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RESUMO

Estudos mostram que o horménio do crescimento (GH) é um polipeptidio com
propriedades imunomoduladoras. Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar os
efeitos in vivo e in vitro do GH sobre macréfagos, utilizando culturas de macréfagos
peritoneais residentes obtidos de camundongos swiss. Inicialmente, através da
analise microscépica foram observadas alteracbes na morfologia dos macréfagos
em cultura, tratados com GH, nas concentracdes de 20 e 200 ng/mL, pelos periodos
de 12 e 24 horas, quando comparado as células nao-tratadas. A presenca de
ligantes de moléculas da matriz extracelular em macréfagos foi analisada por
imunocitoquimica, em que se evidenciou um aumento na deposicao de fibronectina
e laminina quando as células foram tratadas com GH nas concentragdes de 20 e
200 ng/mL, nos tempos de 6, 12 e 24 horas. Por citofluorimetria, observou-se que o
tratamento com GH (200 ng/mL), por 6 e 24 horas alterou a expressao das
integrinas Mac-1 e VLA-6 na superficie dos macréfagos. Além disso, o tratamento
com GH, nesta mesma concentracgao, pelo periodo de 6 horas, foi capaz de diminuir
a adesdo de macrofagos a laminina. No ensaio de migragao in vitro, o tratamento
com GH (200 ng/mL), apresentou efeitos opostos nos diferentes tempos de
tratamento, aumentando o numero de células migrantes apds 6 horas e diminuindo o
nuamero de macrofagos migrantes apdés 12 horas de tratamento. Demonstrou-se
ainda, que o tratamento in vitro com GH, em ambas as concentra¢des, ndo modulou
a atividade fagocitica dos macrofagos, contudo macrofagos peritoneais obtidos de
animais tratados com GH nas doses de 20 e 200 ug/kg, por um periodo de 7 dias,
apresentaram uma maior porcentagem de fagocitose e uma maior capacidade
fagocitica quando comparados aos macrofagos de animais do grupo controle. De
uma forma geral, os resultados apresentados reforgam os dados ja constantes na
literatura de que o GH pode agir na resposta imune como um ativador de

macrofagos.

Palavras — chave: Macréfagos. Hormdnio do crescimento. Migracéo celular.
Fagocitose.



ABSTRACT

Studies have shown that growth hormone (GH) is a polypeptide with
immunomodulatory properties. Herein, studies were performed to determine in vivo
and in vitro effects of GH on macrophage by using cultures of resident peritoneal
macrophages from swiss mice. The microscopical analyses revealed alterations in
the macrophage morphology after GH treatment with 20 and 200 ng/mL for 12 and
24 hours. It was also observed that GH-treated macrophages have an increase in
fibronectin and laminin deposition evaluated by indiret immunocytochemistry. By
using flow cytometry, it was shown that GH-treatment (200 ng/mL) for 6 and 24 hours
altered the Mac-1 and VLA-6 integrins expression on macrophage surface.
Moreover, the same GH concentration, during 6 hours of treatment, was able to
decreased macrophage adhesion to laminin. In the in vitro migration assays, the GH-
treated cells (200 ng/mL) showed opposite effects depending on the treatment time,
after 6 hours, there was a increase in migrating cells whereas after 12 hours was a
decrease in cell migration. The in vitro GH treatment did not influence the phagocytic
activity of macrophages but when the GH treatment was perfomed in vivo, for 7
consecutive days, the peritoneal macrophages from GH-treated mice (20 and 200
Mg/kg) showed a higher porcentage of phagocytosis and also a higher phagocytic
capacity than cells from control animals. Taken together, these results reinforce the
literature data which show that GH can act as an macrophage activating-factor in the

immune response.

Key words: Macrophages. Growth hormone. Cell migration. Phagocytosis
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1 INTRODUCAO

O controle das atividades do organismo depende do processo de
comunicacdo multidirecional existente entre o0s sistemas organicos. Essa
comunicacdo permite ao organismo interagir com 0 ambiente ao seu redor,
desenvolvendo mecanismos para detectar, identificar, combater e eliminar qualquer
objeto, substancia ou ser alheio a ele.

A investigacdo cientifica vem demonstrando que o0s sistemas nervoso,
enddcrino e imunolégico atuam de forma conjunta na manutencdo da homeostase.
Para isso, esses sistemas compartiiham um elenco de substancias, tais como
citocinas, horménios e neurotransmissores que servem COMO mensageiros num
mecanismo de comunicacao intersistémica (Blalock e Smith, 2007).

Influéncias neuroenddcrinas sobre o sistema imune ja foram estudadas em
diferentes tipos celulares, incluindo os macréfagos. Ja foi demonstrado que o
horménio hipofisario prolactina (PRL) € capaz de aumentar a producéo de citocinas
por macrofagos peritoneais, enquanto que a progesterona aparentemente tem uma
acao imunossupressora sobre macrofagos, como demonstrado num estudo recente
em que os macréfagos murinos tratados com este esterdide exibiram uma inibicao
na producédo de interleucina-6 (IL-6) e do 6xido nitrico (NO) (Kumar et al., 1997,
Sodhi e Tripathi, 2008; Su et al., 2009).

Outro hormdnio envolvido na atividade de macrofagos é o hormdnio do
crescimento (GH), um neuropeptideo hipofisario que, além de suas funcbes
classicas no metabolismo celular e no crescimento do corpo, € um potente
imunomodulador que age em 6rgéos e células do sistema imunoldgico (Savino e
Dardenne, 1995). Ja foi relatado que o GH atua em macrofagos estimulando a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), NO e de citocinas (Edwards et al.,
1988; Tripathi e Sodhi, 2007; Sodhi e Tripathi, 2008). Devido a acao estimuladora
desse horménio, alguns estudos apontam que o GH pode auxiliar os macrofagos no
combate a infec¢des bacterianas e parasitarias (Edwards et al., 1992a; Frare et al.,
2010).

Dessa forma, estudos que busquem compreender a acdo do GH sobre a

biologia dos macrofagos podem contribuir ndo somente para o conhecimento sobre
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as interagbes imunoneuroenddcrinas, mas também proporcionar subsidios para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficientes, que auxiliem no
tratamento de patologias associadas a disturbios da funcéo imunoldgica tais como

doencas infecciosas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar in vitro e in vivo os efeitos do GH sobre a fisiologia de

macréfagos peritoneais residentes de camundongos.

2.2 Objetivos especificos

> Investigar os efeitos do GH na morfologia de macréfagos peritoneais

residentes de camundongos;
» Avaliar a expressao de ligantes e receptores de matriz extracelular em
macrofagos peritoneais residentes murinos submetidos aos tratamentos

com GH;

» Verificar o potencial do GH na capacidade de adesdo e migracdo de

macrofagos peritoneais residentes;

> Avaliar os efeitos in vitro e in vivo do GH na fagocitose de macréfagos

peritoneais residentes.

18



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Interacdes imunoneuroenddcrinas

As interagcdes imunoneuroenddcrinas resultam do compartilhamento de
ligantes e receptores que estabelecem um circuito de comunicagédo multidirecional
entre os sistemas imune e neuroenddcrino (Blalock e Smith, 2007). Além disso,
anatomicamente, 0s sistemas nervoso e o imunolégico mantém contato através de
inervacdes do sistema nervoso autdbnomo (o0 nervo vago e as fibras do sistema
nervoso simpdtico) presentes no timo, bago, medula 6ssea, linfonodos e em sitios
imunologicos no figado, pele e trato gastrintestinal (Steinman, 2004).

Nesse esquema de intercomunicacdo, o sistema imune, além de distinguir o
proprio do ndo-préprio, € capaz de detectar a presenca de um antigeno e alertar ao
sistema nervoso por meio de citocinas. O sistema nervoso, por sua vez aciona
neurotransmissores e neuropeptidios que irdo agir em receptores presentes em
orgaos e células do sistema imune (Figura 1).

Segundo Steinman (2004), esses sistemas podem interagir de trés maneiras:
na primeira ambos os sistemas atuam juntos, como na inducéo da febre provocada
por uma reacdo a infeccdo ou inflamacdo; na segunda, o sistema nervoso induz o
sistema imune, em casos de estresse em gque horménios do eixo hipotalamo-
pituitaria-adrenal modulam as respostas imunes; e na terceira 0 sistema imunoldgico
regula o sistema nervoso, como durante a infecgao.

