sao definidas como grandes vasos, cujo
diametro varia de 10 a 50 uym. Suas paredes consistem de endotélio,
lamina basal e adventicia de tecido conjuntivo. Este é o provavel sitio de
entrada e saida dos linfécitos no timo, onde as paredes das vénulas
apresentam arquitetura notavelmente distorcida e sao revestidas por um
endotélio cubico e irregular, permitindo que um grande numero de

linfocitos infiltre o 06rgdo, apdés migracao destas células através dos



espacos intercelulares estabelecidos entre células endoteliais adjacentes
(Raviola & Karnovsky, 1972).

1.2.2 Microambiente timico e migracao intratimica de células T

O parénquima timico é composto de células linféides e de células nao
linfoides. O compartimento ndo linfédide do microambiente timico é
formado, principalmente, por uma rede tridimensional de células
epiteliais, além de células nao epiteliais, como macréfagos, células
dendriticas, fibroblastos e células endoteliais, como também, proteinas de
matriz extracelular (Boyd et al., 1993; Milicevi¢ & Milicevi¢, 2004).

Ao entrarem no timo, os precursores de células T seguem uma rota
migratdria ja estabelecida, direcionando-se para o cortex e em seguida
para a medula. Da entrada dos precursores de células T no timo a saida
de células maduras deste 06rgao, sao estabelecidos varios tipos de
interagbes entre linfocitos T e células do microambiente. As células nao
linféides do timo governam o complexo processo de diferenciacdao dos
timocitos, dando sinais de maturacdo através do contato célula-célula,
bem como, pela producado local de fatores soluveis (Savino et al., 2003;
Ladi et al., 2006).

Uma interacdo chave durante o desenvolvimento dos timdcitos
envolve o receptor de célula T (TCR), que na membrana dessas células
esta fisicamente associado com o complexo molecular CD3. O complexo
TCR/CD3 interage com um peptideo enddgeno apresentado por moléculas
do complexo de histocompatibilidade principal (MHC) expressas
principalmente nas membranas de células ndo linféides. Esta ligagdo é
favorecida pelas moléculas acessérias CD8 e CD4, que sao glicoproteinas
expressas principalmente na superficie dos timdcitos e que interage com
moléculas MHC classe I e classe II, respectivamente. A avidez resultante
desta interacdo é um determinante para os eventos de selegdes positiva e
negativa, cruciais para a diferenciacdao normal dos timécitos (Savino &
Dardenne, 2000; Delves & Roitt, 2000).
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A migracao fisioldgica de timdcitos deve ser entendida como um vetor
resultante de multiplos, simultaneos e/ou sequenciais estimulos
envolvendo citocinas, quimiocinas, hormonios timicos, proteinas de matriz
extracelular, metaloproteinases, bem como, receptores de membrana
celular para todas essas moléculas. Tais interagdes ocorrem durante todo
o processo de diferenciagcao/maturacao de timodcitos (Savino, 2007).

A populacdo de timdcitos pode ser dividida em trés subtipos de
acordo com seu estagio de diferenciagdo, que podem ser analisados
através de mudancas na expressao dos co-receptores CD4 e CD8 (Figura
2).

Células CD4* Células CD4*CD8* duplo-
g simples positivas positivas
&
9,89 83,41
<+ . Cp— 5 '
D - LA
c F
€7 3,15
WP ey ISR . :
Celulas CD4CDB" Celulas CD8*
| duplo-negativas simples positivas
- cD8 o

Figura 2. Expressdo dos co-receptores CD4 e CD8 por timdcitos oriundos do timo de
camundongos C57BLf6 de 4-6 semanas, a partir de uma andlise por citometria de
fluxo, usando anticorpos anti-CD4 e anti-CDE8. As percentagens de todos os
timocitos contribuindo para cada uma das subpopulacdes sao mostradas nos quatro

quadrantes. A< cetas indicam a sequéncia de amadurecimento.
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Estagio I CD4°CD8 (timécitos duplo-negativo ou DN): S3o os
timécitos mais imaturos e ndao expressam o complexo TCR e nem as
moléculas acessérias CD4/CD8; estas células estdao localizadas na regiao
mais externa do cértex timico, notadamente na regido subcapsular, e todo
este compartimento representam aproximadamente 5% do total de
timocitos. Estagio II CD47CD8* (timécitos duplo-positivo ou DP): Estas
células desenvolvem-se a partir dos timocitos do estagio I adquirindo
ambos marcadores CD4/CD8 e rearranja os genes relacionados as cadeias
do TCR; elas ocupam as regidoes cortical média e profunda, e
compreendem 80% do total de timdcitos, tendo um tempo de vida de 3-4
dias, e uma substituicdo didria de 25-33%. Estagio III CD4"CD8 ou CD4
CD8" (timdcitos simples positivo ou SP): Sdo as células que
sucessivamente passam através do estdgio II do desenvolvimento e

escapam do programa de morte celular; elas ocupam a medula,

expressam altos niveis do TCR, e compreendem 15% do total de

timdcitos, com células CD4"CD8” sendo predominantes sobre células CD4"
CD8™ (Scollay & Godfrey, 1995; Milicevi¢ & Milicevi¢, 2004; Ladi et al.,
2006).

1.3 A CELULA ENDOTELIAL E A MIGRACAO TRANSENDOTELIAL DE
CELULAS T

As células endoteliais vasculares originam-se do folheto mesodérmico
esplancnopleura, a partir da célula bipotencial, o hemangioblasto. Na fase
embrionaria, a célula endotelial prolifera, por meio da divisao celular e da
formacao de brotos, que sdao preenchidos pelos componentes do sangue,
dando origem ao vaso. O tecido conjuntivo e as células do musculo liso
sao incorporados posteriormente, sob influéncia da célula endotelial,

completando a formacao do vaso (do Nascimento et al., 2003).
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Num adulto, o endotélio consiste de aproximadamente (1-6) x 10%3
células endoteliais formando uma camada monocelular que reveste
internamente os vasos sanguineos com uma massa estimada de 1 - 1,5
kg (Sumpio et al., 2002; Stoltz et al., 2007).

A célula endotelial possui a forma alongada com o nucleo
proeminente e é repleta de organelas intracelulares, como exemplo, os
corpos de Weibel-Palade, que sdo as unicas organelas secretoras dentro
destas células, armazenando uma variedade de moléculas bioativas,
incluindo o fator von Willebrand, endotelina, P-selectina e IL-8,
necessarias para montar uma resposta rapida as variacdoes ambientais
(Romani et al., 2004; Metcalf et al., 2008).

A posicao estratégica na parede do vaso e a conexao integrada de
toda a rede endotelial permitem considerar o endotélio como um perfeito
sensor bioldgico, capaz de detectar variacdes de pressao arterial, fluxo
sanguineo, mediadores quimicos e alteracdes metabdlicas que possam
ocorrer em qualquer local do organismo. A superficie apical da célula
endotelial apresenta varias macromoléculas ligadas a membrana que
constituem o glicocalix, um mecano-sensor e distribuidor da forca que o
fluxo sanguineo exerce na parede do vaso (Tarbell & Ebong, 2008).

Funcionalmente, o endotélio esta envolvido em varias fungdes vitais
do sistema cardiovascular, sendo normalmente anti-trombdtico e anti-
adesivo, para assegurar a fluidez sanguinea. Essas acdes sao garantidas
pela versatilidade e multiplas propriedades de sintese e metabolismo das
células endoteliais, como exemplo, o controle na liberacdo de
componentes vasoativos (endotelina-1, prostaciclina e O6xido nitrico);
expressdo de proteoglicanas sobre a superficie destas células, bem como,
de outros fatores com funcao anticoagulante e também, a expressdo de
moléculas de adesdo. Como uma barreira, o endotélio € semipermeavel e
controla a transferéncia de moléculas pequenas e grandes. Além disso, as
células endoteliais possuem um papel chave nas reacdes imune e
inflamatdria através da regulacdo no processo de transmigracao de
leucdcitos (Sumpio et al., 2002; Stoltz et al., 2007).
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1.3.1 Interacdes entre as células endoteliais e os leucdocitos

A migracao transendotelial € um processo essencial para o transito de
leucdcitos, e seu descontrole estd associado com muitas doencas, por
exemplo, em desordens inflamatdrias cronicas e em metastases (Hordijk,
2006).

Durante o processo de transmigracao, os leucdcitos sofrem uma série
orquestrada de adesao e de-adesao as células endoteliais, através de uma
variedade de interagcdes moleculares, em que eles sao capturados, rolam e
aderem firmemente junto ao endotélio e finalmente extravasam através
da parede vascular (Springer, 1994), conforme ilustrado resumidamente
na figura 3.

Experimentalmente, o processo de transmigracao é mostrado em trés
etapas sucessivas, onde cada fase € mediada primariamente por uma
familia diferente de moléculas de adesdo (selectinas, integrinas, e
moléculas da superfamilia de imunoglobulinas (Igs)) e seus contra-
receptores (Muller et al., 1993; Muller, 1995).
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Flgura 3. Transmigracio endotellal de linfdcitos. Mokoulas de adesdo colular na suparfice da
cShulas T =a igam a uma variadada de Egantes sobm as oilulas endoteliails (EC), permitindo qua a
ransmigracio ooNTa. As odhulas T depois gue bansmigram, saguam um gradante da moldoilas
quEminatraantes @ astabilizam uma variadade de intBragdes molaculaes com a mde celular
nersidants N0 micno.ambianbs bacdual (Modiicado a partir da Chaite, 2006).
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Inicialmente, interacdes de baixa afinidade mediadas por selectina e
seus ligantes carboidratos causam a captura e o rolamento de leucécitos
sobre as células endoteliais. A familia selectina, um grupo de
glicoproteinas estruturalmente relacionadas, consiste de trés moléculas de
superficie celular com expressao diferencial para leucécitos (L-selectina,
CD62L), plaguetas (P-selectina, CD62P), e endotélio vascular (E-selectina,
CD62E; e P-selectina) (Tedder et al., 1995; Ley & Tedeer, 1995; Kansas,
1996).

Os eventos de adesao inicial, dependentes de selectina, promovem
uma rapida ativacdo das integrinas dos leucdcitos via receptores
acoplados a proteina G, aumentando a afinidade de ligacao destas células
com o endotélio (Hordijk, 2006).

As integrinas compreendem uma grande familia de receptores de
superficie celular, sendo encontradas em varias espécies animais, desde
esponjas até os mamiferos. Cada integrina € um heterodimero formado
por duas subunidades, a e B, e cada combinacao af ligada nao
covalentemente tem a sua propria especificidade de ligacdo e
propriedades de sinalizagdo. Dados mostram que, ja foram identificadas
18 subunidades de cadeia a e 8 subunidades de cadeia B em mamiferos,
permitindo a formacao de pelo menos 24 integrinas. Dependendo da
cadeia B nos heterodimeros, estas moléculas sao classificadas em varias
subfamilias, e muitas delas pertencem ao subtipo 1 ou VLA (antigeno de
aparecimento tardio) (Giancotti & Ruoslahti, 1999; Kinashi, 2005).

Funcionalmente, as integrinas permitem a adesdao firme dos
leucdcitos ao endotélio, através de sua ligagdo a membros da superfamilia
Igs, bem como, a proteinas de matriz extracelular sobre a superficie das
células endoteliais. Além disso, participam da resposta inflamatéria, do
crescimento, diferenciacdo e proliferacao celular, como também,
direcionam as células a vida ou a morte (Giancotti & Ruoslahti, 1999).

Dentre as principais moléculas da superfamilia Igs envolvidas na

adesdo estavel entre o leucécito/célula endotelial via integrinas, a
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molécula-1 de adesdo das células vasculares (VCAM-1) é o ligante
importante para integrina 1 (Stoltz et al., 2007).

Também chamada de INCAM-1, VCAM-1 foi inicialmente encontrada
sobre células endoteliais de veia umbilical humana e definida por sua
capacidade de mediar a adesao de linhagens celulares de melanoma
metastatico. Atualmente, sabe-se que esta molécula é pouco ou nao é
expressa em células em repouso, mas altamente expressa por estimulo
inflamatério. Ela atua como um receptor para linfécitos, mondcitos,
eosinodfilos, basofilos, e células tumorais, e que o contra-receptor nos
linfécitos para esta molécula é a integrina VLA-4 (a4B: ou CD49d/CD?29),
gue também medeia outros processos de adesao, incluindo adesao celular
a fibronectina bem como interacdes homotipica e heterotipica entre
linfécitos. E possivel que VCAM-1 seja importante ndo somente como uma
molécula adesiva, mas também atue na regulacao da diferenciacdo e
atividade de células imunes (Bereta et al., 1993).

Em células T, a interacdo VLA-4/VCAM-1 pode gerar um contato
adesivo estavel ao endotélio, resistente a forca de cisalhamento do fluxo
sanguineo. Essa interacdao adesiva é capaz de mediar todas as etapas da
emigracgao dos linfdcitos, dependendo da afinidade da integrina VLA-4 que
pode ser rapidamente e transitoriamente aumentada por fatores
guimiotaticos, bem como, regulada por proteinas adaptadoras do
citoesqueleto (Chan et al., 2001; Manevich et al., 2007).