Estudos anteriores ja mostraram que citocinas como interferon-gama (IFN-y),
interleucina-1 (IL-1) e interleucina-2 (IL-2) interagem com receptores opiodes, no
hipotalamo e nas glandulas hipéfise e adrenal (Blalock, 1989). Outras citocinas como
IL-6, fator de necrose tumoral-a (TNF-a), interleucina-10 (IL-10), interleucina-12 (IL-
12) e quimiocinas também atuam sobre o sistema neuroendocrino, sendo
produzidas por células do sistema nervoso, astrécitos e micréglia e em regides do
hipotalamo e na hipofise (Borghetti et al., 2009). Dentre outras acodes, essas
substancias atuam na regulacdo da secrecdo de hormonios hipofiséarios,
neurotransmissores e na indugdo da febre durante processos inflamatorios.
(Dinarello, 1999, Borghetti et al., 2009).
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Os horménios hipofisarios como o0s horménios adrenocorticotrépico,
tireoestimulante, luteinizante, foliculo estimulante, o GH e a PRL ja foram
comprovados como moduladores da resposta imune (Kelley, 1988; Blalock, 1989;
Weigent e Blalock, 1995). Esses horménios hipofisarios, por vezes, ao atuarem
sobre a glandula-alvo irdo estimular outras substancias com comprovada acao sobre
0 sistema imune, dentre as quais podemos citar os glicocorticides (acdo
imunossupressora), hormonios tireoidianos e esterdides (Routley e Ashcroft, 2009).
Como parte do processo de comunicacao multidirecional, os horménios, por sua vez,
regulam a producéo de citocinas e quiomicinas pelas células do sistema imune, além
de atuar na sintese de anticorpos e na atividade de linfocitos T e B, de células
natural killer (NK), neutréfilos e macréfagos (revisado em Weigent e Blalock, 1995;
Borghetti et al., 2009).

Citocinas SNC

Hipotalamo

Figura 1 - Representacéo
esquematica das interacfes
entre 0s sistemas nervoso,
imunoldégico e enddcrino.
Abreviaturas — ACTH: hormonio

4 \ 7 )
\ z L) \
°
o 3
citocinas L
o o ° °

@ adrenocorticotropico, CRH:

Cf\’g @ horménio liberador de

/ Sistema % | corticotropina, SNC:  sistema
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3.2Hormoénio do crescimento

O horménio do crescimento (Growth hormone — GH, horménio somatotrofico
ou somatotrofina) € um polipeptidio de 22 kDa produzido na hipéfise anterior,
pertencente ao grupo dos horménios somatomamotroficos do qual a PRL e a
somatotrofina coridnica também sdo integrantes. O GH é constituido por 191
aminoacidos, com duas pontes dissulfeto, resultante da transcricdo do gene cujo
locus génico esté situado no braco longo do cromossomo 17 (Kopchick e Andry,
2000). Uma variagdo menos abundante, com aproximadamente 20 kDa, resultante
de um splicing alternativo do RNAm também é encontrada na circulacdo (Weigent,
1996).

Na hipofise, a producdo do GH é estimulada pelo hormonio liberador de GH
(GHRH), produzido por neurbnios do hipotalamo, e é inibida pela somatostatina
(Sodhi e Tripathi, 2008). A secrecao do GH também pode ser estimulada por outros
peptidios denominados de secretagogos de GH (GHS), os quais interagem com
receptores presentes nas células somatotroficas na hipofise conhecidos como GHS-
R e dentre os quais se destaca a grelina (Hattori, 2009). Outros fatores e
substancias sao capazes de alterar a secre¢cdo de GH, através da alca de
retroalimentacdo ou por alteragdes na glicemia (hipoglicemia), aumento de
aminoacidos (arginina), desnutricdo, estresse, exercicio fisico e o sono (Kopchick e
Andry, 2000).

Os efeitos do GH séo iniciados a partir da sua ligacdo ao seu receptor (GHR)
presente na membrana plasmatica das células-alvo. Esses receptores sdo membros
da superfamilia das citocinas/hemopoietina, que também inclui os receptores para
PRL, eritropoietina, interleucinas (IL-1 a IL-7 e IL-9) e para o fator de crescimento de
colénia granulécito-macréfago (GM-CSF) (Tripathi e Sodhi, 2007). Ja foi observado,
em humanos, que o GH pode também se ligar ao receptor para PRL, mimetizando
0s seus efeitos nas células-alvo (Warwick-Davies et al., 1995a).

Os receptores da superfamilia das citocinas/hemopoietina ndo possuem
atividade tirosina-cinase intrinseca, assim quando o GH se liga ao seu receptor,
dominios citoplasmaticos proximos a membrana celular interagem com tirosinas-
cinases do citoplasma (JAK), que ativam a via de sinalizacdo JAK-STAT. A ativacao

de JAK-2 pode acionar outra via de sinalizagéo, através da fosforilagdo de proteinas
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como as FAK-cinases, Ras e Raf, e a proteina MAP-cinase (Jeay et al., 2002;
Rosenfeld e Hwa, 2009).

Véarias investigacbes sobre disturbios de crescimento, em animais de
experimentacdo e em humanos, foram fundamentais para identificacdo e
caracterizagdo do GH como a substancia responsavel pelo crescimento e
desenvolvimento dos tecidos (Kopchick e Andry, 2000). Atualmente, ja estd bem
estabelecido que o GH atua de maneira direta sobre as células-alvo ou
indiretamente pela estimulacéo da producéo de fatores de crescimento semelhante a
insulina (IGF’s) e em particular o IGF-1. Tanto o GH quanto IGF-1 estimulam a
sintese protéica e de 4&cidos nucléicos que promovem a proliferacdo e o
consequente crescimento tissular (Jeay et al., 2002). Os efeitos mitogénicos do GH
ja foram observados em varios tipos celulares como condrécitos, fibroblastos,
adipdcitos, mioblastos, linfécitos T, células endoteliais e em linhagens
hematopoiéticas (Merchav et al., 1988; Rymaszewski et al., 1991; Blazar et al., 1995;
Postel-Vinay et al., 1997; Jeay et al., 2002; Ramos, 2008).

Além da sua ac¢ao no crescimento, o GH também interfere no metabolismo de
carboidratos, lipidios e de minerais (Kelley et al., 2007). Neste contexto, duas
importantes agdes podem ser relacionadas ao GH: uma acgédo semelhante a da
insulina caracterizada por hipoglicemia, aumento da sintese proteica, glicogénese e
lipogénese; e outra acdo tardia, anti-insulinica, em que ocorre o oposto, com
hiperglicemia, hiperinsulinemia, aumento da lipdlise e reducdo do metabolismo da
glicose, representando os principais efeitos fisiolégicos relacionados ao GH
(Kopchick et al., 1999).

3.3GH e o sistema imune

Aléem do metabolismo celular, 0 GH age sobre células e 6rgados do sistema
imunologico. Este conceito surgiu a partir de estudos com animais
hipofisectomizados em que foram observadas alteracdes na resposta celular e
humoral, as quais foram restabelecidas apés o tratamento com GH e também com
PRL (revisado por Kelley et al., 2007). Em conjunto com esses dados, alteracdes na
funcd@o imunoldgica ja foram relatadas em individuos com deficiéncia de GH, tanto

em modelos experimentais com animais como em humanos, sendo que no primeiro
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foi observada uma maior suscetibilidade a infeccoes e deficiéncia na funcdo e
desenvolvimento de linfocitos, enquanto no segundo foi demonstrada uma falha na
sintese de anticorpos, hipoplasia timica e reducdo na atividade de células NK
(Kelley, 1989; Jeay et al.,, 2002). De maneira oposta, nas situacdes em que o GH
esta em excesso, como em camundongos transgénicos, ja foi demonstrado que
altas concentracbes de GH podem resultar no desenvolvimento de doencas
autoimunes (Jeay et al., 2002).

Receptores para GH no sistema imune foram encontrados primeiramente em
linhagem de linfécitos B humanos (Lesniak e Roth, 1976). Também j& foram
demonstrados em linfécitos T, células NK, mondcitos, neutréfilos, macréfagos, na
medula 6ssea, no timo, baco e linfonodos (Hattori, 2009). Além de expressar seu
receptor, as células do sistema imune como também as que constituem os 6érgaos
linféides s@o capazes de produzir GH, mostrando um mecansimo de acgéo
autocrino/paracrino desse horménio (Weigent et al., 1988; Savino e Dardenne, 1995,
Hattori, 2009).

Vérios estudos demonstram que o GH atua sobre 6rgéos linféides regulando
seu desenvolvimento e funcao, dentre os quais o timo destaca-se com um dos mais
estudados. Ja foi mostrado que o GH pode atuar sobre células epiteliais timicas,
aumentando a sua proliferacédo, a producao de citocinas e quimiocinas, e ainda, a
expressdo de receptores e moléculas da matriz extracelular (MEC) (Tseng et al.,
1997; de Mello-Coelho et al., 1997; Savino e Dardenne, 2000). Em concordancia
com esses achados, estudos com animais transgénicos para esse horménio e em
animais que receberam injecdo intratimica de GH demonstraram a habilidade do
horménio em atuar in vivo sobre o timo, modulando a expressao de receptores e
ligantes da MEC e quimiocinas, como também a migracao intratimica de linfécitos T
e seu exporte para érgaos linféides periféricos (Smaniotto et al., 2004; 2005). Além
disso, foi visto que em pacientes adultos infectados pelo virus da imunodeficéncia
humana (HIV), o tratamento com GH promoveu um aumento na fungéo timica e no
namero de linfocitos T CD4+ naive e total circulantes (Napolitano et al., 2008).

O GH também atua sobre a medula 0ssea, estimulando a granulopoiese, a
proliferacdo e a maturacdo de células progenitoras multipotentes e, ainda, pode
atuar na producédo de citocinas por ceélulas estromais (Merchav et al., 1988; Hanley
et al., 2005). Murphy e colaboradores (1992) demonstraram que o tratamento in vivo
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com GH estimulou a hematopoiese em animais com mielossupresao provocada pela
azidotimidina.

Em 6rgéos linféides periféricos, os efeitos do GH ja foram observados no
baco, em que camundongos transgénicos para o GH apresentaram um aumento de
células progenitoras mieldides (Blazar et al., 1995). Corroborando com este estudo,
mais recentemente, Smaniotto e colaboradores (2010) demonstraram que
camundongos transgénicos para GH possuiam um maior nimero de linfécitos B, T e
suas respectivas subpopulacbes, no baco e nos linfonodos mesentéricos e
subcutaneos. Além disso, neste mesmo trabalho foi observado que altos niveis de
GH circulante podem modular a migracdo de linfécitos B e T de 6rgédos linféides
periféricos, em combinacdo com quimiocinas e moléculas da MEC.

O GH atua também na atividade das células efetoras do sistema imune.
Estudos demonstram que esse hormonio é capaz de estimular a diferenciacdo de
linfécitos B e aumenta a producao das imunoglobulinas G e M ap6s estimulagdo com
Staphylococcus aureus (revisado por Hattori, 2009). O GH é capaz de aumentar a
capacidade de adesao, a producdo de ROS, a migracdo e a quimiotaxia além de
induzir alterac6es na morfologia de neutréfilos normais (Fu et al., 1992; Petersen et
al., 2000). Além disso, o0 GH também atua melhorando a atividade de neutréfilos de
animais velhos, em ac¢éao sinérgica com IFN-y, através do aumento na producédo de
ROS e da atividade bactericida (Fu et al., 1994). Em um estudo recente, Liu e
colaboradores (2010) demonstraram o efeito do GH, em altas concentracfes, sobre
células dendriticas humanas, induzindo sua diferenciacdo, aumentando a producao
de IL-12 e a sua capacidade de estimular a proliferacdo de linfocitos T citotdxicos.
Também foi demonstrado que o GH é capaz de estimular diretamente a proliferacéo
de linfécitos T murinos ativados (Postel-Vinay et al., 1997). Ainda, Herasimtschuk e
colaboradores (2008) demonstraram que a administracdo conjunta de GH com a
terapia antiviral altamente ativa (HAART) em pacientes lipodistréficos portadores de
HIV-1 melhorou a resposta especifica de linfocitos T ao virus.

A capacidade imunomoduladora do GH também vem sendo demonstrada na
imunidade contra infec¢cdes. Em individuos que produzem altas concentracdes
desse hormoénio, foi observado um aumento na atividade bactericida contra
Mycobacterium avium (revisado em Sodhi e Tripathi, 2008). No modelo de

septicemia por Escherichia coli em camundongos, um aumento na defesa a infeccéo
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foi observado apds tratamento de curto prazo tanto com GH quanto com IGF-1
(Inoue et al., 1995). Além disso, Takagi e colaboradores (1997) em um estudo com
modelo murino de injaria termal, demonstraram que animais infectados com virus do
herpes simples tipo 1 (HSV-1), tratados in vivo com GH recombinante humano
apresentaram um aumento nos niveis de sobrevivéncia ao virus. Recentemente,
Frare e colaboradores (2010) demonstraram que o GH pode ser utilizado como uma
estratégia terapéutica contra infec¢des provocadas por Trypanosoma cruzi.

Edwards e colaboradores (1991a) em seus estudos com animais
hipofisectomizados, mostraram que o tratamento com GH pode oferecer protecao e
aumentar a sobrevivéncia a infeccao letal por Salmonella typhimurium. Segundo os
autores, o efeito do GH se deve a sua interacdo com células fagociticas do sistema
imune, que atuariam na resisténcia contra doencas infecciosas. Este mesmo grupo
de pesquisa demonstrou que a administracdo in vivo de GH aumentou a resisténcia
de macrofagos a bactéria Salmonella typhimurium, fato que os autores atribuem a
capacidade do hormonio em estimular a producdo de ROS, responsaveis pela acao
bactericida dos macréfagos (Edwards et al. 1992a).

Estes estudos, em conjunto, revelam que o GH age sobre 6rgéos e células do
sistema imune, atuando sobre a imunidade adquirida como linfécitos, e também
sobre células efetoras da imunidade inata, na qual os macréfagos surgem como

importantes alvos para a acdo do GH.

3.4Macro6fagos: aspectos gerais e funcionais

Ha um século, Elie Metchnikoff em seus estudos com estrelas-do-mar, trazia
0 conceito de que o0s animais possuiam células com a capacidade de engolfar
particulas estranhas, que foram por ele denominadas de fagécitos (revisado em
Stuart e Ezekowitz, 2008). A partir da descoberta de Metchnikof, atualmente sabe-se
que o0s organismos multicelulares possuem mecanismos de prote¢cdo que 0S
defendem contra agentes nocivos. Um desses mecanismos de protecdo é a
imunidade natural ou inata.

Em animais invertebrados a imunidade natural € composta por células
fagociticas que tem a capacidade de cercar e destruir agentes nocivos (Williams,
2007). Nos vertebrados, as células fagocitarias sdo denominadas de macrofagos e

estdo classificadas no sistema fagocitario mononuclear, que também é constituido
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por mondcitos e seus precursores (Gordon e Taylor, 2005). Anteriormente, essas
células eram classificadas juntamente com as células reticulares, células endoteliais
e com os fibroblastos em um sistema denominado reticulo-endotelial. Apos varias
investigacdes realizadas em diversos modelos experimentais, em 1969, durante uma
conferéncia em Lieden, Holanda, os pesquisadores passaram a agrupar oS
macrofagos, os mondcitos e seus precursores no atual sistema fagocitario
mononuclear (van Furth et al., 1972).

Os macrofagos se diferenciam a partir de monécitos que sao produzidos pela
diferenciacéo de linhagens de células-tronco especificas, em sitios hematopoiéticos.
Ainda na vida intra-uterina, a producdo de células semelhantes a macrofagos
acontece diretamente a partir de progenitores mesenquimais presentes no saco
vitelino, entdo, mais adiante no desenvolvimento passam a ser derivados do figado
fetal, em que sdo originados de precursores monociticos e por fim, apés o
nascimento, a producdo é realizada pela medula 6ssea (Figura 2). Apdés o
nascimento, os macrofagos sdo encontrados em todos os tecidos do organismo,
chegando a constituir cerca de 20% do total de células (Pollard, 2009).

Os mondcitos constituem de 5% a 10% da populacdo de leucdcitos
circulantes do sangue. Sdo células grandes, possuindo entre 10 e 15 um de
didametro; apresentam nucleo grande, reniforme e excéntrico; o citoplasma contém
inumeros lisossomos e vacuolos fagociticos (Gartner e Hiatt, 2003; Gordon e Taylor,
2005). Além disso, apresentam uma heterogeneidade refletida em fenétipos distintos
determinados por moléculas de superficie, sendo capazes de se diferenciar em
varios tipos de macréfagos e células dendriticas (Gordon e Taylor, 2005). Na medula
6ssea do humano adulto s&o produzidos aproximadamente 5x10° mondcitos por dia,
gue ao entrarem na circulacdo sanguinea podem migrar para os tecidos, se
diferenciar em macréfagos ou podem permanecer na circulagdo onde a sua meia-
vida é de até 18 horas (Xaus et al., 2001).