Além de participar na migracdo transendotelial de linfocitos, a
integrina VLA-4 e seu ligante VCAM-1 medeiam adesao intercelular entre
células endoteliais e células murais durante a angiogénese, permitindo
gue ambos os tipos celulares recebam sinais de sobrevivéncia dos fatores

de crescimento secretados (Garmy-Susini et al., 2005).
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1.3.2 A transmigracao de leucoécitos através da parede vascular

Apdbs os eventos de adesdo inicial e adesdo firme, ocorre a diapedese,
onde a célula migrante cruza o endotélio através do complexo juncional
interendotelial e sua membrana basal perivascular associada (Hordijk,
2006).

Nesta etapa, a interacdao das moléculas juncionais da célula endotelial
com seus contra-receptores em leucocitos, pode induzir mudancas
fenotipicas e funcionais nos leucocitos transmigrantes. Linfécitos T apds a
migracdo transendotelial expressam elevados niveis da integrina VLA-4 e
de proteases, facilitando a sua migracao através da membrana basal, bem
como, aumentando as suas funcdes celulares no tecido extravascular
(Choi et al., 2004). Entre as moléculas juncionais da célula endotelial
envolvidas nesta etapa, recentemente, foi identificado um novo membro
da superfamilia Igs, chamada de molécula-2 de adesao juncional (JAM-2)
que é altamente expressa durante a embriogénese e ¢é restrita as
subpopulacdes endoteliais em tecidos adultos, notavelmente em vénulas
de endotélio alto nos linfonodos de camundongos (Martin-Padura et al.,
1998; Aurrand-Lions et al., 2001).

Foi observado que JAM-2 é um importante regulador da migracao
transendotelial de linfécitos, como avaliado em ensaio de migracdo de
linfocitos através de monocamadas endoteliais expressando altos niveis de
JAM-2 (Johnson-Léger et al., 2002).

Outro membro da superfamilia Igs, que atuam no processo de
transmigracao de leucécitos através das juncdes intercelulares das células
endoteliais vasculares é a molécula 1 de adesdao celular endotelial a
plagueta (PECAM-1, CD31) (Newman et al., 1990). Esta molécula é
expressa na superficie de células hematopoiéticas e células endoteliais, e
nestas ultimas, concentra-se nos pontos de contato célula-célula. PECAM-
1 parece ser capaz de induzir ativacao de integrinas B1 na superficie dos
leucdcitos, aumentando a motilidade destas células através da membrana
basal (Muller et al., 1993; Muller, 1995).
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A membrana basal perivascular consiste de pericitos mergulhados
dentro de uma rede de proteinas de matriz extracelular, e fornece uma
barreira para os leucdcitos migrantes. Ao contrario da migracao dos
leucdcitos através das células endoteliais que pode durar 5-10 min, a
migracao dos leucdcitos através da membrana basal pode durar 20-30
min in vivo. Essa estrutura gera um substrato adesivo suficiente para
regular o comportamento e fungdes celulares dos leucécitos (Nourshargh
& Marelli-Berg, 2005).

1.3.3 Entrada e saida de células T no timo

O modelo de multiplas etapas da migracdo transendotelial aplica-se
aos eventos de entrada de precursores hamatopoiéticos no timo e a saida
de células T maduras deste 6rgdo. Durante o inicio da embriogénese (dia
11.5 em camundongos e oitava semana da gestacao em humanos),
progenitores linféides comecam a migrar para o rudimento timico
avascular através do envoltério mesenquimal, e este processo de
colonizacdao do timo fetal independente dos vasos é regulado pela acdo de
membros da familia de quimiocinas (Takahama, 2006; Boehm & Bleul,
2006).

As quimiocinas sao polipeptideos pequenos (8-10 KDa) de 67 a 127
aminoacidos, sendo geralmente secretadas e exibindo residuos de cisteina
em suas sequéncias de aminoacidos. Com base na localizacdo das ultimas
duas cisteinas, elas foram classificadas em: CXC ou alfa, CC ou beta, C ou
gama, e CX3C ou delta. Elas possuem capacidade quimioatraente sendo
importantes moduladores ndao somente no controle da migragao celular,
mas também, de outros processos fisioldgicos e patoldgicos, como reparo
tecidual, inflamagao, angiogénese, metastase e no desenvolvimento de
orgaos linféides, através da interacdo com receptores acoplados a
proteina G com sete dominios transmembrana. Todos esses receptores
possuem um peso molecular individual de aproximadamente 40 KDa, e

sao também classificados em quatro familias - CXCR, CCR, CR e CX3CR -
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de acordo ao tipo de quimiocina no qual eles se ligam (Rollins, 1997;
Rossi & Zlotnik, 2000; Rodriguez-Frade et al., 2001).

Particularmente, varias quimiocinas sao expressas no timo, e sao
capazes de atrair células T imaturas e subtipos de timdcitos com variada
eficacia, explicando a localizacdo especifica de subtipos de timécitos
dentro do timo. Por exemplo, CXCL12 que é expressa principalmente na
juncdo cértico-medular do timo, representa um importante fator
quimiotatico para progenitores hematopoiéticos. A interagdo entre CXCL12
e seu receptor CXCR4 é importante na migracao intratimica de timdcitos
imaturos, com as células duplo-negativas (CD4 CD8") e duplo-positivas
(CD47CD8") sendo as mais responsivas (Rossi & Zlotnik, 2000; Norment
& Bevan, 2000). Foi observado que a atividade quimiotatica de CXCL12
para timdcitos corticais pode ser aumentada por proteinas da matriz
extracelular, indicando que as quimiocinas, junto com outras moléculas,
podem controlar a compartimentalizacao vista dentro dos 6rgdos linféides
e coordenar o desenvolvimento de células T (Yanagawa et al., 2001).

Uma vez o timo vascularizado no final da gestacao, por um processo
em que o fator de crescimento endotelial vascular - (VEGF) expresso por
células epiteliais timicas possui um importante papel, progenitores
linféides entram no timo pds-natal por transmigracdo, principalmente,
através do endotélio das vénulas pds-capilares localizadas na juncao
cortico-medular (Raviola & Karnovsky, 1972; Takahama, 2006).

Curiosamente, a entrada de células progenitoras linféides no timo nao
€ um evento continuo, mas um evento intermitente que ocorre em ondas
durante a embriogénese e na idade adulta (Coltey et al., 1989).

A colonizacao do timo adulto é regulada dentre outras interagdes, por
VLA-4/VCAM-1. VCAM-1 é expressa pelos vasos cortico-medular do timo
(provavel sitio de entrada dos progenitores linfoides), e, em combinacdo
com VLA-4, medeia a parada dos progenitores rolando na superficie do
endotélio timico. De fato, inibicao de VCAM-1 e/ou VLA-4 reduziu o
enderecamento de progenitores linféides para o timo em 70+5%
(Scimone et al., 2006).
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Quanto a saida dos timocitos maduros do parénquima timico a
circulacao, recentemente foi mostrado ser um processo controlado pelo
receptor-1 de esfingosina-1-fosfato (S1P;). Este dado é suportado pela
observacdo que células simples positivas adquirem a expressdo de S1P;,
ou que, a caréncia deste receptor impede a saida destas células, que se
acumulam na medula timica. Além disso, a concentracdo de esfingosina-
1-fosfato parece ser mais elevada no soro do que em muitos tecidos.
Estes resultados indicam que a quimioatracdo dos timécitos maduros
expressando - S1P; a esfingosina-1-fosfato regula a saida destas células
do timo pds-natal (Cyster, 2005; Takahama, 2006).

Outra molécula reconhecida por apresentar um papel potencial na
emigragao de timocitos é o marcador de ativacao inicial, CD69. Esta
molécula é uma glicoproteina transmembrana do tipo II, que contém um
dominio extracelular de ligacdo a lectina tipo C e é transitoriamente
expressa no timo sobre timocitos sendo selecionados positiva e
negativamente, e sobre células T maduras. Foi demonstrado que,
camundongos transgénicos para CD69 exibiram um fendtipo de
acumulacdo de timdcitos simples positivo no timo, e redugdao no numero
de células T CD4SP e CD8SP na periferia, mas nenhuma alteracdo da
arquitetura timica, no que se refere a demarcacao cortical e medular
normal, e ao padrdo de localizacdo dos timécitos dentro do timo (Hamann
et al., 1993; Feng et al., 2002).

As quimiocinas também estdao envolvidas no processo de exporte
timico, e deve-se notar que 0s seus sinais quimiotaticos atrativos e/ou
repulsivos sdo responsaveis pelo posicionamento dos timocitos perto das
vénulas pos-capilares facilitando este processo. Por exemplo, CXCL12 que
€ pouco expressa na medula timica medeia repulsdo das células T e em
combinacdao com muitas outras quimiocinas direcionam a saida de células
T maduras do timo (Petrie, 2003).

Além das moléculas de adesao e de quimiotaxia, evidéncias
crescentes mostram que o transito de timocitos estd sob um controle

neuroendocrino. De acordo com esta ideia, foi demonstrado que o fator-1
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de crescimento semelhante a insulina (IGF-1) aumenta a entrada de
precursores celular no timo, aumentando a celularidade deste 6rgdao em
camundongos velhos. Da mesma forma, trabalhos indicam que o
hormonio do crescimento aumenta a entrada e a saida de timédcitos no
timo (Savino & Dardenne, 2000).

1.4 HORMONIO DO CRESCIMENTO: UM AGENTE
IMUNOMODULADOR

O hormoénio do crescimento (GH), também conhecido como
somatotrofina, € membro de uma familia de fatores de crescimento
evolutivamente relacionados que inclui a prolactina, lactdogenos
placentarios, proliferinas, e somatolactina. Ele é produzido principalmente
pelas células somatotroficas da hipoéfise anterior, sendo um polipeptideo
contendo 191 residuos de aminoacidos com duas pontes dissulfeto,
secretado como um mondmero tendo uma massa tedrica de 22-25 KDa e
geralmente nao é glicosilado. O GH é também produzido em outros locais,
como evidenciado por estudos anteriores mostrando expressao do gene
do GH em modrula, blastocisto e em tecidos linféoides e suas células
(Pantaleon et al., 1997; Recher et al., 2001; Welniak et al., 2002; Zhan et
al., 2005).

A producao hipofisaria do GH é pulsatil, principalmente noturna, e
regulada por uma série de fatores: Regulagdo positiva: (1) hormonio
hipotaldamico de liberagdo do GH (GHRH), que nos mamiferos € o mais
importante fator neuroenddécrino que promove a liberagdo do GH pré-
sintetizado; (2) PROP1 e PIT1, fatores de transcricao que regulam a
diferenciacao de células hipofisarias em somatotroéficas; (3) proteina de
ligacdo do GH, que deriva da porcao extracelular da molécula receptora do
GH, estabiliza e transporta GH na circulacao. Regulagcao negativa: (1)

inibicdo da liberacao do GH, mas nao de sua sintese, dependente de
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somatostatina; (2) regulacao de retroalimentagao negativa por IGF-1
(Zhan et al., 2005).

O GH exerce efeitos diversos, diretamente ou através de fatores de
crescimento semelhante a insulina, incluindo: efeito diabetogénico,
lipélise, aumento do transporte de aminoacidos nas células, aumento da
sintese protéica, aumento do crescimento désseo, aumento da massa
magra do corpo, regulacdo na transcricdo de genes especificos (por
exemplo, na expressao do gene de IGF-1, no figado), estimulacao do
metabolismo intermedidrio e modulacdo do sistema imune (Ray &
Melmed, 1997; Chen et al., 1997; Murphy & Longo, 2000; Welniak et al.,
2002).

Sobre o sistema imune, foi mostrado in vitro e in vivo que o GH é
pleiotropico em suas agdes, influenciando na biologia de varias células do
sistema linfo-hematopoiético. Num modelo de peritonite murino letal, o
pré-tratamento dos animais com GH humano recombinante reduziu a
contagem de bactérias peritoneal e aumentou os numeros de neutréfilos
exsudativos com alta expressao do receptor de opsonina CD11b (Inoue et
al., 1998). Também, demonstrou-se que este hormonio promoveu a
diferenciacdao de células pré-B em culturas de medula éssea, quando
tratadas com GH (10 pg/L) por um dia (Sumita et al., 2005).

Varias alteragdes no sistema imune associadas com a deficiéncia de
GH tém sido descritas. Essas alteragdes incluem defeitos profundos na
imunidade de célula T, atividade e numeros reduzidos das células NK
(matadoras naturais), producdo de anticorpo reduzida, hipoplasia timica,
desenvolvimento de célula B anormal. Também, em pacientes adultos com
hipopituitarismo, foi demonstrada uma elevagcao da concentracao
plasmatica dos marcadores de ativacao de mondcitos, TNFa (Fator-a de
necrose tumoral) e da IL-6, bem como, aumento in vitro na adesao de
mondcitos isolados daqueles pacientes a monocamadas confluentes de
células endoteliais adrtica bovina (Serri et al., 1999).

Estudos tém mostrado que a fisiologia do timo é modulada pelo GH,

como por exemplo, a atrofia timica com o envelhecimento é
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correlacionada ao declinio dos niveis de GH (Welniak et al., 2002). Ainda,
a secregao de timulina, um hormdbnio timico produzido por células
epiteliais timicas, é regulada positivamente pelo GH em varias espécies,
incluindo humanos (Timsit et al., 1992).

Em linhagens epiteliais derivadas de células estromais timicas, o
tratamento com GH aumentou a expressao de ligantes e receptores de
matriz extracelular com consequente modulacao das interacdes entre
células epiteliais timicas/timécitos. Além disso, no contexto do complexo
celular linfoepitelial (célula “nurse” timica), a presenca do GH afetou
positivamente a migracdo de timodcitos, evidenciados pelo aumento na
entrada ou saida dos timodcitos desses complexos (de Mello-Coelho et al.,
1997).

No que se refere aos estudos sobre reconstituicao imune, GH possui
um papel importante na timopoiese em mamiferos, exercendo efeitos
antiapoptéticos, estimulando a proliferagdo e ampliando outros sinais
fisioldgicos para a expansao de células T em tempos de estresse. Neste
sentido, investigando os efeitos do GH sobre timopoiese em individuos
adultos infectados com o virus-tipo-1 da imunodeficiéncia humana (HIV-
1), Napolitano et al., (2002) demonstraram aumento do tecido timico em
todos os pacientes apds seis meses de terapia com GH, e que esta
mudanca no padrao de atrofia timica foi acompanhada com um aumento
nos numeros de células T CD4" virgens circulantes. Polgreen et al.,
(2007) mostraram hiperplasia timica, sem alteracdo da microarquitetura
do érgao, em criancas apds trés meses de tratamento com GH. Também,
foi observado em criangas infectadas com HIV e deficientes para o GH,
gue terapia antiretroviral por longo periodo ndo foi efetiva na
reconstituicdo imune; pois, naqueles pacientes, o volume timico foi
menor, a concentracao de IL-7 foi reduzida, a producdo de linfécitos T
virgens foi diminuida, e que a deficiéncia do GH se associou com vias pos-
timicas alteradas (Vigano et al., 2004).

Recentemente, Napolitano et al., (2008) confirmaram e ampliaram

seus estudos iniciais, usando fenotipagem de célula T e analise do numero
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de circulo de excisdo do TCR (TREC). TREC é uma molécula de DNA
circular episomal gerada durante o evento de recombinacdao dos
segmentos génicos, variavel (V) e constante (J), da cadeia a do TCR, que
em uma célula T permite uma estimativa do tempo desde que emigra do
timo, definindo a célula que o apresenta, como uma emigrante recente
timica (RTE, do inglés) (Kong et al., 1999).

Examinando os efeitos do GH sobre o sistema imune de adultos
infectados com HIV-1, durante os primeiros seis meses de terapia, o GH

esteve envolvido no surgimento de massa timica e aumento no nimero de

células T CD4" virgens verdadeiras (CD4"CD45RATCD62LTCD11a%™) e

células T CD4™ totais, apesar de nao ter sido observado aumento no
nimero TREC em células T virgens. Além dos efeitos do GH sobre células
T, nenhuma mudanca foi detectada em outras linhagens hematopoiéticas
(linfécitos B, células NK, hemacias, neutrofilos, plaquetas, ou células
CD34" circulantes) (Napolitano et al., 2008).

Em relacao aos efeitos do GH sobre o sistema cardiovascular, tem
sido relatado que deficiéncia ou excesso de GH esta associado com risco
aumentado para doencgas cardiovasculares, notavelmente por disfuncao
endotelial, como relatado através de reatividade vascular anormal,
espessura e rigidez arterial aumentadas em pacientes com deficiéncia de
GH, bem como, prejuizo na resposta vasodilatadora para acetilcolina em
camundongos transgénicos para GH bovino. Além disso, foram
demonstradas perturbagdes nos niveis de varios fatores de crescimento
vascular, principalmente na angiogenina, que correlacionou com o estado
do GH (Capaldo et al., 2001; Irving et al., 2002; Silha et al., 2005;
Andersson et al., 2006).

No geral, os dados sugerem que uma atividade normal do GH
apresenta uma funcao antiaterogénica. Investigando o papel do GH na
biologia da célula endotelial, particularmente na producdo de éxido nitrico
(*"NO), Thum et al., (2003) demonstraram que o tratamento in vitro com

GH ndo provocou mudancas morfolégicas ou qualquer sinal de
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anormalidade em cultura endotelial EAhy926 confluente, apesar de terem
verificado um aumento na expressao e atividade da enzima sintetase do
NO endotelial (eNOS) e aumento na biodisponibilidade de NO. O éxido
nitrico é considerado um importante mediador antiaterosclerético capaz de
conferir o fendtipo saudavel do endotélio. Além disso, administracao
aguda com GH em individuos saudaveis estimulou a vasodilatagao
endotelial mediada pela ativacdo da via do 6xido nitrico (Napoli et al.,
2003).

Mudancas morfoldgicas causadas pela deficiéncia do GH, tal como,
aumento na espessura intima-média em artéria carétida comum, foi
diminuida apds trés meses de tratamento com GH e este efeito benéfico
foi mantido por dois anos alcancando valores similares ao grupo controle
saudavel (Pfeifer et al., 1999).

Os efeitos atribuidos ao GH sao mediados pelo receptor de GH (GHR)
na superficie das células alvo e ja foi demonstrado, que em primatas o GH
pode atuar também via receptor de prolactina. GHR é um membro da
familia de receptores citocinas tipo I, e para tanto, aciona vias de
transducao de sinais que envolvem a enzima Janus-quinase (JAK2) e os
fatores de transcricao STAT1, 3 e 5 (STAT - transdutor de sinal e ativador
de transcricao) (Murphy & Longo, 2000).

O GHR é amplamente expresso em tecidos hematopoiéticos, incluindo
a medula éssea em todas as linhagens hematopoiéticas e, no timo murino
e humano em ambos os compartimentos, linfoide e nao linféide.
Investigacdo sobre a expressao do GHR em células T murina, revelou as

)4 . ’ +
células imaturas DN e DP, e as ceélulas maduras CD8', como as

subpopulacdes de timdcitos com maior expressdao. Quanto a expressao

diferencial do GHR nas subpopulacdes de timécitos humano, as

frequéncias mais elevadas de células GHR™ foram encontradas dentro da
populacao imatura, especificamente em células CD3 CD4 CD8 CD19

CD34" CD2" (um fendtipo caracterizando os progenitores de células T
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mais imaturos no timo) (Gagnerault et al., 1996; de Mello-Coelho et al.,
1998; Hattori et al., 2001).

Além disso, a expressao do GHR foi observada em células endoteliais
de vasos ovarianos bovino durante a vida fetal, em capilares de tecido
tumoral e em linhagem de célula endotelial humana (Kélle et al., 1998;
Temmim et al., 2000; Thum et al., 2003).

Em conjunto essa introdugao mostra que o GH participa da complexa
rede de interagbes intersistemas, fundamental para a homeostasia do
organismo, onde atua de forma pleiotrdpica, como um imunomodulador,
tendo o timo como um de seus 6rgaos alvo. Considerando a acao do GH
sobre os processos de maturacdo e migracao intratimica de células T,
decidimos investigar o papel deste hormdnio sobre a transmigragao

endotelial de timocitos.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Interessados em contribuir para o estudo do controle neuroenddcrino
sobre o timo, investigamos o efeito imunomodulador do horménio do
crescimento no processo de transmigracao endotelial de timdcitos murinos

in vitro.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para atingirmos a proposta geral, buscamos:

a) Avaliar se o GH modula a passagem de timdcitos murinos por barreiras

endoteliais;

b) Verificar o papel do GH na transmigracdo endotelial de timdcitos frente

a quimiocina CXCL12;

c) Determinar a influéncia do GH na expressdao da molécula de adesao

VCAM-1 e da quimiocina CXCL12 em células endoteliais tEnd.1;

d) Avaliar o controle do GH na expressao de receptores envolvidos na
transmigracao celular, tais como: a integrina VLA-4 e o receptor de

quimiocina CXCR4 na superficie de timdcitos transmigrados;

e) Analisar se o GH altera a expressao de receptores envolvidos na
transmigracao celular, tais como: a integrina VLA-4 e o receptor de
guimiocina CXCR4 na superficie de timédcitos transmigrados frente a
quimiocina CXCL12.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Camundongos machos da linhagem C57BL/6 de 4-6 semanas, obtidos
do Biotério Central da Universidade Federal de Alagoas e do Centro de
Criacdo de Animais do Laboratério da Fundacao Oswaldo Cruz, Rio de
Janeiro. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as
normas da Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da Fundacdo
Oswaldo Cruz. Os experimentos foram realizados no Laboratério de
Imunohistologia - ICBS/UFAL e no Laboratério de Pesquisas Sobre o Timo
- IOC/Fiocruz, cujo espaco e materiais foram gentilmente cedidos pelo Dr.
Wilson Savino.

O projeto de pesquisa foi submetido ao Comité de FEtica da
Universidade Federal de Alagoas, tendo sido aprovado (Processo n©
010323/2008-18).

3.2. Reagentes

Foram utilizados meio de cultura RPMI 1640, L-glutamina, solugao
salina com fosfato (PBS), solugao tripsina-EDTA para células endoteliais
em cultura e hormoénio do crescimento humano recombinante (hGH),
todos adquiridos da Sigma (St. Louis); a quimiocina CXCL12, obtida da
R&D Systems; soro fetal bovino (SBF) (Cultilab); formaldeido (MERCK);

cloroformio e etanol (J.T. Baker).

3.3. Anticorpos

Foram utilizadas diluicdes apropriadas dos seguintes anticorpos
monoclonais conjugados a fluorocromo: anti-CD4/PercP, anti-CD8/APC,
anti-CXCR4/PE e anti-CD49d (subunidade a4 da integrina VLA-4)/FITC.
Como controle negativo de mesmo isotipo, foram usadas as seguintes
imunoglobulinas (IgGs) monoclonais de rato: IgG2b/PE e IgG2b/FITC

(todos os anticorpos foram adquiridos da Becton-Dickinson/PharMingen).
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3.4. Cultura de células

As células endoteliais da linhagem tEnd.1 derivadas de endotelioma

timico murino (Figura 4), foram cultivadas em garrafas de cultura de 25
cm? ou 75 cmz, mantidas em condicao estérii em meio RPMI 1640
suplementado com 10% de SBF e 1% de L-glutamina a 37°C, em
atmosfera umedecida contendo 5% de gas carbbnico (CO,). A passagem
das células tEnd.1, por tratamento com solucdo tripsina-0,25% / EDTA-
0,02% em solugao livre de ca’t / Mg2+ por 5 minutos, foi feita quando

estas alcancavam o estado de semiconfluéncia.

Figura 4. Fotomicrografia da cultura semiconfluente de células
endoteliais tEnd.1. Linhagem de celulas endoteliais tEnd. 1 derivadas de
endoteliorna timico murino {isolada e caracterizada por Williams et al.,
19881, Aumento: 100% (Fotomicrografia produzida no Laboratdrio de
Imunohistologia- ICBS/JFAL, por Adalberto Alves Martins Heta),

3.5. Obtencao de timodcitos

O timo foi retirado em condicdo estéril, de camundongos da linhagem
C57BL/6 eutanasiados por deslocamento cervical e foram macerados
individualmente em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de SBF,

para liberacdao dos timdcitos. As células em suspensdo, sem estroma
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timico, foram recolhidas em tubos de 15 ml e centrifugadas durante 5
minutos a 1200 rpm. Apds centrifugacao, o sobrenadante foi desprezado e
os timécitos depositados no fundo do tubo foram resuspendidos em meio
RPMI 1640/ 10% de SBF, homogeneizados e contados em camara de

Neubauer.

3.6. Ensaio de transmigracao endotelial de timocitos

Para o ensaio in vitro de transmigracao endotelial de timdcitos
murinos, foi utilizado o sistema de transwell, empregando membranas de
policarbonato com 10 mm de diametro e poros de 8.0 um (Nunc, USA)
(Johnson-Léger et al., 2002). Inicialmente, foi colocado 500 pl de meio
RPMI 1640/ 10% de SBF no pogo inferior da placa de 24 pocgos e as
células endoteliais da linhagem tEnd.1 (2 x 10° tEnd.1/inserto, em 500 pl
de meio RPMI 1640/ 10% de SBF), foram cultivadas sobre a membrana
dos insertos transwell, durante 40 h. Apds este periodo, as células
endoteliais foram tratadas ou nao por 8 h, com hormoénio do crescimento
(hGH) na concentracao de 100 ng/ml, em 500 pl de meio RPMI 1640/ 2%
de SBF. O tratamento sempre foi realizado em ambos os lados da
membrana, para garantir um tratamento homogéneo das células
endoteliais cultivadas. Depois das 48 h, as células tEnd.1 formaram uma
monocamada na membrana dos insertos, sobre a qual, foram adicionados
os timécitos (2 x 10° timocitos/inserto, em 500 pyl de meio RPMI 1640/
10% de SBF) previamente tratados ou nao com hGH [100 ng/ml], durante
1 h. Na cadmara inferior, foi colocado previamente o mesmo volume do
meio de cultura, ou meio de cultura com o fator quimiotatico CXCL12 [200
ng/ml]. A transmigragao celular foi desenvolvida por 18 h, em estufa
regulada a 5% de CO, e a 37°C. Posteriormente, os timdcitos
transmigrados na camara inferior foram recolhidos, contados em camara
de Neubauer e marcados com anticorpos de interesse para posteriormente

serem analisados por citometria de fluxo (ver figura 5).
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3.7. Citometria de fluxo

A citometria de fluxo é uma tecnologia que permite contar e analisar
células individuais, identificadas por seus antigenos. O principio basico
dessa técnica consiste em aspirar as células em suspensdo, previamente
marcadas com corantes fluorescentes conjugados a anticorpos especificos
para antigenos celulares. As células sao forcadas a passar através de um
fluxo continuo de liquido, permitindo a interceptacao individual por um ou
mais lasers com comprimento de onda caracteristico para excitar os
fluorocromos (excitagao e emissao de luz num determinado comprimento
de onda). Os elementos 6ticos e eletronicos coletam o grau e direcao da
luz dispersa, e os pulsos de fluorescéncia, e enviam os valores convertidos
ao computador para analise.