Ao migrarem para os tecidos, os mondcitos se diferenciam em macrofagos.
Essa migracdo pode ser em consequéncia de estimulos durante processos
inflamatorios ou por processo fisiologico durante o desenvolvimento dos tecidos
dando origem aos macrofagos residentes, que podem permanecer nos tecidos
durante longos periodos, de meses até anos (Xaus et al, 2001; Gordon, 2007). Os

mondcitos também podem ser recrutados para renovacdo do numero dos
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macréfagos residentes nos tecidos, embora estudos recentes tenham mostrado que
essa renovacdo pode estar mais relacionada com a proliferacdo dos macréfagos no
microambiente do Orgdo do que pelo recrutamento de mondcitos circulantes
(revisado em Gordon e Taylor, 2005; Gordon, 2007). Nos tecidos, os macrofagos
apresentam-se como células grandes de 10-30 um de didmetro, irregulares, com
citoplasma basdfilo, repleto de vacuolos pequenos e granulos também pequenos e
densos; o nucleo é ovoide, excéntrico, em forma de rim e, em geral, ndo apresenta

nucléolos (Gartner e Hiatt, 2003).
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Figura 2 — Desenho esquematico da diferenciacdo de macr6fagos ao longo do
desenvolvimento. Os macrofagos sao diferenciados a partir de mondcitos produzidos em
sitios hematopoiéticos que variam de acordo com o desenvolvimento do organismo. No
adulto, os mondcitos sdo produzidos na medula 6ssea e compartilham o mesmo precursor
com os neutrdéfilos. Abreviaturas — HSC: célula-tronco hematopoiética, GM-CFU: unidade
formadora de colénia granuldcito-macrofago, G-CFU: unidade formadora de col6nia de
granulécito, M-CFU: unidade formadora de colénia de macréfago (Adaptacdo de Gordon e
Tavlor, 2005).

Os macrofagos residentes dos tecidos constituem a primeira linha de defesa

contra agressoes, sendo capazes de iniciar processos de inflamagdo aguda e
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mudancas vasculares através de sua intima associagdo com a microvasculatura
(Gordon, 2007). Além disso, essas células irdo desempenhar fungdes que auxiliam
na homeostasia dos 6rgados onde estéo localizadas, como os macrofagos alveolares
gue produzem reagentes oxidantes que eliminam patdgenos e removem 0 excesso
de moléculas surfactantes e as células de Kupffer presentes no tecido hepético que
atuam no processamento da lipoproteina de baixa densidade (LDL), na
neutralizacdo de endotoxinas bacterianas e na remocao de particulas estranhas na
circulacao portal (Lucas e Greaves, 2001; Laskin et al., 2011).

Componentes essenciais da imunidade inata, os macréfagos atuam
diretamente na modulacdo do processo inflamatério. Quando ocorre um estimulo
lesivo ou uma invasdo de agentes nocivos como bactérias, fungos ou virus, os
macrofagos residentes dos tecidos sao ativados através da interacdo de receptores
na sua superficie com moléculas presentes nos agentes agressores. Esses séo
chamados de receptores de reconhecimento padréo (PRR) dos quais fazem parte as
lectinas, como a dectina-1, os receptores FcyRI de alta afinidade, os receptores
semelhantes ao Toll (TLR) que estdo presentes ha membrana plasméatica da célula
ou em vesiculas no citoplasma, e ainda um grupo de receptores que sao dominios
intracelulares de reconhecimento de produtos bacterianos, os nacht-like receptors
(NOD-like) (Gordon, 2007; Medzhitov, 2007). Os ligantes desses PRR’s sdo padrbes
moleculares Unicos presentes em bactérias, fungos e em produtos de dano tecidual
denominados de padrdes moleculares associados a patéogenos (PAMP’s) e padrdes
moleculares associados ao dano (DAMP’s) (Medzhitov, 2007). Uma vez que
acontece essa interacdo, € desencadeada uma série de acgbes, desde a fagocitose
do agente agressor, o recrutamento de células inflamatérias, a producdo de
citocinas, fatores de crescimento e quimiocinas.

A fagocitose é a principal funcéo efetora dos macréfagos. Uma vez que os
PRR’s sdo ativados, uma cascata de sinalizacdo € induzida resultando no
englobamento do patdégeno e a formagdo do fagossomo. No citoplasma, o
fagossomo se funde com vesiculas lisossomais, formando o fagolisossoma que
reune um arsenal de moléculas e produtos que irdo contribuir para eliminacdo do
patdgeno, dentre os quais se encontram as ROS e o NO (Flannagan et al., 2009).

A interacdo dos PAMP’s com os PRR’s também irdo ativar os macrofagos

para producdo de citocinas como o TNF, interleucinas (IL-1, IL-6 e IL-12), fator de
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ativacdo de plaquetas, prostaglandinas, leucotrienos, fator de crescimento e
transformacao (TGF), fator de crescimento de fibroblastos e quimiocinas, servindo
como pontos-chave do processo inflamatério e na reparacdo de danos nos tecidos
(Gordon et al., 1995; Xaus et al., 2001; Gersch et al., 2002). Além disso, as citocinas
IL-1 e IL-6 ir8o estimular a producédo de colectinas, ficolinas e pentraxinas, proteinas
da fase aguda da inflamacdo, que irdo atuar na ativacdo de proteinas do
complemento e na opsonizagcdo de microrganismos, favorecendo a fagocitose e a
eliminacao do patdégeno (Medzhitov, 2007).

Quando os macrofagos chegam ao foco inflamatério, também séo ativados
pelo IFN-y produzido por linfocitos T e células NK que, dentre outras fungdes,
estimula a producédo de anions superoéxidos (0O2) e NO, aumentando a capacidade
microbicida dos macrofagos. Os lipopolissacaridios (LPS) também podem ativar
macrofagos através da via de sinalizacdo LBP (proteina ligante de LPS)/CD14/TLR-
4 que induz a transcricdo de genes que codificam citocinas (TNF-a e IL-1) e enzimas
(Xaus et al., 2001; Abbas e Lichtman, 2005). Além disso, os macrofagos podem ser
ativados por uma via alternativa, a partir da inducéo por IL-4 e IL-10, caracterizando
a participacdo dessas células em processos alérgicos, infecgbes parasitarias e na
resposta humoral (Gordon, 2007).

Além de participarem como efetores na imunidade inata, os macrofagos
também desempenham papel importante na imunidade celular e humoral,
interagindo com linfécitos T na destruicdo dos patdgenos, expressando receptores
para as por¢des Fc das imunoglobulinas e para produtos do sistema complemento,
participando de processos de opsonizacdo mediados por tais moléculas (Abbas e
Lichtman, 2005).

No reparo ao tecido lesado, os macrofagos secretam diferentes citocinas e
fatores de crescimento que ajudam na remodelacdo da MEC e no recrutamento de
células estruturais como fibroblastos e células do musculo liso (Lucas e Greaves,
2001). Além disso, também produzem e secretam moléculas da MEC como
colageno, fibronectina e laminina (Johansson et al., 1979; Alitalo et al., 1980; Vaage
e Lindblad, 1990; Pedraza et al., 2000). Estudos tém demonstrado que a laminina
interfere na adesdo, fagocitose, citotoxidade e na migracdo de macréfagos; e é
expressa na superficie de macréfagos murinos ativados (Pedraza et al., 2000).

Enquanto que a fibronectina é capaz de estimular a produgdo do fator de
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crescimento celular, aumenta a expressao de receptores Fc e formam uma cobertura
sobre restos celulares, facilitando a fagocitose (Mosher, 1984).

A atividade dos macréfagos pode também ser modulada ou inibida por outras
moléculas e horménios, que irdo promover o equilibrio da inflamacéo, pois sua
exacerbacdo pode levar a ocorréncia de processos patolégicos. As citocinas
envolvidas nesse controle sédo IL-10, TGF- e produtos derivados do acido
araquidénico como prostaglandina E,. Dentre os hormoénios estédo os glicocorticoides
gue sado potentes anti-inflamatérios capazes de interferir na funcao de varias células
do sistema imune (Gordon, 2007).