Este recurso foi utilizado para avaliacdo do fendtipo definido pelos
marcadores CD4 e CD8, e a expressao do receptor de quimiocina CXCR4 e
da integrina VLA-4 na superficie dos timdcitos transmigrados nas
situagdes experimentais de transmigracao descritas anteriormente. Para
isso, os timocitos foram colocados em microplacas de fundo em “U” e
incubados por 20 minutos a 4°C, na auséncia de luz, com uma mistura
dos seguintes anticorpos apropriadamente diluidos em PBS: anti-
CD4/PercP, anti-CD8/APC, anti-CXCR4/PE e anti-CD49d/FITC. Apds a
incubacdo, as células foram lavadas com PBS, recolhidas e fixadas em
formaldeido 1%, em volume final de 200 pul por amostra, sendo
posteriormente analisadas por citometria de fluxo no aparelho
FACScalibur® (Becton & Dickinson, CA, USA) equipado com programa
CellQuest. Foi determinada uma regido excluindo células ndo viaveis
usando os parametros: tamanho x granulosidade. As imunoglobulinas
IgG2b/PE e IgG2b/FITC foram utilizadas como controle negativo para
definirmos as populagdes negativa e positiva, em relacdo a expressao de
CXCR4 e VLA-4. Para as analises, foi utilizado o software WinMDI® versdo
2.8.
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3.8. Real time (RT)-PCR

3.8.1. Iniciadores de oligonucleotideos

Inicialmente, foram desenhados iniciadores especificos para os genes
de interesse: CXCL12, VCAM-1, B2-microglobulina (sequéncias dos
oligonucleotideos dos diferentes iniciadores utilizados sao apresentadas na
tabela 1, sintetizados por Alpha DNA - Notre Dame St. W), utilizando as
seguintes sequéncias de referéncia encontradas no Gen Bank: CXCL12:
NM_013655.3; VCAM-1: NM_011693.2; B2-microglobulina:
NM_009735.3. Para o desenho daqueles iniciadores, foram utilizados os
programas, gene runner (versao 3.05) e primer 3 (versao online 0.4.0), e
tiveram eles as seguintes caracteristicas: o iniciador direto hibridizando na
juncdo de dois éxons, e o iniciador reverso hibridizando dentro do éxon e
a 60 pares de base (pb) de distadncia do iniciador direto. Além disso, os
iniciadores desenhados foram exclusivos para cDNA e o0s amplicons

analisados tiveram o mesmo tamanho (100 pb).

Tabela 1

Iniciadores usados para a amplificacdo do cDNA

Nome Sequéncia Posicao

VCAM-1 (direto) CACGTGGACATCTACTCTTTCC Exon 2/3

VCAM-1 (reverso) TGTCTGGAGCCAAACACTTG Exon 3

CXQL12 (dirzto) GCTCTGCATCAGTGACGGTA Exon 1/2

CXCL12 (reverso) AGGATTTTCAGATGCTTGACG Exon 2

B2-miaoglooulina GCTATCCAGAAAACCCCTCA Exon 1/2
(direto)
B2-micoglobulina GCGGGTGGAACTGTGTTA Exon 2

{(reverso)
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3.8.2. Extracdo do RNA total das preparagbes de células
endoteliais tEnd.1

As células endoteliais tEnd.1 (2x105 células/garrafa) foram cultivadas

2 em condicao

por um periodo de 40 h, em garrafas de cultura de 25 cm
estéril com meio RPMI 1640 suplementado com 10% de SBF e 1% de L-

glutamina a 37°C, num ambiente umedificado com 5% de gas carbdnico
(CO5). Apds este periodo, as culturas tEnd.1 foram tratadas ou ndo com
GH, na concentragao de 100 ng/ml, em 4 ml de meio RPMI 1640/ 2% de
SBF, durante 8 h. Posteriormente, o meio de cultura foi retirado e as
células aderidas em cada garrafa foram homogeneizadas com 1
ml/garrafa de solugdo Tri reagent (Applied Biosystems), com o auxilio de
um raspador em temperatura ambiente por 5 minutos. Apds este tempo,
o homogeneizado de cada garrafa foi transferido para um tubo de
microcentrifuga devidamente rotulado, sendo adicionado a cada um deles,
200 pl de cloroférmio para a separacao de fases por meio de
centrifugacao refrigerada (-3°C) a 7200 rpm, por 10 minutos. Depois, foi
transferido 400 ul da fase aquosa (RNA) de cada tubo, para um nhovo
tubo, também rotulado, e foi adicionado individualmente 200 pl de etanol
puro.

Para a purificacao final do RNA foram utilizados os filtros e solugoes
de lavagem do conjunto RiboPure Blood (Applied Biosystems). Neste
momento, o homogeneizado com etanol de cada tubo, foi submetido a
passagem por um filtro portando uma membrana de vidro carregada
positivamente. Os RNAs retidos nas membranas foram lavados com as
solucoes de lavagem 1 e 2 para limpar do cloroféormio e dos sais, e depois,
foram separados das membranas por incubagcdo em temperatura
ambiente, por 2 minutos, ao tampdo de eluicdao previamente aquecido
(Elution Buffer) e centrifugados a 14500 rpm, por 9 min, para obtencao do

pellet.
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3.8.3. Transcricao reversa e RT-PCR

A transcricao reversa do RNA total (12,5 ul/reacao) para DNA
complementar (cDNA), feita de acordo ao protocolo de utilizacao do kit de
transcricao reversa cDNA de alta capacidade (Applied Biosystems, 2006),
seguiu as seguintes condicbes do termociclador: etapa 1 (anelamento dos
iniciadores randémicos), 25°C/10 min; etapa 2 (construcao da fita de DNA
complementar pela transcriptase reversa), 37°C/120min; etapa 3
(desnaturacdo da transcriptase reversa), 85°C/5seqg; etapa 4
(estabilizacdao do cDNA), 4°C/24h. Apds essas etapas, foi realizada a
quantificacao relativa para VCAM-1 e CXCL12 nos grupos experimentais
utilizando como controle interno, o gene da B2-microglobulina e como
calibrador de comparagao o grupo controle (célula tEnd.1 nao tratada com
GH). A deteccgao dos sinais de amplificagdao ocorreu num termociclador de
PCR em tempo real modelo 7500 (Applied Biosystems), utilizando o kit
PCR SyBr Green master mix (Applied Biosystems), com as seguintes
condicoes: etapa 1 (1 ciclo): 95°C/10min; etapa 2 (40 ciclos -
termociclagem padrao do software SDS System 7500): 95°C/15seg e
60°C/1min.

3.9. Analise estatistica

Os dados obtidos foram apresentados como média + erro padrao da
média (SEM). Os resultados foram analisados através do teste t de
Student. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente
significativos. Para tabulacdo e anadlise estatistica dos resultados foram
utilizados os programas Excel® (Microsoft, Santa Barbara, CA, USA) e
Graph Pad Prism® 4.00 (San Diego, CA, USA), respectivamente.
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4. RESULTADOS

4.1. GH modula a transmigragdo in vitro de timocitos murinos

através de células endoteliais tEnd.1.

Inicialmente analisamos nas diferentes condicdes de tratamento das
células endoteliais tEnd.1 e/ou timdcitos com GH [100 ng/ml], o numero
total de timdcitos transmigrados por barreiras endoteliais tEnd.1, apos 18
horas de transmigragcao. Comparando cada grupo experimental sob
tratamento com GH ao grupo controle (sem tratamento), observamos o
efeito imunomodulador do GH somente na situacao experimental em que
apenas as células tEnd.1 foram tratadas, por 8 horas, registrando uma
reducao estatisticamente significativa na capacidade transmigratéria dos
timocitos. Entre os grupos tratados com GH, verificamos que a
transmigracao desenvolvida nas condicbes de tratamento dos timdcitos,
por uma hora, aumentou significativamente em comparagao aquela em
gue apenas as células tEnd.1 foram tratadas (Figura 6).

Examinando a transmigracao nas mesmas condicdes de tratamento
das células endoteliais tEnd.1 e/ou timécitos com GH e ainda, sob
influéncia da quimiocina CXCL12 [200 ng/ml] como fator quimiotatico,
também notamos uma reducgdo estatisticamente significativa no namero
total de timdcitos transmigrados nas condicdes em que apenas as células
tEnd.1 foram tratadas com GH, quando comparamos ao grupo controle
(sem tratamento). Porém, observamos em relacao ao grupo controle, um
aumento estatisticamente significativo no numero total de timdcitos
transmigrados na condicdo em que apenas estas células foram tratadas
com GH. No grupo experimental de tratamento para ambas as células, a
transmigracao dos timodcitos atingiu valores semelhantes ao do grupo
controle (Figura 7).

Relacionando o numero total de timdcitos transmigrados de cada

grupo experimental sob tratamento com GH, na auséncia da quimiocina
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CXCL12 ao seu correspondente na presenca desta quimiocina, notamos
que a capacidade quimioatraente ocorreu principalmente nos grupos em
gue os timodcitos foram submetidos ao tratamento com GH, por uma hora,
pois somente nestes grupos, a presenca da quimiocina CXCL12 promoveu
um aumento estatisticamente significativo na capacidade transmigratéria
dos timécitos, quando comparados aos seus correspondentes sem a

quimiocina (Figura 8).
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Flgura 6. Efeltos do horm8nlo do crescimento {(GH) sobre a transmigragio de
timbcitos murinos (Te) através de células endotellals da linhagem tEnd.1. O
panel mostra, nimero total de Te transmigrados nos diferentes grupos
exparimentais definidos pelo Wratamento das células tEnd.1 afou Te com GH [100
ng/ml], por 8 horas & 1 hora, respactivaments. Grupo controle: Te e tEnd.1 nao
foram Hratados com GH. Cada coluna grifca rapresanta 3 média £+ EPM da sais
axparimentos indapandentes. T estatisbicamente significaliva em melag3o a0 grupo
controle; * estatsdcamenta significadvo am relac.io 20 grupo GH tend.1. 1este t da
Stbwl: T,* p£0,05.
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Figura 7. Efeltos do hormiénlo do crescimento (GH) na presenca da
quimlocina GXGCL12 sobre a transmigragio de timibcitos murinos (Te) através
de células endotellals da linhagem tEnd.1. O painel mostra, ndmeno total de Te
ransmiqrados nos diferentes grupos exporimentais definidos pelo ratamento das
cShias tEnd. 1 afou Tw com GH [100 ng/ml], por 8 horas e 1 hora, respactivaments, a
anda sob Influéncia do Ffator quimlotadco ©XCLLZ [20U0 ng'mil.  Grupo
e +CRCLL2: TY u LEml.1 ridu livam Udlados cum GH. Cala volures yediica
reprasenta a méddia & CPM de qualro experimentos ndepandentes. T astabisbicamants
significativo em relagSo a0 grupo conbrole + CMCLL2; * estatiksbcamante sgnificabivo
am mlywAn snognpn GH .1+ ONCH1 2. Taska Fola Shedank: T,* pn,ns.
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Filgura 8. Efeltos do horméinlo do crescimento {GH) na aus8ncla ou presenca

do fator quimiotético CXCL12 sobre a transmigraclo de timibcltos murinos
{Ta) através de monocamadas endotellals tEnd.1. O painel mosira, nimero botal
da Te transmigrados nos diferentes grupos axparimentais definidos palo ratamento
das cSuas tEnd.1 afou T com GH [100 ng/mil], por 8 horas @ 1 hora,
raspactivamenta, 8 na ausineia ou presanca da quimiocina CXCL12 [200 ng/mi].
Controla 8 Controla +CXCL12: Ta o End.1 n3o foram ratados com GH. Cada coluna
gridfica reprasenta a4 mddia £ EPM da seis {grupos exparimentais na ausincia da
CHCL12) o qualmo {grupos exparimentals na presenga da C<CL12) eaxparimentos
indepandontes. * astatisticamante significativo em relag3o a0 grupo comespondanta
na ausincia da CXCL12. A andlisa estabdstica, para comparar as difemencas enkre cada
grupo axparimental na ausincia da CICLLZ a0 sau comaspondanta na presanca desta
quimiocina foi feita atrawds do baste t de Sbudent: * p0,05
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4.2. GH mantém seu efeito imunomodulador na transmigracao de
timocitos por células endoteliais teEnd.1 nas diferentes

subpopulagées CD4/CD8 quando em conjunto com CXCL12

Considerando que o GH modulou em determinadas situacoes
experimentais o numero total de timdcitos transmigrados, tornou-se
interessante analisarmos o fendtipo CD4/CD8 destas células. Na figura 9,
observamos um resultado representativo da andlise por citometria de
fluxo mostrando o perfil citofluorimétrico de expressao CD4/CD8 dos
timécitos transmigrados, em cada grupo experimental definido pelo
tratamento das células endoteliais tEnd.1 e/ou timdcitos com GH e na
auséncia ou presenca da CXCL12. A partir dos percentuais de timdcitos
transmigrados em cada subpopulagdo, como mostrados na figura 9,
calculamos os numeros absolutos e relativos de timocitos transmigrados
para as subpopulacdes CD4/CD8 nos diferentes grupos experimentais.

Realizando a transmigracdo na auséncia da quimiocina CXCL12,
vimos que, o efeito imunomodulador do GH, na concentracao de 100
ng/ml, ocorreu somente na subpopulacdo CD4"CD8" (DP). Na situacdo
em que apenas as células tEnd.1 foram tratadas com GH, por 8 horas,
registramos uma diminuicao estatisticamente significativa no niumero total
de timdcitos DP transmigrados em relacdo ao grupo controle (nao
tratado). Ainda, verificamos que, quando os timdcitos foram tratados com
GH, por uma hora, a capacidade transmigratéria das células DP alcancgou
valores semelhantes a condicao controle, recuperando o efeito de blogueio
na transmigragao observado quando apenas as células tEnd.1 foram
tratadas. Nao registramos nenhuma diferenca estatisticamente
significativa na transmigracao dos timécitos imaturos CD4 CD8  (DN) e
dos timdcitos maduros CD4*CD8 (CD4SP) e CD4CD8* (CD8SP), quando
0s grupos tratados com GH foram comparados ao grupo controle (sem

tratamento) ou relacionados entre si (Figura 10).
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Analisando a transmigracdao na presenga da quimiocina CXCL12,
notamos que todas as subpopulagdes de timécitos revelaram uma reducao
estatisticamente significativa na transmigracao destas células no grupo
em que apenas as células tEnd.1 foram tratadas com GH em comparagao
ao grupo controle (sem tratamento), e que este bloqueio foi revertido no
grupo em que os timdcitos foram tratados, atingindo valores semelhantes
ao controle. Além disso, a acao conjunta do GH e CXCL12 causou um
aumento estatisticamente significativo no nimero absoluto das células DP
transmigradas, quando somente os timécitos foram tratados com GH, por
uma hora, em relacao ao grupo controle (Figura 11).

Relacionando cada grupo experimental sob tratamento com GH na
auséncia da quimiocina CXCL12 ao seu correspondente na presenca desta
guimiocina nas diferentes subpopulagdes de timocitos, vimos que, no
compartimento celular DN a presenca da quimiocina somente teve
influéncia no grupo controle, ja que o numero absoluto de timocitos DN
transmigrados aumentou significativamente no grupo controle com
CXCL12 comparado ao controle sem a quimiocina. Na subpopulacao DP,
percebemos a acdo quimiotatica para CXCL12 em todas as situacgdes
experimentais se relacionados aos seus correspondentes sem quimiocina.
Nas subpopulacdes de timdcitos CD4SP e CD8SP, a acao da quimiocina
modulou negativamente a transmigracao, principalmente no grupo
experimental em que apenas as células endoteliais tEnd.1 foram
submetidas ao tratamento com GH, relacionado ao seu correspondente

sem o fator quimiotatico (Figura 12).
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Flgura 9. Exprass3o das mwobiculas co-recaploras CD4 @ CDA por timdcitos (Ta)
fransmigrados alrawds de cdlulas endataeliais tEnd.1. Os dof plfs apmesentam nos
quairo quadrantes, o nimeano percanbial da Ta ransmigrados conbribuindo para cada
uma das subpopulaciies CD4/CDA nos diferentas grupos axparimentais definidos palo
fratamanto das calulas tEnd.1 a/ou T com GH [100 ng/mi], por 8 horas 8 1 hora,
raspactivamenta, 8 na ausAncia ou presenga do Fabor quimiotdtco CXCL12 [200
ng/ml]. Grupo controle 8 controle+CXCLL2: Ta e tend. 1 ndo foram ratados com GH.
Cada dot plo# 4 0 reprasantabivo da madia parcentual da seis {gnypos exparimentais
sam CXCL12) a quatra {(gqrupos axparimentals sob infvdncia da CXCL12)
axparimentos indepandentes.
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Flgura 10. Efeltos do horminlo do crescimento {GH) sobre o0 nidmero absoluto
das subpopulacfies de timocitos murinos (14) transmigrados por calulas
grdulellals LEmd.1. O pdirsl muslba, ndmeme Wia dye T bansmiyradrs nds
Subpopulaciics determinadas pelas moléculas €04 ¢ CDB, nos dificrentes gupos
Amerimentals rdefinidns pein ralamenin das cédhdas FAnd.1 2/ T rmm GH [100
ng/ml], por 8 horas @ 1 hora, respaectivaments. Grupo conbrole: Td e tEnd.1 ndo
foram tratados com GH. Cada cohma grifica represonta 2 madia £ EPM da seis
axparimentos independentes. T estatisticamente significabiva em relagdo ao gqrupo
controle; * estabisticamente significative em relagio a0 gqrupo GH tEnd.1. Teste t da
Student: 1,* p<0,05. DN, Himbcitos CD4°'CD8"; OP, timdcitos co4tcoet; co4sp,
bBmbcitos CO4YCDA"; CDBESP, Bmbcitos CD4"CDAY.
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Flgura 11. Efeltos do horminlo do crescimento (GH) na presenca da
quimlocina GXGL1Z2 sobre o namero absoluto das subpopulagies de
timdcitos murinos (Te) transmigrados por células endotellals tEnd.1. O pamel
mosira, nimero total de Ty ransmigrados nas subpopulaclas determinadas pelas
molkdculas CD4 8 CDB, nos diferentes grupos experimentais definidos pelo ratamento
das codllas EEnd.1 gfou T com GH [100 ng/ml], por 8 horas e 1 hora,
respactivamente, o arda sob infludncia do Fabor quimiotdtico CXCL12 [200 ng/mi].
Grupo controle+CXNCL12: Te o tEnd.1 nd3o foram iratados com GH. Cada coluna
grifica represanta a midia £ EBPM de quatro experimentos indepandentas. T
estatisticamente significativo em melacdo ao gupo conbrole + COXCL12; *
askalisticamante significativo am melac3o a0 grupo GH End.1 + CXCL12. Testa k da
Stadent: T,* p<0,05. DM, imbcitos CD4°CDA"; DP, timbcitos co4tcoet; cD4sp,
timGcitos CD4YCDB™; CDBSP, limbcitos Co4Ccoat.
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Filgura 12. Efeltos do hormfnlo do crescimento {GH) na aus@ncla ou presenga do
fator quimlotético CXCL12 sobre o nimero absoluto das subpopulaciias de timbicitos
murinos {T4) transmigrados por células endotsellals tEnd.1. O painel mostra, ndmero
total da Te ransmigrados nas subpopulacies daterminadas pelys moliculas CO4 8 CD8, nos
diferanters grupos exparimentais definidos pelo ratamento das cllulas tend. 1 afou Te com GH
(100 ng/ml], por 8 horas a 1 hora, respactivamenta, 8 na ausancia ou prasenca da quimiocina
CMCL12 [200 ng/ml]. Cada coluna grifica reprasanta a3 midia £ BPM da sais {(grupos
exparimentais na aursdncia da CxXCL12) e quatro (grupos exparimentais na presenca da
CXCL12) sxperimsntos indspandsentas. Controls 8 Control+CXNCL12: T 3 tEnd. 1 n30 Foram
tratados com GH. ™ estatisicamente significalivo em relag3o ao grupo comespondente na
ausancia da CXCL12. A andlise astatfstica para comparar a5 diferencas entre cada grupo
esparimental na ausdncia da C¥{CL12 a0 sau comaspondonte na presenga desta quimiocina foi
feita atravds do boste t do Student: * p<0,05. DM, Hmbcitos CD4°CDB~; DP, timdbcitos
co4tcoet; CO4SP, imdcitos CD4YCDB™; CDASP, timbcitos CD4cDBt,
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4.3. GH em adicdo a CXCL12 aumenta a passagem de células DP e

CD4SP através de barreiras endoteliais

Dentre os parametros analisamos na avaliacdo do perfil
transmigratorio das subpopulagdes de timdcitos, utilizamos também o
numero relativo, isto é, o valor matematico determinado pela razao
percentual entre o numero total de cada subpopulacdao definida pelos
marcadores CD4/CD8 de timécitos transmigrados pelo numero total da
subpopulagao correspondente na condicao antes de migrar.

Através desta analise vimos que, a transmigracao dos timocitos nas
diferentes condicbes de tratamento das células endoteliais tEnd.1 e/ou
timocitos com GH [100 ng/ml] e na auséncia da quimiocina CXCL12,
apresentou resultados similares aqueles ja descritos em numeros
absolutos, em que, na subpopulacdo DP ocorreu um bloqueio na
transmigracao quando somente as células endoteliais tEnd.1 foram
tratadas com GH, por 8 horas, em comparagao ao grupo controle. Esta
reducdao na quantidade de células DP transmigradas nao se manteve
guando os timécitos também foram tratados com GH, por uma hora,
alcancando valores semelhantes ao controle. Ainda, efeitos semelhantes
pela utilizagao do GH foram notados no compartimento CD4SP. Neste
caso, apesar de nao registrarmos diferenca estatisticamente significativa
quando comparamos a capacidade transmigratdria dos timdcitos nos
grupos de tratamento com GH em relagao ao grupo controle, notamos um
aumento no numero relativo das células CD4SP transmigradas nas
condicdes onde os timdcitos foram tratados com GH, por uma hora, em
relacdo aquele em que apenas as células tEnd.1 foram tratadas, por 8
horas (Figura 13).

Realizando a transmigracao na presenca da CXCL12 [200 ng/ml],
observamos em todas as subpopulagdes transmigradas, uma diminuigao
estatisticamente significativa na transmigracao dos timocitos no grupo em
gque somente as células tEnd.1 foram tratadas com GH quando

comparamos ao grupo controle. Notamos a recuperacao deste efeito nas
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diferentes subpopulagdes quando os timécitos também foram tratadas
com GH. Vimos ainda que, sob influéncia da CXCL12, ocorreu em relagao
ao grupo controle, um aumento estatisticamente significativo no namero
relativo das células DP e CD4SP na condicdo em que apenas os timdcitos
foram tratados com GH (Figura 14).

Comparando os grupos experimentais definidos pelo tratamento das
células tEnd.1 e/ou timocitos com GH aos seus correspondentes com
adicao da CXCL12, observamos que nas células DP, em todos os grupos
experimentais, a presenca da quimiocina aumentou o numero relativo de
timocitos transmigrados quando comparados aos seus correspondentes
sem quimiocina. No compartimento CD4SP, registramos uma modulagao
negativa estatisticamente significativa na capacidade transmigratoéria dos
timocitos no grupo em que somente as células tEnd.1 foram tratadas com
GH e na presenca da CXCL12 em relagcao ao seu correspondente na
auséncia desta quimiocina. Para as subpopulacdes DN e CD8SP, nao
registramos diferenca significativa entre o0s grupos experimentais

correspondentes na presenca ou na auséncia da CXCL12 (Figura 15).
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Filgura 13. Efeltos do hormiinlo do crescimento {(GH) sobre o nimero relativo
das subpopulagies de timécltos murinos {Tg) transmigrados por células
endotellals tEnd.1. O painal exiba, a raz3o parcentual entra o ndmearo botal da cada
subpopulac3o CD4/C08 da Te transmigrados pelo nOmero btotal da subpopulacio
comaspondante na condic3o antes de migrar, nos difarenbes grupos expearimantais
definidos pale tratameanto das cdulas tEnd.1 8/ou Te com GH [100 ng/mi], por B
horas @ 1 hora, respectivamanta. Grupo contrale: Te o tEnd. 1 ndo foram ratados
com GH. Cada cokma grifica reprasanta a méddia £ EPM de saeis axparimentos
indepandentes. T astatisticamente significalivo em melagd3o 30 gy controla; ™
estalisticamanta significativo am relac3o 30 grupo GH HEnd. 1. Testa t da Student: T,*
p<0,05. DM, timdcitos CD4CDB; DP, Hmbcitos co4tcoat; co4sp, timbcites
cD4tCDB; COBSP, Bmdcitos CO4-COBY,
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Flgura 14. Efeltos do horminlo do crescimento (GH) na presenca da
gquimlocina CXCL 12 sobre o nGimero relatlvo das subpopulaciies de timocitos
murinos {Tg) transmigrados por células endotellals tEnd.1. O painal axbe, a
razso parcentual antrea o ndmeno botal de cada subpopulacdn CLU4CUH da I
transmigrados palo ndmero total da subpopulacSo comaspondants na condigBo antes
de migrar, nos diferentes grupos experimentais definidos palo ratamento das cdlulas
el 1 A/ T mm GH [100 ng/ml], por A horas 8 1 bara, reepachvamanta, a8 snh
mAuencia do Eabor quimiotabco CHCL1Z [200 ng/ml]. Grupo conbrole+CXCL12: Td a
tend.1 n3o foram fratados com GH. Cada coluna grifica rapresanta a méadia &+ BPM
de quatro axparimentos independentes. T estatisicamente significativo em melag3o
20 grupo controle+CXCL12; * estatisticamenta significativo em melacdo a0 grupo GH
tEnd.1+CXCL12. Tasts [ da Shadant: 1,* p<0,05. DN, tmdcitos CDO4°CDA.; DR,
timAcitos CO4YCoAY; CD4SP, timbcitos CO4TCDB™; COBSP, Bmibcitos CO4CDAY.
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Filgura 15. Efeltos do hormfnlo do crescimento {GH) na aus@ncla ou presenga do
fator quimlotético CXCL12 sobre o0 nimero relativo das subpopulaciies de timbchitos
murinos {Td) transmigrados por células endotsellals tEnd.1. O painal mostra, a raz3o
parcantual entra 0 ndmero total de cada subpopulag3o CD4/CDA da Te ramsmigrados palo
ndimarno total da subpopulacio comespondenta na condic3o antes da migrar, nos diferantes
grupos axparimentais definidos palo tratamento das cilulas tEnd.1 a/ou Te com GH [100
rng/ml], por 8 horas 8 1 hora, respactivameanta, 8 na ausncia ou presanca da gquimiocina
CXCL12 [200 ng/mi]. Controle 8 Controle+CXCL12: T o tEnd.1 n3o foram bratados com GH.
Cada coluna grifica reprasanta a média £ EPM de seis {grupos experimentas na ausincia da
CHCL1Z2) & quabtmo {grupos experimentais na presenga da CNCL12) exparmentos
indapandentes. * estatisticamente significalivo em melagio a0 grupo ooxrmespondente na
auslncia da CXCL12. A andlise estatfstica para comparar as diferancas enire cada grupo
sxparimantal na ausancia da O{CL12 a0 s8u comaspondanta na prasanga desta guimiocina foi
feita alravds do tasbe t de Student: * p<0,05. DM, bimbcitos CD4°C0A™; DP, Hmbdcitos
co4tcoat; Cco4sSP, imdcitos CO4YCDB; CDBSP, Umbcites CO4'CcoRt,
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4.4. A expressao de VCAM-1 e CXCL12 por células endoteliais
tEnd.1 é mantida pelo efeito do GH

Considerando os resultados anteriores e sabendo que a
transmigracao celular depende, além de outros eventos bioldgicos, das
interagdes entre ligantes e receptores, o que confere uma mensagem
molecular necessdria para disparar uma cascata de sinalizacdo que
culmina em motilidade da célula, é que foi avaliado se o GH influencia a
expressao de algumas dessas moléculas relevantes em transmigragao.