Muitas das informagBes que temos sobre a biologia dos macréfagos €
resultado de inUmeras pesquisas desenvolvidas por diferentes grupos, muitas delas
realizadas utilizando-se de estudos in vivo e in vitro. Um modelo experimental
amplamente utilizado sdo macriéfagos coletados na cavidade peritoneal, tanto
residentes quanto estimulados por antigenos (Gordon, 2007). Estudo recente
revelou que existem dois tipos de macrofagos residentes da cavidade peritoneal os
quais foram classificados segundo sua morfologia em macréfagos grandes e
macréfagos pequenos, que diferem entre si ndo somente pela forma, mas pela

expressao de receptores de superficie, funcéo e origem (Ghosn et al., 2010).

3.5GH e macrofagos

Estudos tém mostrado que macrofagos séo importantes alvos para o GH. Nos
fagocitos o GH est4 envolvido na funcdo e na atividade das células, atuando na
guimiotaxia de mondcitos durante a migracdo para os sitios de leséo tecidual e na
ativacdo de macréfagos (Tripathi e Sodhi, 2007). Também ja foi relatado que células
mononucleares humanas possuem receptor para o hormdnio, como também
produzem GH semelhante ao secretado pela hipéfise (Varma et al., 1993).

Nos mondcitos humanos, ja foi observado que o GH pode atuar como um
fator quimiotatico e quimiocinético além de estimular a liberacdo de perdxido de
hidrogénio (H.0;) (Warwick-Davies et al., 1995a; Kahler et al., 2001). Esse ultimo
efeito concorda com o que foi observado anteriormente por Edwards e
colaboradores (1988), em que o tratamento com GH modulou a producéo de O, por

macrofagos. Tripathi e Sodhi (2007) mostraram que o tratamento in vitro com GH
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induziu a transcricdo e a traducdo do gene da sintase do NO indutivel (iINOS), e um
consequente aumento na producdo de NO por macréfagos peritoneais.

Recentemente, foi demonstrado que o tratamento in vitro com GH foi capaz
de induzir a producado das citocinas IFN-y, IL-12p40, IL-6 e IL-1B e das quimiocinas
MIP-1a e RANTES por macréfagos peritoneais (Sodhi e Tripathi, 2008). Outros
estudos ja haviam mostrado a influéncia do GH na liberacdo de TNF-a por
macréfagos (Edwards et al., 1991b). Este perfil de citocinas e de quimiocinas
induzido pelo GH sugere que este interfere, principalmente, nos eventos de
imunidade celular mediada por macréfagos (Sodhi e Tripathi, 2008). Em um estudo
anterior, Uronen-Hansson e colaboradores (2003) ja haviam observado que o GH é
capaz de aumentar a producéo de IL-1q, IL-6 e TNF-a por mondcitos estimulados
com LPS.

Além da imunidade, os macréfagos tém papel importante no metabolismo de
LDL’s, removendo-as dos vasos sanguineos. Mas, LDL’s em excesso podem induzir
a transformacdo de macrofagos em células espumosas, dando inicio a lesdes
ateroscleroticas (Lucas e Greaves, 2001). Com relacdo a esse fato, Hochberg e
colaboradores (1992) mostraram que tanto o GH quanto o IGF-1 aumentaram a
captura e metabolismo de LDL por macréfagos, destacando essas células como um
modelo para o estudo dos efeitos do GH no metabolismo de lipidios.
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4 METODOLOGIA

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus), machos, de 5-8 semanas, da
linhagem Swiss, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de
Alagoas — UFAL e mantidos no Biotério Setorial do Instituto de Ciéncias Bioldgicas e
da Saude — ICBS com ciclo claro/escuro de 12 horas, temperatura ambiente de 22
°C e livre acesso a racdo e agua. Todos os procedimentos realizados durante o
desenvolvimento do projeto foram aprovados pelo Comité de Etica da UFAL
(Processo n° 028370/2009-07).

4.2 Reagentes

O GH (hormotrop) foi obtido da Dong-A Pharmaceutical Co. (Dongdaemoon-
Gu, Seul, Coréia do Sul). Os outros reagentes utilizados foram: meio de cultura
RPMI 1640, solucdo tampéao de salina fosfatada (PBS), zimosan A (Saccharomyces
cerevisiae), aminoacido L-glutamina ndo animal, albumina sérica bovina (BSA) e
fibronectina celular (obtida de fibroblasto de prepucio humano) todos obtidos da
Sigma-Aldrich Co. (Saint Louis, MO, EUA). A laminina foi obtida da Invitrogen (S&o
Paulo, Brasil), enquanto que o soro bovino fetal estéril (SBF) foi obtido da Gibco®,
Invitrogen (Canadd). O antibiético ciprofloxacino (ciprobacter) foi obtido da Isofarma
LTDA (Ceard, Brasil) e o meio para montagem rapida de laminas (Entellan®) da
Merck (Alemanha).

4.3Anticorpos

Para os ensaios de imunofluorescéncia foram utilizados os seguintes
anticorpos: anti-fibronectina e anti-laminina de camundongo produzidos em coelho e
anti-lg de coelho produzido em cabra conjugado ao isocianato de fluoresceina
(GAR-FITC) obtidos da Sigma-Adrich (St. Louis, MO, EUA). Para as analises
citofluorimétricas foram utilizados anticorpos especificos conjugados a fluorocromos:

anti-CD49e/ficoeritrina (PE) produzido em rato, obtido da BD Pharmingen (San
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Diego, CA, EUA), anti-CD49f/ficoeritrina (PE), anti- CD11b/alloficocianina (APC) e os
isotipos controles IgG 2a e 1gG 2b produzidos em rato, ambos controles negativos
dos anticorpos conjugados a PE e APC, respectivamente, foram produzidos pela
eBioscience (San Diego, CA, EUA).

4.4Cultura priméaria de macrofagos peritoneais residentes

Os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical, lavados em alcool
70% e, na cabine de seguranca biologica, foram presos em um suporte de isopor
onde, com auxilio de pinca e tesoura, a pele da regido ventral foi removida e o
peritdbnio exposto. Depois dessa etapa, com auxilio de seringa descartavel (10 mL)
foi injetado na cavidade peritoneal 8 mL de PBS gelado, tomando cuidado para néo
atingir nenhum 6rgéo. Apos leves batidas para agitar o liquido dentro da cavidade,
foi feita a coleta do meio contendo as células, que foi transferido para um tubo de 15
mL e centrifugado a 4 °C em 227 g (1500 rpm) por 10 minutos. Apos centrifugagdo, o
sobrenadante foi desprezado e o pellet contendo as células foi ressuspendido em 1
mL de meio RPMI 1640 suplementado com 10% de SBF, 1% de L-glutamina e 2
mg/mL do antibiético Ciprofloxacino (meio completo). Apés contagem, as células em
suspensao foram plaqueadas e colocadas em estufa de CO, por um periodo de 30
minutos a 2 horas para adesdo das células, de acordo com protocolo experimental
utilizado. Apos este periodo, as placas foram lavadas com PBS para retirada das
células ndo aderentes, adicionado meio RPMI completo e mantidas na estufa a 37
°C em atmosfera umedecida contendo 5% de CO, ou utilizadas conforme protocolo
experimental desejado.

Essa € uma técnica simples que permite o isolamento de macréfagos
peritoneais residentes, uma vez que essas células possuem a propriedade de aderir
ao plastico e ao vidro. Com isso, obtivemos uma cultura em que 98% das células

sdo macrofagos, como analisado por citometria de fluxo.