Pelo sistema de PCR em tempo real quantitativo (sistema tagman)
posteriormente a reacao de transcricdo reversa do RNA total extraido e
purificado, avaliamos em células endoteliais tEnd.1 em cultura confluente
nas condicdes nao tratadas ou tratadas com GH, na concentracao 100
ng/ml, durante 8 horas (tempo de tratamento semelhante ao utilizado no
ensaio de transmigracao), o nivel do mRNA para a molécula de adesao
VCAM-1 e para a quimiocina CXCL12.

Identificamos que as células endoteliais tEnd.1 sdo positivas para
essas moléculas.

Observamos através da quantificagdo relativa que a sintese do mRNA
para VCAM-1 e do mRNA para CXCL12 nao revelou alteragao na condigao
de tratamento com GH quando comparada ao grupo controle (células
tEnd.1 nao tratadas) (Figura 16).
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Filgura 16. Aco do hormi8nlo do crocscimonts {(CH) sobro a oxprosclo do
VCAM-1 a CXC1 12 par chlulas andotallals tEnd. 1. Painal A: Quantidada do nRNA
para VCAM-1 na grupo sxparimantal sm qua as cilulas tEnd.- foram Iratadas cam
GH [100 ng/mil. por 8 horas, em rmelacio a0 grupw cmibncke (semr iratamenbo)
normalizade para 1. 2ainel B: Quantdade do mRYMA para O{CLLZ no gnpo
oxparimental em qua as cdhlas vend. 1 foram ratadas com GH [100 ngy/mi], por 8
horas, em relag3o a0 grupo controla (sem ratamanto) normalizado par: 1. Estes
resultados epresantam a media £ 6PM de s experimanbcs independenbas.
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4.5. Expressao de CXCR4 é diminuida em timdcitos tratados com

GH e sob influéncia da CXCL12 apds transmigracao endotelial

Tendo em vista, os efeitos do GH na transmigracao de timécitos,
procuramos determinar se este hormoénio poderia, também, apresentar
efeitos sobre a expressao de receptores presentes nestas células e que
sabidamente, estao envolvidos na transmigracgao.

Analisamos por citometria de fluxo, a expressao dos receptores VLA-4
e CXCR4 sobre timdcitos transmigrados através de células endoteliais
tEnd.1, nas mesmas condicdes de tratamento das células com GH [100
ng/ml] e na auséncia ou presenca do fator quimiotatico CXCL12 [200
ng/ml]. Apresentamos os valores através de histogramas com o numero
percentual de timécitos positivos para estes receptores (M1) e o numero
percentual de timdcitos com alta expressao para estes receptores (M2). O
traco citofluorimétrico em preto representa a marcacao obtida com
imunoglobulinas nao-relacionadas.

Com o ensaio de transmigracdo na auséncia da quimiocina,
verificamos que a expressao das moléculas receptoras VLA-4 e CXCR4
sobre timécitos totais transmigrados ndo foram alteradas pelo GH em
nenhuma condicao de tratamento (Figuras 17 e 18 - histogramas
superiores).

Desenvolvendo a transmigracao na presenca da CXCL12, nao
registramos nenhuma diferenca estatisticamente significativa na
expressao de VLA-4 relacionando os grupos experimentais (Figura 17,
histogramas inferiores). Porém, para a expressao de CXCR4, vimos que
em relagdo ao grupo controle com quimiocina, cujo percentual de
timocitos transmigrados positivos para esta molécula foi de 75,86+1,14, o
numero percentual de timdcitos positivos para CXCR4 diminuiu
significativamente nos grupos em que os timdcitos foram tratados com GH
para 67,44+3,20 e 68,61+2,68 (Figura 18, histogramas inferiores).
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Quando analisamos a expressao dos receptores VLA-4 e CXCR4 no
total de timdcitos transmigrados, comparando cada grupo experimental
sem influéncia da CXCL12 com cada grupo experimental na presenca
desta quimiocina, observamos que nos grupos com quimiocina ocorreu
aumento estatisticamente significativo no percentual de timdcitos com alta
expressao (M2) de VLA-4 em todos os grupos experimentais (auséncia da
CXCL12: 38,80+5,74, 39,63+6,53, 40,04+5,51 e 40,29+5,32; presenca
da CXCL12: 73,07+2,36, 73,42+2,54, 69,09+3,20 e 69,67+2,97). Nao
registramos diferenca significativa quanto a expressao de CXCR4 por esta
andlise (Figuras 17 e 18, histogramas superiores versus histogramas

inferiores).
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Mgura 17. Agio do hormdnlo do crascimento (Gl 1) no ous8ncla ou prassnca do fotor
quimlotético CXCL12 sobre a expressio de VLA—4 por timécitos {Ta) transmigrados
através de células endotellals tEnd.1. O painel mositra, ndmermo percentual de T
ransmigrados que expressam em sua membrana a integrina YLA—4, nos diferantes grupos
exparimentais definidos poelo tratamento das cShulas tEnd.1 ofou Ty com GH [100 ng/ml], por
8 horas e 1 hora, respactivaments, 8 na ausdncia ou presenga da quimiocina CXCL12 [200
ng/ml]. Controle 8 Controle+CXCL12: Te o tEnd.1 nJ3o foram tratados com GH. Valores sdo
apresantados como a média parcentual + EPM da seis (histogramas superiores) e quatro
(histogramas Infarlores) exparimentas Independantes. O parcentual da 19 com alta expressdo
de VLA~ {M2), antre cada grupo sxparimantal sam infludncia da CHCL12 quando comparadao
com cada gupo exporimenta sob influéncia desta qumiocna revelou uma diferenga
astatisicamanta significativa. Tasta tda Shudant: p<0.05. O trago citofuarimétrico, am prato,
rapresanta a mancacdo obtida com imunogiobulina ndo-relacionada (IgG2b). M1: parcentual
dae Tg positivos para VLA-4; M2: porcontual de Te com alta axpress3o da VLA-4.
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Figura 18. Aglo do horménlo do crescimento (GH) na aus8ncla au presenga do fator
quimiotatico CXCL12 sobre a expressiio de CXCR<4 por timocitos {Ta) transmigrados
D pdrml mopeesonld, v porcsnbed du T
Tansmicrados quo oprocsam om S mombrana o rocopbor do quimiccing CXCR4, nos
difrmnbas quipns Awarmarkais dafnides min rabamarn cas oihilvs Foed_ 1 8/ T mm GH

pur wvilules wndulullals LEmd.1.

100 ng/ml]. por 8 Foras e 1 hora, respactivamente, 8 ra ausdncia ou presenca da quiriocina
CXCL12 [200 ngymi]. Controle 9 Cotrole+CXCL12: Te o tEnd. - ndd> foram ratados com GH.
Yalores 530 apresantadcs como 3 méddia parcanaual £ E3M de seis (histagramas suparicres, 8
quatro (histagramas inferionas) exparimentoes indepandantes. T astatisticaman-a signifcativo
em -elacdo A expressic comespondants no grupo controle +CACL12. Teste t de Student: T
psO00S. O Wrago citofuaimdbirico, em prebto, reprasanta a marcagdo obbda com
imunogobul na ndo-nelaciorada ([gG2b). Ml: parcontual do Te pIrsitvos para CICR<] M2:
porcentual de Te com alta sapressic da CHCRY.
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4.6. Expressdao de VLA-4 é mantida em timdcitos CD4/CD8

transmigrados mesmo sob acdo conjunta do GH e CXCL12

Analisando a expressao do receptor integrina VLA-4 nas
subpopulagdes de timécitos transmigrados, ndao observamos alteracao
estatisticamente significativa quando comparamos oS grupos
experimentais na auséncia da quimiocina CXCL12. Porém, avaliando os
grupos experimentais na presenca desta quimiocina, notamos que no
compartimento celular CD8SP ocorreu um aumento estatisticamente
significativo no percentual de células positivas para VLA-4, no grupo em
gue apenas os timécitos foram tratados com GH (96,85+0,42) quando
comparado aos grupos em que as células endoteliais tEnd.1 foram
tratadas (93,97+0,62; 93,79+1,04). Através da analise comparativa entre
0S grupos experimentais sem quimiocina aos seus correspondentes com
quimiocina, evidenciamos que a utilizagdgo da CXCL12 como fator
guimiotatico, ndo alterou o percentual de células positivas para VLA-4
(Tabela 2).

Quanto a alta expressdao da molécula receptora VLA-4 nas
subpopulagdes de timodcitos transmigrados, ndo registramos diferenca
estatisticamente significativa quando comparamos oS grupos
experimentais na auséncia da quimiocina CXCL12, bem como, quando
comparamos 0S grupos experimentais na presenca desta quimiocina.
Entretanto, para todas as subpopulagdes de timodcitos transmigrados,
observamos aumento estatisticamente significativo no percentual de
células com alta expressao de VLA-4 quando comparamos 0S grupos
experimentais sem influéncia da CXCL12 aos grupos experimentais sob

influéncia desta quimiocina (Tabela 3).
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Tabela 2. Expressdo do receptor VLA-4 sobre timdcitos (T5)

transmigrados por células endoteliais tEnd. 1

Subpopulacdes de timoécitos definidas CD4,/CD3

Grupos
experimentais D DP CD4Sp co8sP

Contrale 85,11=3,36 82,75£3,69 92,7612,39 93,2442,77
GH tEnd.1 87,49-2,51 8.,04+d,d8 91,53+3,42 02,84+3,18
GHTw 87,46=3,.7 8.,991400 91,383,009 92,4213,46
GHENd.1/T8 00,38=2,06 82,58+3,33 02,:042,44 02,7243,22
Contrale 93,18=1,50 90,83%+1,16 91,55+2,21 90,90%3,18
+ CMCL12
GH tEnd. 1 92,70=1,31 89,7040,83 93,6310,70 93,9710,62
+ CXCL12
GHTa _ (X
+ CHCL12 91,16=2,20 88,73+1,35 93,00£1,22 96,8510, 42
GH tEnd.1/T.
+ c:xcuz/ P 93,53=2,22 ©8,57+0,77 94,:2%1,14 93,79+1,04

Qg crupos expe-imentais foram deinidos pelo tratamento das celulas tEnd 1 efou Td com
horrrdnio do crescimento {3H) [100 n3/m ], por & horas e 1 hora, respectivamente, bem
coma, sob influgnciz da quimiocina CXKCL12 [2C00 ngdfm]. Contrale e Controle+CKCL1Z: Td e
tEnd.1 rdo foram ft-atados com GH. Walores s3o0 expressos como a media perczntLal dos
timacitos transmigrados W LA-4 positivos £ EPM, de seis {grupos experimentais sem influénzia
da CHCL1Z2) e quztro {grupos ezpernmentais sob influéncia da CKCL1Z) experimentos
independentes. * estatisticamente sign ficativo em relagdo ao grupo SH [Enc.1+ZXCL1Z =
estazisticamente significativo em relagdo ao grupo GH tEnd. 1/Te+CHCL12, Teste t de Student:
=@ p=0,05. DM, timacitos CO4CDE; D3, timacitos CO4TCDEY; CD45SP, timacitas CD4TCD3;
CDESP, timazitas CO4°CDE™,
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Tabela 3. Alta expressao do receptaor VLA-4 sobre timocitos {(Te)

frransmigrados por células endoteliais tFnd. 1

Subpopulacoes de timocitos definidas CD4/CD8

Grrupos
experimentais D\ DpP CD4SP CD8sP
Controle 66.421+3,78 10,301+2,33 27,5815,30 d40,68+14,66
GH tEnd.1 67.59+4.26 10,971+2,79 25,1246,03 38,951592
GH Ta 65.07£3,890 11,4542,25 28,2945,37 A1,74+4,63
GH tEnd.1/Tg 66,63:2,81 12,05+£2,63 29,4516,33 40,2316,50
Controle B3.68L1,/5 /71,32+2,40 76,52%3,52 81,1313,6b
+ CXCL12
GH tEnd.1 8391247 71,03+2,69 78,5812,37 87,0110,63
+ CXCL12
GH Ta 80,97+2,60 66,111+3,52 76,5412,84 88,36+1,47
+ CXCL12
GH tEnd.1/T# 85.32+3,85 66,33+2,70 77.7813,12 83,65+3,16