4 5Tratamento com GH

Para os ensaios de andlise morfologica, avaliacdo da deposicdo de MEC,

expressao de integrinas e para 0s ensaios de adesédo, os macréfagos foram tratados
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com GH nas concentracdes de 20 e 200 ng/mL, em meio RPMI contendo 2% de
SBF e mantidos em cultura por 6, 12 ou 24 horas, exceto nos ensaios de adeséao,
em que as células foram tratadas somente pelos periodos de 6 e 12 horas. Nos
ensaios de migracao in vitro em insertos transwell®, as células em suspenséo foram
tratadas com GH nas concentragcfes de 20 e 200 ng/mL, pelos periodos de 6 ou 12
horas, em meio RPMI contendo 0,5% de BSA. Em todos os esquemas acima
descritos, macréfagos nao tratados, mantidos nas mesmas condi¢cbes de cultivo,
foram utilizados com controle. Além disso, uma reducdo de 10% para 2% nha
concentracdo do SBF foi utilizada, uma vez que este meio contém varios fatores de
crescimento que podem interferir nos resultados obtidos durante os experimentos.
Para os ensaios in vivo, foram utilizados camundongos machos swiss (6
semanas) tratados, por via intraperitoneal, com GH nas doses de 20 ou 200 ug/kg,
diluido em 200 pL de PBS, durante 7 dias consecutivos, tendo animais tratados
somente com PBS como controle. Um dia apés o dltimo tratamento os macréfagos
peritoneais residentes foram coletados como especificado no item 4.4. As
concentracdes e doses utilizadas neste trabalho foram determinadas de acordo com

estudos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa.
4.6 Analise morfolégica

Os macroéfagos peritoneais foram cultivados em placas de 24 pocos contendo
laminulas de vidro (d=13 mm), num volume total de 2x10° células em 500 pL de
meio RPMI 1640 completo por poco. As culturas foram colocadas em estufa de CO,
por 2 horas para adesdo das células. Apos este periodo, as placas foram lavadas
com PBS para a retirada das células ndo aderentes, suplementadas com meio RPMI
completo e colocadas na estufa por 18 horas. ApGs este tempo, as células em
cultivo foram tratadas com GH, conforme descrito no item 4.5. Terminado o
tratamento, os pocgos foram lavados, fixados com metanol por 10 minutos e corados
com Giemsa por 8 minutos. Posteriormente, as laminulas foram retiradas dos pocos,
montadas com Entellan® em laminas histolégicas e examinadas ao microscopio
optico de luz acoplado a um sistema de aquisicdo de images equipado com software
NIS elements para processamento e conversdo das images (Nikon Eclipse 50i).

Para a andlise foram escolhidos aleatoriamente 20 campos em cada laminula, em
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cada grupo, em que foram considerados os seguintes aspectos morfoldgicos: forma
do ndcleo, tamanho relativo, presenca de projecdes citoplasméticas e presenca de
vacuolos. Os experimentos foram feitos em triplicata e foram repetidos pelo menos

duas vezes.

4.7Avaliacdo da deposi¢cdo de moléculas da MEC

Macrofagos peritoneais foram cultivados em placas de 8 pocos, com laminas
de vidro (Lab-tek™, Nunc, EUA), com o volume de células ajustado para 10°
cél./poco e apos 18 horas, as células em cultivo foram tratadas com GH como
descrito no item 4.5. Depois do tratamento, as células foram lavadas, fixadas em
metanol absoluto por 10 minutos e, posteriormente, foram submetidas ao ensaio de
imunofluorescéncia indireta. Primeiramente, as células foram hidratadas com PBS
por 5 minutos e incubadas com solugdo de PBS/BSA a 1% por 30 minutos para
bloquear sitios inespecificos. Em seguida, as células foram incubadas com
anticorpos primarios especificos para fibronectina e para laminina, por 1 hora, a
temperatura ambiente, em recipientes contendo gazes Umidas. Apds esse tempo, as
células foram lavadas com PBS (trés banhos de 5 minutos) seguido da incubacao
com anticorpo secundario GAR-FITC durante 45 minutos em camara escura. Apés
lavagem com PBS, as placas foram montadas com glicerol com laminulas de vidro
para posterior observacdo em microscépio de fluorescéncia Nikon Eclipse 50i. A
andlise da deposicdo de fibronectina e laminina foi baseada na avaliagdo qualitativa
da intensidade de fluorescéncia observada na superficie das células.

4.8Avaliacdo da expressédo de integrinas

Os macrdéfagos peritoneais foram cultivados em placas de Petri num volume
de 10° células em meio RPMI completo e apés 18 horas em cultura, as células foram
tratadas com GH (vide item 4.5.). Logo apos o tratamento, as células foram liberadas
das placas com o auxilio de cell scraper e de lavagens com PBS 2% SBF,
centrifugadas, contadas e 10° células foram plaqueadas em placas de 96 pocos, em
que foram novamente centrifugadas, por 5 minutos a 1500 rpm. Apés centrifugacao,

os macrofagos foram marcados com anticorpos especificos conjugados a
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fluorocromos para as cadeias alfa das integrinas VLA-5 (anti-CD49e/PE), VLA-6
(anti-CD49f/PE) e Mac-1 (anti-CD11b/APC) diluidos em PBS, e incubadas por 20
minutos a 4 °C. Ap0s marcacédo, as ceélulas foram lavadas com PBS 2% SBF e
fixadas em formaldeido a 2% para posterior analise. As células devidamente
marcadas foram analisadas no citdmetro de fluxo FACS Canto Il equipado com o
programa de computador Diva (BD biosciences), ap0s a aquisicdo de 10.000
células. A andlise da marcacdo e a confec¢cdo dos histogramas foram realizadas
com programa Summit 4.3 (Dako Colorado Inc.). Os experimentos foram realizados
em triplicata.

4 9Ensaios Funcionais

49.1 Adesao

Os ensaios de adesdo foram realizados de acordo com o0s protocolos
constantes nos trabalhos de Smaniotto e colaboradores (2005) e Tsukuba e
colaboradores (2009), com algumas altera¢gbes. Placas de cultura de 96 pocos de
fundo chato foram revestidas com 50 pL de PBS contendo moléculas de matriz
extracelular, laminina e fibronectina, ambas nas concentra¢gdes de 10 pg/mL, durante
1 hora a temperatura ambiente. ApOs esse tempo, 0 excesso de revestimento foi
retirado e as placas foram deixadas abertas para secar a temperatura ambiente por
30 minutos. Em seguida, os pocos foram lavados com PBS e posteriormente foi
adicionado, em cada poco, 50 uL de PBS/BSA a 1% para bloquear as ligagbes
inespecificas por 45 minutos em estufa de CO, ApOs bloqueio, as placas foram
vertidas para retirada total da solucdo. Enquanto isso, macréfagos peritoneais
tratados in vitro com GH (conforme descrito no item 4.5.) foram liberados das placas,
centrifugados e ressuspendidos em 100 yuL de meio RPMI sem suplementacéo para
posterior contagem. Um volume ajustado de 5x10* células em 50 pL de RPMI foi
distribuido, por poco, nas placas revestidas e estas foram colocadas na estufa de
CO, por 30 minutos para permitir a adesao celular. Apos o tempo de adesao, 0s
pocos foram lavados 2 vezes com 100 puL de RPMI aquecido a 37°C para retirada
das células ndo aderentes. As células que permaneceram aderidas foram fixadas

com 100 pL de formaldeido a 4% por 15 minutos e apés uma nova lavagem com 100
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UL de PBS, as células aderentes foram coradas com 50 pL de cristal violeta (5
mg/mL) em alcool a 2% por 10 minutos. Depois da coloracdo, as placas foram
imersas em um recipiente com agua destilada para retirar o excesso de corante e
colocadas para secar com a parte superior para baixo. Quando as placas estavam
completamente secas, foi adicionado 200 pL de solucdo de SDS a 1% em &gua
destilada, em cada poco, por 30 minutos para solubilizar o corante. Apos
solubilizacdo, a solucdo foi recolhida e transferida para outra placa nos pocos
correspondentes para realizacdo da leitura em leitora de microplaca TP-Reader
(Thermoplate®). A adesdo foi quantificada pela medida da absorbancia no
comprimento de onda de 540 nm.

4.9.2 Migragao in vitro

Este ensaio foi realizado segundo protocolo experimental utilizado por
Furundzija e colaboradores (2010), com algumas adaptacdes, empregando insertos
transwell (Nunc, EUA) contendo membranas de policarbonato com 10 mm de
didmetro e poros de 8,0 um. Primeiramente, os macrofagos peritoneais foram
plagueados em frascos de cultura médios ou pequenos e mantidos em estufa a 37
°C em atmosfera umedecida contendo 5% de CO, por um periodo de 30 minutos
para adesdo. Enquanto isso foi realizado o bloqueio da membrana do inserto, com
PBS/BSA a 1%, durante 45 minutos, para tornar a membrana mais homogénea. Em
seguida, os macrofagos foram liberados dos frascos de cultuta com PBS gelado,
contados e um volume de 2x10° células foi ressuspendido em 200 uL de meio RPMI
acrescido de 0,5% de BSA contendo GH nas concentragdes de 20 ou 200 ng/mL. O
mesmo volume de células ndo tratadas foi utilizado como controle. Na camara
inferior foi adicionado 500 puL meio RPMI com 0,5% BSA e as suspensdes de células
foram adicionadas na camara superior do transwell. Os insertos foram mantidos em
cultura por 6 ou 12 horas para a migracdo das células. Terminado o periodo de
migracéo, a face superior da membrana dos insertos foi raspada com uma pinga e
lavada com PBS para retirada das células ndo migrantes. Apés lavagens, 0s insertos
foram fixados em metanol absoluto por 10 minutos, corados pelo método de Giemsa
(1: 2) por 8 minutos e banhados em agua destilada para remover o excesso do

corante. A andlise da migracao foi realizada ao microscopio optico invertido (Nikon
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Eclipse TS 100), a partir da contagem das células migrantes em 10 campos
aleatdrios com objetiva de 40x. Os experimentos foram realizados em triplicata.