+ CXCL12

s crupos expe-imentais foram deinidos pelo tratamento das celulas tEnd.1 efou T@é com
horrmrdnio dc crescimento (GH) [100 n3fm |, por 8 horas e 1 haora, respectivamente, bem
curnu, suboinflugncic da guimiocing CACL1Z [2C0 nigfm ], Cunbiole 2 Cunlralg+CACLLIE T &
tEnd.1 rdo foram t-atados com CH, Valoros s3o cxwprossos como o modia poroconteal dos
timdcitos transmigrados com alta exprescic de VLA-4 + EPM, de seis {grupos experimentais
sem influéncia da CWCL12Y e guatro {grupos e:perimentais sch influéncia da CHCL12Y
experimentos independentes. Em todas as =ubpapulacies CO4/CD8, a comparacio entre cada
grupd experimertal sem CxCL12 com cada grupo experimental sob influgncia desta quimiocna
revelou uma diferenga estatisticamente cignificativa. Teste t ce Student: p=0,05. OHN,
timocitos CD4 CDB™; DP, timacitos CO4TCDEY; CD45P, timazitos CC4YCD8™ CCBSP, timocizos
CD4ChDET,
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4.7. Expressdo de CXCR4 é diminuida no compartimento celular DP
apos transmigracao endotelial de timdcitos tratados com GH e sob

influéncia da CXCL12

Analisando o percentual de células positivas para o receptor de
quimiocina CXCR4 nas subpopulacdes de timdcitos CD4/CD8
transmigrados, nao registramos diferenca significativa entre os grupos
experimentais na auséncia da quimiocina CXCL12. Entretanto,
confrontando o0s grupos na presenca da CXCL12, percebemos na
subpopulagao DP, uma diminuicao estatisticamente significativa no
percentual de células expressando CXCR4 nas situacdes experimentais em
que os timodcitos foram influenciados pela agdao conjunta do GH/CXCL12
(77,31£2,04; 78,46%+1,92) quando comparamos ao grupo controle com
CXCL12 (84,09+0,88) (Tabelas 4).

Comparando 0s grupos experimentais sem quimiocina aos grupos
com quimiocina, observamos na subpopulagcao DP, que em relacao ao
controle (87,58+2,03), a presenca da CXCL12 diminuiu significativamente
o0 numero percentual de timdcitos transmigrados positivos para CXCR4,
nos grupos experimentais em que as células tEnd.1 e/ou timdcitos foram
tratados com GH (79,47+2,22; 77,31+2,04; 78,46%+1,92) ( Tabela 4).

Analisando o percentual de células com alta expressdao de CXCR4 nas
subpopulagbes transmigradas, nao encontramos diferenga significativa
quando 0s grupos experimentais sem quimiocina ou 0S grupos com
guimiocina foram comparados entre si. Porém, quando comparamos 0s
grupos sem influéncia do fator quimiotatico CXCL12 aos grupos
experimentais sob influéncia da quimiocina, percebemos na subpopulacao
DP, uma diminuicao estatisticamente significativa no percentual de células
com alta expressao de CXCR4, nos grupos em que os timédcitos foram
tratados com GH e quimioatraidos por CXCL12 (49,58+4,69; 52,32+4,86)
em relagcao ao grupo controle (64,81+2,58) e ao grupo em que somente
os timécitos foram tratados com GH (62,95+3,51). Na subpopulacao
CD4SP, na situagao controle com CXCL12 (39,75+6,20), a presenca desta
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quimiocina, aumentou o numero percentual de timécitos transmigrados
com alta expressao de CXCR4, quando comparamos ao controle sem
guimiocina (19,14+3,58), ou em relagdo aos grupos em gue somente as
células endoteliais tEnd.1 (22,74+4,55) ou apenas os timocitos
(26,15+2,55) foram tratados com GH e nao influenciados pelo fator

guimiotatico (Tabela 5).
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Tabela 4. Expressao do receptor CXCR4 sobre timocitos (Te)

transmigrados por células endoteliais tEnd. 1

Subpopulacdes de timocitos definidas CD4/CD8

Grupos
experimentais DN DP CD4SP CD8SP
Controle 79,68+6,38 87,58+2,03 49,22+7,10 70,7d4+4,26
GH tEnd. 1 80,42+5,76 B84,32+3,29 52,32+6,92 69,91+5,91
GH Tg 70,5246,13 85,46+2,03 S55,1245,36 70,4745,20
GlItCnd.1/Tg 79,5516,06 84,10+2,86 55,65+7,32 70,7815,17
Controle 80,70+1,81 84,09+0,88 66,71+3,25 69,05+3,90
+ CXCL12
GH tEnd. 1 74,7414,07 79,47+2,22%¥ 57,6315,04 65,50+3,12
+ CHCL12
GH Tg 71,87+4,46 77,3112,04%Y 55,391+4,39 66,86+13,13
+ CXCL12
GH tEnd.1/T8 72,42+3,66 78,46+1,92%1 57,70+3,95 63,44+4,05

+ GXCL12

0= grupos experimentais foram definidos pelo tratamento das células tEnd.1 efou Td com
horménio do crascimento (GHY [100 ngfml], por 8 horas & 1 hora, respectivaments, bem
como, sob influéncia da guimiocing CxCL1Z [200 ngfmll. Controle e Controle+CxCL12: Te e
tEnd.1 nac foram tratados com GH, Walores s3o expressos como a media percentual dos
timocitos transmigrados CXCR4 positivos £ EPM, de seis {grupos experimentais sem influéncia
da CXCL12) e quatro {grupos experimentais sob influéncia da CHCL1Z2) experimentos
grupo
estatisticamente significativo em relagdo ao grupo controle+CxCL12, Teste t de Student: #,1
p<0,05. DM, timocitos CD4CD&; DP, timodcitos CD4TCDET; CD4SP, timdcitos CD4TCDE
CODBSP, timacitos co4coat,

independentes, F estatisticamente significativo em  relagaoc  ao controle, T
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Tabela 5. Alta expressao do receptor CXCR4 sobre timocitos (Tg)
transmigrados por células endoteliais tEnd.1

Subpopulacbes de timocitos definidas CD4/CD8

Grupos
experimentais DN DP CD4SP CD8SP

Controle 52,7318,69 64,81+2,58 19,14+3,58  37,1815,34
GH tEnd.1 56,86+7,35 60,25t4,06 22,74+4,55  40,52+5,54
GHTe 56,54+7,37 62,95%+3,51 26,15+2,55 42,37+3,67
GH tEnd.1/T# 56,39+9,12 59,58+4,55 27,54+5,94  41,54+7,15
Controle 57,48+4,68 60,66+2,17 39,75+6,20% 8 45,2714,67
+ CXCL12

GH tEnd.1 46,38+7,59 4414,77 29,756,095  38,46%5,52
+ CHCLIZ [ ] | 54'! 4'! [ ] [ ] [ ] [ ]
GHTe 42,98+5,95 49,58+4,69%8 28,42+5,58  35,82+5,70
+ CHCL12

GH tEnd.1/Te 46,62+6,78

52,32+4,86% 30,2816,58 38,0616,50
+ CXCL12

Qs grupos experimentais foram definidos pelo tratamento das celulas tEnd. 1 efou Td com
horménio do crescimento {GH) [100 ng/ml], por & horas e 1 hora, respectivamente, bem
coma, sob influéncia da quimiocina CXCL1Z2 [200 ng/ml]. Controle e Controle+CHCL12: Te e
tEnd.1 ndoc foram tratados com GH. Yalores =30 expressos como a media percentual dos
timacitos transmigrados com alta expressdo de CXCR4 £ EPM, de seis {grupos experimentais
sem influéncia da CXCL12) e quatro {grupos experimentais sob influéncia da CKCL1Z2)
experimentos independentes. ¥ estatisticamente significativo em relagdo ao grupo controle, *
estatisticamente significativo em relagdo aoc grupo GH tEnd.1, § estatisticamente significativo
emn relagdo ao grupo GH Td. Teste t de Student: +,*,§ p=0,05. DM, timocitos CD4°CD&™; DP,
timocitos cD4tCcDat; CD4SP, timocitos CD4TCDE; CDSSP, timocitos CD4 CDSY,
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5. DISCUSSAO

No presente estudo, avaliamos o efeito do hormonio do crescimento
na transmigracao endotelial de timodcitos, que € um processo dependente
de eventos bastante relacionados: como a ligacdo dos timécitos as células
endoteliais, e a migracdo através da parede vascular, provavelmente em
resposta a um estimulo quimioatraente.

Inicialmente, mostramos que o GH [100 ng/ml] influenciou
diferentemente a transmigracdo de timécitos murinos por células
endoteliais tEnd.1, dependendo da condicao de tratamento. Esse dado
apontou para um papel imunomodulador do GH na migracdo de timacitos.
Além disso, mostrou que no processo de transmigracdo, este hormonio
possui uma agao sobre as células endoteliais e os timdcitos.

No que se refere as células endoteliais, lkeo et al. (2001)
demonstraram que o GH inibiu o efeito do peptideo vasoconstritor
endotelina-1 humana sobre a migracdo de células endoteliais ECV304,
interferindo na ativagao de moléculas de sinalizacdo intracelular. De outro
modo, o GH modulou positivamente o reparo vascular afetando a
mobilizacao de progenitor de células endoteliais, bem como, aumentou a
proliferacdao de células endoteliais de retina humana (Rymaszewski et al.,
1991; Devin et al., 2008). Lincoln et al. (2007) demonstraram a presenca
do receptor de GH em células endoteliais de neoplasma vascular,
fortalecendo o conceito que o sistema somatotrofico possui um papel na
biologia da célula endotelial.

Em um estudo realizado, Murphy et al. (1992) observaram que o
hormoénio do crescimento humano recombinante promoveu a entrada de
células T murinas de camundongos singénicos para o timo de
camundongos portadores de sindrome de imunodeficiéncia severa
combinada (SCID), os quais sao deficientes de células T maduras,
indicativo de possuir efeitos sobre a adesdo e migracao de células T in
vivo. Timdcitos humanos sintetizaram e secretaram GH com um peso

molecular (23 KDa) similar ao GH hipofisario, capaz de promover a
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proliferacdo dessas células de maneira dose resposta (Sabharwal &
Varma, 1996). Além disso, diferentes doses de GH aumentaram a
proliferacdo de timédcitos murino estimulados por anticorpo anti-CD3
(Postel-Vinay et al., 1997); e que implantes de células pituitarias GH3 em
ratos velhos aumentou o nimero total de timdcitos e a percentagem de
células CD3" revertendo & atrofia timica idade-dependente (Kelley et al.,
1986; Li et al., 1992).

Nossos resultados, através do ensaio de transmigracao revelaram
gue, na condicdao de tratamento somente das células endoteliais com GH
[100 ng/ml], no periodo de 8 horas, a capacidade transmigratéria de
timdcitos totais diminuiu significativamente, e que esse efeito bloqueio
reverteu, quando os timécitos foram tratados com GH [100 ng/ml], por
um periodo de uma hora. Analisando o niumero absoluto e o numero
relativo dos timdcitos transmigrados nas subpopulacdes definidas pelas
moléculas CD4 e CDS8, observamos que as células DP e CD4SP foram as
subpopulagdes transmigradas moduladas pelo tratamento com GH.

Considerando os dados citados, da transmigracdao diminuida na
situacdao experimental, em que somente as células endoteliais foram
tratadas com GH, contrasta com um estudo anterior demonstrando que a
IL-6 aumentou a permeabilidade de células endoteliais bovinas através do
rearranjo dos filamentos de actina e por mudanga na forma da célula
endotelial (Maruo et al., 1992). Ainda, o horménio do crescimento
humano recombinante mostrou ser um potente quimioatraente
aumentando in vitro a migracdo de mondcitos quando presente no
compartimento inferior da cdmara de quimiotaxia, ou quando adicionado
as células no compartimento superior (Wiedermann et al., 1993).
Entretanto, nossos resultados ampliam outros dados de nosso laboratério,
no qual mostraram que o GH [20 ng/ml] diminuiu o nimero total de
timocitos transmigrados, em especial de células DP, através da
monocamada de células tEnd.1 tratada com este horménio (Ramos,
2008).
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Outro ponto de discussao interessante diz respeito a acao do GH na
presenca da CXCL12 no processo de transmigracao de timocitos através
de células tEnd.1. A migracdo de timdcitos é influenciada por quimiocinas
(Moser et al., 2004). E conhecido que elevada expressdo da CXCL12 em
células endoteliais de veia umbilical humana promoveu uma maior
transmigracao de células CD34" e o crescimento de células progenitoras
hematopoiéticas (Hwang et al., 2006). A falta da CXCL12 ou de seu
receptor CXCR4 em camundongos reduziu linfopoiese B e mielopoiese
(Ansel & Cyster, 2001; Annunziato et al., 2001). Ainda, essa quimiocina
regula a fungdo pituitaria, causando um aumento significativo na secrecdo
de GH e proliferagao de células da linhagem GH4C1 (Barbieri et al., 2007).

Em nossos estudos, observamos que o GH em adicao a CXCL12 como
fator quimiotatico, apresentou um efeito similar ao processo de
transmigracao na auséncia da quimiocina CXCL12, reduzindo o niumero de
células T transmigradas quando tratamos com GH somente as células
endoteliais, e que, esta acao nao foi observada quando o tratamento
ocorreu em ambas as células. Interessantemente, no grupo experimental
onde somente os timocitos foram tratados com GH, por uma hora e na
presenca da quimiocina CXCL12, registramos um aumento significativo na
transmigracao de timécitos totais e também nas subpopulagbes DP e
CD4SP quando comparamos ao grupo controle.

Em concorddncia com estes resultados, Smaniotto et al. (2005)
mostraram que timdcitos, incluindo todas as subpopulagdbes CD4/CD8,
derivados de camundongos transgénicos para o GH migraram mais
eficientemente através de camara transwell em resposta a CXCL12 do que
em controles. Ainda, injecdo intratimica de GH em camundongos modulou
a distribuicdo de emigrantes recentes timicos (RTEs) CD4SP e CD8SP
entre os 6rgdos linféides, com uma migracao preferencial de RTEs CD4SP
para os linfonodos (Smaniotto et al., 2004). Vale ressaltar que tal
aumento de RTEs em linfonodos ocorreu também em camundongos

transgénicos para o GH (Smaniotto et al., 2005). O tratamento com GH

em pacientes adultos HIV-1" aumentou o nimero absoluto e percentual
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de células T CD4" circulantes e um ganho no nimero absoluto de células

T CD8 naive (CD8"CD45RATCD62LTCD11a%™) (Napolitano et al., 2008).

Nossos dados sugerem que, a quimiocina CXCL12 provavelmente
potencializa os efeitos do GH na transmigracao de células DP e CD4SP.
Deste modo, corroboram aos trabalhos citados anteriormente que
apontam um potencial terapéutico para o GH, no que se refere ao
aumento do numero relativo de células CD4SP.

E sabido que, uma etapa inicial na transmigracdo endotelial de células
T, é a adesdo célula-célula mediada por uma variedade de receptores
celulares. Sobre este assunto, Romanic & Madri (1994) observaram que a
expressao da integrina VLA-4 sobre células T e a expressao de VCAM-1
sobre células endoteliais sdo necessarias para a transmigracdo. Da mesma
forma, Baron et al. (1993) mostraram que a expressao de VLA-4 é
requerida para a entrada de clones CD4" Thl antigeno especifico, no
parénquima cerebral num modelo animal de encefalite experimental
autoimune.

Além das moléculas de adesao, as quimiocinas e seus receptores
possuem um papel potencial para recrutar subpopulagdoes de timdécitos,
por induzir adesdao destas células ao endotélio, facilitar a passagem
transendotelial e direcionar a migracdo celular através de um gradiente de
proteinas. Neste assunto, Lloyd et al. (1996) relataram que quimiocinas
induzem a aderéncia de células T a moléculas de adesdao humana
recombinante (rhICAM-1, rhVCAM-1) e a proteinas de matriz extracelular
como fibronectina, colageno, e laminina. del Pozo et al. (1995) reportaram
que varias quimiocinas induzem a formagao de projecao citoplasmatica
durante a interacao de linfoblasto T com células endoteliais, bem como, a
redistribuicdo de receptores de adesao ICAM-3, ICAM-1, CD43 e CD44;
Yun & Jo (2003) detectaram expressao do receptor CXCR4 em células
endoteliais de veia umbilical humana, em sinusodides, vénulas e arteriolas
da medula déssea; e Kucia et al. (2005) reuniram dados que sugeriram um

importante papel bioldgico para o eixo CXCL12/CXCR4 em etapas cruciais



69

envolvidas na mobilizacdo, transito, e enderecamento de células tronco
normais e em metastase de células tronco malignas.

No presente estudo, também avaliamos a possivel influéncia do GH
sobre os niveis de expressao da integrina VLA-4 e do receptor de
quimiocina CXCR4 sobre timdcitos transmigrados, como também, seus
respectivos ligantes VCAM-1 e CXCL12 em células endoteliais tEnd.1, apds
termos observado que o GH modulou a transmigracao de timocitos em
determinadas situacdes experimentais.

Na presencga da CXCL12 como fator quimiotatico, o GH nas diferentes
condicOes de tratamento das células, ndo alterou os niveis de expressao
de VLA-4 no total de timécitos, bem como, o percentual de células com
alta expressao de VLA-4 nas diferentes subpopulagdes. Entretanto,
verificamos um aumento no percentual de células positivas para VLA-4 na
subpopulagcao CD8SP, no grupo experimental em que tratamos somente
os timdcitos com GH e relacionado aos grupos de tratamento das células
endoteliais. Ainda, no total de timdcitos e em todas as subpopulagoes,
verificamos que, a presenca da quimiocina CXCL12 no compartimento
inferior da camara transwell aumentou o percentual de células com alta
expressao de VLA-4, quando comparamos cada grupo experimental sem
influéncia da CXCL12 com cada grupo experimental sob influéncia dessa
quimiocina.

Relato da literatura demonstrou que os niveis de expressdo na
membrana celular dos receptores de matriz extracelular (VLA-4, VLA-5, e
VLA-6), sobre subpopulacdes CD4/CD8 de timocitos derivados de
camundongos transgénicos para o GH, ndo mudou em comparagao
aqueles de timécitos de camundongos controles, e que, a expressao da
integrina VLA-6 sobre timécitos de camundongos transgénicos para GH
migrados sob estimulagdao de laminina e/ou CXCL12, também ndao alterou
(Smaniotto et al. 2005).

Dados do nosso laboratério mostraram que o GH aumentou a
expressao de VLA-4 e VLA-5, na superficie das células endoteliais tEnd.1

apds tratamento por 8 horas, na concentracdao de 20 ng/ml (Ramos,
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2008). Em outro estudo, Peled et al. (2000) observaram que CXCL12
ativou as integrinas LFA-1, VLA-4 e VLA-5 sobre células hematopoiéticas
humanas (CD34"), induzindo um aumento na transmigracdo dessas
células. Ainda, Ding et al. (2001) demonstraram que CXCL12 ativou a
integrina B1 sobre células T, estimulando a migracao transendotelial
mediada por VLA-4. Num sistema in vivo, células T de sangue periférico
humano migraram para o timo de camundongos SCID quando pré-
tratadas com GH, e que esta migragao foi inibida com anticorpos contra a
cadeia Bl das integrinas da familia VLA, receptores para moléculas de
matriz extracelular (Taub et al., 1994).

Analisando a expressao de VCAM-1, detectamos que as células tEnd.1
sdao positivas para esta molécula da superfamilia de imunoglobulinas, no
entanto, sob efeito do GH [100 ng/ml], ndao observamos alteracao na
expressao deste ligante quando comparamos ao controle nao tratado.
Este dado contrasta com a observacao de um aumento da expressao de
VCAM-1 sobre células endoteliais de veia umbilical humana, incubadas
com soro de pacientes saudaveis tratados com GH, mas, ajusta-se a outro
dado do mesmo estudo, no qual mostrou que o GH ndo possuiu efeito
estimulatério direto na expressdao de VCAM-1 sobre células endoteliais
tratadas (Hansen et al., 2004). Estudos realizados por marcacao
imunohistoquimica demonstraram a expressdao de VCAM-1 por células do
estroma timico e em vénulas pds-capilares proximas da jungao cortico-
medular no timo de camundongos pds-natal, indicando que esta molécula
€ importante no enderegamento de progenitores timicos, aparentemente
nao envolvida na periodicidade deste evento, uma vez que sua expressao
pareceu ndo variar em relacao a idade do animal (Lepique et al. 2003).

Portanto, em nosso estudo, embora o GH sozinho ou em combinagao
com CXCL12, tenha exercido pouca ou nenhuma influéncia sob a
expressdo de VLA-4/VCAM-1, nao é possivel descartarmos o envolvimento
destas moléculas nas alteracdes observadas no ensaio de transmigracdo.
E aqui, sugerimos um possivel efeito do tratamento com GH na afinidade
de VLA-4/VCAM-1. Sobre isso, Hourihan et al. (1993) sugeriram que um
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aumento na afinidade da integrina VLA-4 regulou a migragao dos linfécitos
por células de endotélio alto, provavelmente devido a uma associacdo
estavel do VLA-4 com o citoesqueleto do linfocito em contato com a
camada endotelial. Outro estudo mostrou que apds adesdo e
transmigracao mediada por interacao VLA-4/VCAM-1, ocorreu regulagcao
negativa de VLA-4 e LFA-1 em linfécitos T, assim como, subsequente
reducdo na adesao dessas moléculas para VCAM-1 e ICAM-1,
respectivamente; porém, aumento na adesdao destas células para
colageno-1 e 1V, fibronectina e laminina (Madri et al., 1996). Futuras
investigacbes para responder tal hipotese irdo contribuir para o
entendimento dos efeitos do GH nos fendbmenos da transmigracao de
timocitos por células endoteliais.

Analisando o efeito do GH na expressao de CXCR4, nao observamos
alteracbes em nenhuma situacdao experimental de tratamento das células
com GH. Na presenca da CXCL12 como fator quimiotatico, o GH diminuiu
o percentual de células positivas para CXCR4, nos grupos em que
tratamos os timdécitos em comparacdo ao controle com quimiocina, apos
andlise no total de timécitos transmigrados e na subpopulacdo DP. Este
resultado concilia com a demonstragao de regulacao negativa para CXCR4
sobre timdcitos expostos a CXCL12 (Smaniotto et al., 2005).

Quanto a expressao da CXCL12 em células endoteliais tEnd.1 sob
efeito do GH [100 ng/ml], ndao detectamos alteracao na expressao desta
molécula apds tratamento com o hormoénio. Esse dado de nosso estudo
contrasta, com a observacao de elevados niveis da CXCL12 no estroma
timico de camundongos transgénicos para o GH (Smaniotto et al., 2005).
Entretanto, vimos expressdao da CXCL12 por células tEnd.1, e esse achado
vai de encontro a deteccao por imunofluorescéncia deste ligante na
mesma linhagem celular (Mendes-da-Cruz et al., 2008).

A diminuicdo vista em nosso estudo, no percentual de células
positivas para CXCR4 quando os timécitos foram tratados com GH e na
presenca da CXCL12, pode ter contribuido para o aumento na

transmigracao destas células nesta situacao experimental. Um papel
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fisioldgico, que pode ser pensado, para conter o aumento na producao das
glicoproteinas laminina e fibronectina pelas células tEnd.1 tratadas com
GH (Ramos, 2008), se consideramos a ideia que matriz extracelular e
guimiocinas podem atuar em combinacao para dirigir a migragcao de
timocitos (Savino et al., 2002). No entanto, devemos comentar que para
os resultados obtidos até o presente momento utilizamos apenas uma
unica concentracao do GH e da CXCL12 em um modelo de imigracao.
Também, nao podemos deixar de mencionar que a migracao
transendotelial sofre influéncia de varios outros componentes e receptores

de matriz extracelular que serao analisados em futuras investigacoes.
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6. CONCLUSAO

Em conclusdo, o conjunto de dados apresentados neste trabalho,
sustenta a ideia que o GH é relevante na fisiologia do timo, ampliando seu
papel imunomodulador na biologia das células endoteliais e dos timécitos,
no que se refere ao processo de transmigragao. Aqui, mostramos que o
GH modulou diferentemente a transmigracao de timocitos murinos frente
a barreiras endoteliais, com discretas alteracdes nos niveis de expressao
para VLA-4 e CXCR4, receptores sabidamente envolvidos neste processo.
Além disso, dados apresentados em nosso estudo favoreceram
indiretamente o uso ja feito do GH como adjuvante terapéutico nas

imunodeficiéncias, como aqui mencionado o aumento na transmigracao de
células CD4" quando em conjunto com a CXCL12. Mais estudos serdo

necessarios para elucidar o papel do GH em outros mecanismos celulares
e moleculares envolvidos no processo de transmigracdao endotelial de

timocitos.
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7. PERSPECTIVAS

A partir dos dados desta dissertacao foi possivel levantar varias
questdes, cujas respostas poderao contribuir para um melhor
entendimento dos efeitos do GH sobre o funcionamento de interacoes
celulares no sistema imunoldgico. Diante da relevancia do tema,
pretendemos continuar contribuindo para os estudos cientificos no
dominio da neuroimunoendocrinologia, investigando alguns dos aspectos
dentre os que seguem:

1. Analisar se o GH modula a transmigracdo endotelial de timodcitos
murinos, considerando o modelo de imigragao, em outros tempos de
tratamento das células e/ou ao longo deste processo.

2. Avaliar o efeito do GH na transmigracao endotelial de células T em
um modelo de emigracao.

3. Investigar o efeito do GH sobre a expressao de outras moléculas
sabidamente relevantes em transmigracao endotelial de timdcitos em
modelos de imigracao e emigragao.

4. Observar o efeito do GH na transmigracao endotelial de timdcitos
frente a outras quimiocinas importantes neste processo.

5. Comparar o efeito do tratamento com GH sobre a transmigracgao
endotelial de timécitos provenientes de camundongos jovens e de

camundongos velhos.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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