4.9.3 Atividade fagocitica

Este ensaio foi desenvolvido de acordo com os protocolos citados por Bos e
de Souza (2000) e por Batista Junior e colaboradores (2006), com algumas
modificacdes. Os macréfagos peritoneais foram cultivados em placas de 24 pocos
contendo laminulas de vidro (d=13 mm), num total de 5x10° células por poco, em
meio RPMI 1640 completo e colocadas em estufa de CO, por 2 horas para adesao
das células. Apés este periodo, as placas foram lavadas com PBS para a retirada
das células ndo aderentes, adicionado meio RPMI completo e mantidas na estufa a
37°C em atmosfera umedecida contendo 5% de CO, Apds tratamento com GH, os
pocos foram lavados com PBS e uma concentracdo de 50 pg/mL de zimosan A foi
adicionada as culturas. A fagocitose das particulas foi permitida por 2 horas e, apos,
os pocos foram lavados 2 vezes com PBS e, em seguida, as culturas foram fixadas
com metanol absoluto por 10 minutos e corados por método de Giemsa por 8
minutos. Posteriormente, as laminulas foram retiradas dos pogcos, montadas com
Entellan® em laminas histolégicas e examinadas ao microscépio 6ptico Nikon
Eclipse 50i em objetiva de 100x com 6leo de imersdo. Foram contadas 100 células
por laminula por grupo, em que foi determinado o numero de células que
fagocitaram e o numero de células que fagocitaram mais que 4 particulas de
zimosan (Figura 3). Esses numeros foram expressos como porcentagem de
fagocitose e capacidade fagocitica (CF= n° de células que fagocitaram mais que 4
particulas/100), respectivamente. Os experimentos foram feitos em triplicata e foram

repetidos pelo menos 2 vezes.
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Figura 3 - Macrofagos peritoneais residentes ap0s estimulacdo da

fagocitose por zimosan A. Na fotomicrografia esta representado macrofagos
peritoneais em cultura apés estimulacdo da fagocitose. Circulo: células que

fagocitaram mais que quatro particulas. Aumento de 1000x.

4.10 Analise estatisica

Os dados foram analisados utilizando o
confeccdo dos gréficos foi utilizado o prog
versdao 5.00 (GraphPad Prism Softwar

teste t de Student. Para as analises e
rama de computador GraphPad Prism

e, Inc.). Os valores obtidos foram

considerados significativos quando p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1Efeito do GH sobre a morfologia de macréfagos peritoneais

A partir da observacao microscopica dos aspectos morfolégicos de macréfagos
peritoneais foi possivel observar alteragbes na morfologia das células quando
tratadas com GH nas concentracfes de 20 e 200 ng/mL, nos tempos de 12 e 24
horas, quando comparadas aos controles.

Como mostrado na figura 4, no periodo de 12 horas, as células tratadas com
GH na concentracdo de 20 ng/mL apresentaram forma arredonda com citoplasma
abundante contendo vacuolos e com nucleo grande excéntrico em forma de rim. As
células tratadas com o horménio na concentracdo de 200 ng/mL apresentaram
formas variadas, algumas arredondas com citoplasma abundante contendo vacuolos
e muitas fusiformes com projecdes citoplasméticas. As células ndo tratadas se
mostraram menores, com citoplasma escasso e poucas possuiam projecdes
citoplasmaticas. Quando as células foram tratadas por 24 horas, nas concentracées
de 20 e 200 ng/mL se apresentaram fusiformes ou estreladas com projecdes
citoplasmaticas irregulares, grandes e numerosas quando comparadas as células

nao tratadas.
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Figura 4 — Aspectos morfolégicos de macréfagos peritoneais residentes. As
fotomicrografias representam a morfologia das células quando foram tratadas com GH
nas concentracbes de 20 e 200 ng/mL, nos tempos de 12 e 24 horas. Células nao
tratadas foram utilizadas como controle. Primeira e terceira linha: aumento de 400x;

segunda e quarta linha: aumento de 1000x.
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5.2Efeitos do GH na deposicao de glicoproteinas da MEC por macrofagos

Culturas de macréfagos peritoneais residentes tratadas ou ndo com GH foram
submetidas ao ensaio de imunofluorescéncia indireta para avaliacdo da deposicéo
de glicoproteinas da MEC, fibronectina e laminina, em sua superficie. Em relagédo a
deposicao de laminina, quando as células foram tratadas com GH por um periodo de
6 horas, observou-se que o horménio na concentracdo de 200 ng/mL foi capaz de
aumentar a deposicao desta glicoproteina pelos macréfagos quando comparado as
culturas ndo tratadas. No periodo de 12 horas, foi visto que o GH nas concentracdes
de 20 e 200 ng/mL aumentou a deposicdo de laminina pelos macréfagos em
comparacao aos controles, sendo esse aumento de maneira dose dependente.
Quando as células foram tratadas pelo periodo de 24 horas, a producdo basal
encontrava-se diminuida em relacdo aos outros periodos estudados, contudo, foi
possivel observar um discreto aumento na deposi¢cdo de laminina nos macréfagos
tratados com GH na concentracdo de 200 ng/mL quando comparado aos controles
(Figura 5).

Conforme apresentado na figura 6, quanto a deposicao de fibronectina sobre a
superficie dos macrofagos, foi visto que o tratamento com GH nas concentracdes de
20 e de 200 ng/mL, pelo periodo de 6 horas, aumentou a deposicdo desta
glicoproteina quando comparado aos macrofagos néo tratados. No tratamento pelo
periodo de 12 horas, foi observado que o GH aumentou a deposicdo de fibronectina,
em ambas as concentracdes estudadas, sendo esse aumento mais evidente nas
células que foram tratadas com GH, na concentracdo de 20 ng/mL. No entanto,
guando os macréfagos foram tratados por 24 horas, foi observada uma diminuicéo
na produgédo basal da fibronectina, contudo ainda houve um aumento sutil desta
glicoproteina quando os macrofagos foram tratados com GH na concentracdo de
200 ng/mL.
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Figura 5 — Deposicdo de laminina por macréfagos peritoneais residentes. As
laminina por macréfagos através de

6 horas

12 horas

24 horas

fotomicrografias mostram a deposicdo de
imunofluorescéncia. As células foram tratadas com GH nas concentracdes de 20 e 200

ng/mL, nos tempos de 6, 12 e 24 horas. Células ndo tratadas foram utilizadas como

controle. Inserto: controle negativo. Aumento de 400x.
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Figura 6 — Deposicdo de fibronectina por macrofagos peritoneais residentes. As
fotomicrografias mostram a deposicdo de fibronectina por macréfagos através de
imunofluorescéncia. As células foram tratadas com GH nas concentracfes de 20 e 200

ng/mL, nos tempos de 6, 12 e 24 horas. Células ndo tratadas foram utilizadas como

controle. Inserto: controle negativo. Aumento de 400x.
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5.3Efeitos do GH sobre a expressédo de integrinas por macroéfagos

Uma vez que o tratamento com GH demonstrou influenciar a producéo de
laminina e fibronectina pelos macréfagos, despertou-se o interesse de avaliar a
expressao dos receptores para tais moléculas na superficie das células. Para isso,
macréfagos em cultura tratados com GH nas concentracfes de 20 e 200 ng/mL,
pelos periodos de 6, 12 e 24 horas, foram submetidos a analise citofluorimétrica
para as integrinas Mac-1 (auB2), VLA-5 (asB;) e VLA-6 (aePB1), receptores para as
moléculas da MEC, sendo os dois ultimos os receptores para as glicoproteinas
fibronectina e laminina, respectivamente.

Assim, foi possivel observar que no periodo de 6 horas, as culturas tratadas
com GH na concentracédo de 200 ng/mL apresentaram um aumento no percentual de
células que expressam a cadeia alfa da integrina Mac-1, CD11b. Enquanto que nos
demais tempos de tratamento e nas concentragbes estudadas, ndo foi vista
nenhuma alteracdo no percentual de macréfagos que expressam CD11b como
também para os outros receptores estudados em relacdo aos seus respectivos
controles (Tabela 1).

Quando foi analisada a média de intensidade de fluorescéncia emitida pelas
células dos diferentes grupos nenhuma alteracéo foi observada nos tratamentos por
6 e 12 horas (Figuras 7 e 8), contudo quando os macrofagos foram tratados por 24
horas houve um aumento na média de fluorescéncia para a molécula CD11b e uma
diminuicdo para a molécula CD49f (cadeia alfa da integrina VLA-6), nas células
tratadas com 200 ng/mL de GH, n&o sendo observada nenhuma alteragdo na média
de fluorescéncia para a molécula CD49e (cadeia alfa da integrina VLA-5) em relacéo

aos seus respectivos controles (Figura 9).
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Tabela 1 — Expresséo de integrinas por macréfagos peritoneais tratados com GH.
Os macrofagos tratados in vitro com GH nas concentracdes de 20 e 200 ng/mL, pelos
periodos de 6, 12 e 24 horas foram submetidos a andlise da expressao de integrinas
por citometria de fluxo. Na tabela esta expresso o numero percentual médio de células

que expressam as cadeias alfa das integrinas Mac-1, VLA-5 e VLA-6.

Grupos Mac-1 (CD11b) VLA-5 (CD49e)  VLA-6 (CD49f)
6 horas
N&o-tratadas 89,87 £ 0,42 91,46 + 0,69 78,38 + 10,28
GH 20 ng/mL 90,78 £ 0,56 90,95 + 0,47 71,11 + 1,18
GH 200 ng/mL 92,13 +0,27* 90,93 +£ 0,92 70,18 + 1,45
12 horas
Nao-tratadas 98,06 +£ 0,18 92,24 + 0,26 77,24 £2,.21
GH 20 ng/mL 98,24 + 0,32 91,56 + 0,52 75,22 + 1,22
GH 200 ng/mL 98,58 £+ 0,21 91,65+ 0,21 72,40 £ 1,07
24 horas
Nao-tratadas 99,53+0,11 99,74 + 0,05 98,00 + 0,24
GH 20 ng/mL 99,40 £ 0,16 99,73 +0,13 98,55 + 0,30
GH 200 ng/mL 99,18 + 0,05 99,89 + 0,02 97,73+0,21

Os valores estao expressos como média + EPM. (*)= p< 0,05 em relagédo ao grupo néo tratado,

n=3 por grupo.
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Figura 7 - Intensidade da fluorescéncia para as integrinas expressas na superficie de

macrofagos peritoneais tratados com GH por 6 horas. Os macro6fagos tratados in vitro com GH nas
concentracdes de 20 e 200 ng/mL, pelo periodo de 6 horas, foram submetidos a analise da expressao
de integrinas por citometria de fluxo. Nos histogramas estéo representadas as médias de intensidade
de fluorescéncia para as cadeias alfa das integrinas Mac-1, VLA-5 e VLA-6 (vermelho cheio) e do
controle Ig (preto vazado) de um experimento representativo. Em negrito, a direita, esth expressa a

média por grupo de tratamento.
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Figura 8 - Intensidade da fluorescéncia para as integrinas expressas na superficie de

macrofagos peritoneais tratados com GH por 12 horas. Os macrofagos tratados in vitro com GH
nas concentragbes de 20 e 200 ng/mL, pelo periodo de 12 horas, foram submetidos a andlise da
expressao de integrinas por citometria de fluxo. Nos histogramas estéo representadas as médias de
intensidade de fluorescéncia para as cadeias alfa das integrinas Mac-1, VLA-5 e VLA-6 (vermelho
cheio) e do controle Ig (preto vazado) de um experimento representativo. Em negrito, a direita, esta

expressa a média por grupo de tratamento.
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Figura 9 - Intensidade da fluorescéncia para as integrinas expressas na superficie de

macrofagos peritoneais tratados com GH por 24 horas. Os macrofagos tratados in vitro com GH
nas concentragbes de 20 e 200 ng/mL, pelo periodo de 24 horas, foram submetidos a andlise da
expressao de integrinas por citometria de fluxo. Nos histogramas estdo representadas as médias de
intensidade de fluorescéncia para as cadeias alfa das integrinas Mac-1, VLA-5 e VLA-6 (vermelho
cheio) e do controle Ig (preto vazado) de um experimento representativo. Em negrito, a direita, esta
expressa a média por grupo de tratamento. (*) p< 0,05 em relacdo ao controle nao tratado. n=3.
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54 Andlise dos efeitos do GH sobre aspectos funcionais de

macrofagos peritoneais residentes

541 Efeitos do GH na adeséao célula-matriz extracelular

Macrofagos peritoneais tratados in vitro com GH foram submetidos a
ensaios de adesdo as moléculas de matriz extracelular, laminina e fibronectina, com
de objetivo de investigar se o horménio era capaz de modular essa funcdo nas
células em estudo. Assim, foi possivel verificar que as células tratadas com GH, na
concentracdo de 200 ng/mL, por um periodo de 6 horas, apresentaram uma
diminuicdo na adesdo a laminina quando comparado ao seu respectivo controle
(Figura 10A). Quando as células foram tratadas por 12 horas foi observada uma
reducdo na adesdo dessas a laminina, em ambas as concentracfes estudadas,
semelhante ao fenbmeno que pode ser visto quando as células foram permitidas a
aderir a BSA, uma molécula ndo relacionada a adeséo (Figura 10B). Por outro lado,
nao foi observada nenhuma alteracdo na adesdo a fibronectina, nas condicdes
estudadas, nos grupos tratados em relacdo aos seus respectivos controles (Figuras
10A e 10B). Porém, quando foi comparada a adeséo a fibronectina em relagcédo a
adesdo a BSA e a laminina, observou-se um aumento significativo na adesdo dos
grupos tratados com GH, na concentracdo de 200 ng/mL pelo periodo de 6 horas e

em ambas as concentracdes pelo periodo de 12 horas (Tabela 2).
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Figura 10 — Adeséao in vitro de macrofagos peritoneais tratados com GH. Os
macréfagos peritoneais tratados in vitro com GH, nas concentracdes de 20 (cinza) e
200 ng/mL (preto) foram permitidos aderir em superficies revestidas com laminina (LN),
fibronectina (FN) ou BSA. Células ndo tratadas mantidas nas mesmas condi¢Ges foram
utilizadas como controle (CTR; branco). Nos graficos estao representadas as médias de
absorbancia em 540 nm do corante cristal violeta apos adeséo das células. Em A esta
representado o tratamento por 6 horas e em B o tratamento por 12 horas. (*) p=0,04
em relacdo ao controle LN no tratamento por 6 horas; (*) p <0,03 em relacdo ao

controle BSA e (#) p < 0,05 em relagcdo ao controle LN no tratamento por 12 horas.
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Tabela 2 — Adeséao in vitro de macrofagos peritoneais tratados com GH. Os macréfagos
peritoneais tratados in vitro com GH, nas concentracdes de 20 e 200 ng/mL pelos periodos
de 6 e 12 horas foram permitidos aderir em superficies revestidas com laminina (LN),
fibronectina (FN) ou BSA. Na tabela estdo expressos os valores de significancia (p) quando

os grupos foram comparados através do teste t de Student.

Grupos Tratamentos
CTR GH 20 ng/mL | GH 200 ng/mL
6h 12 h 6 h 12 h 6 h 12 h
BSA vs Laminina 0,21 0,40 | 0,61 0,01 0,39 0,05
BSA vs Fibronectina 0,74 0,18 | 0,50 | 0,0003 | 0,01 | 0,005
Laminina vs Fibronectina 0,73 0,61 | 0,23 | 0,0004 | 0,002 | 0,03

5.4.2 Efeitos do GH na migracéo in vitro de macrofagos

Macréfagos peritoneais sob o estimulo do GH foram permitidos a migrar
através de uma membrana de policarbonato contendo poros de 8 um de diametro,
em diferentes tempos de tratamento. Nessas condi¢des, foi verificado um aumento
no numero de células migrantes quando os macréfagos foram tratados com GH na
concentracdo de 200 ng/mL, na migragéo por 6 horas, quando comparado as células
nao tratadas. Quando as células foram permitidas a migrar por 12 horas sob
estimulo do GH, na mesma concentracéo, foi observada uma redugéo significativa
no numero de células migrantes em relacdo as células que ndo foram tratadas
(Figura 11).
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Figura 11 — Migracdo in vitro de macr6fagos peritoneais residentes tratados com
GH. Macrofagos isolados da cavidade peritoneal foram submetidos ao ensaio de
migracdo em insertos transwell sob o estimulo do GH, nas concentracdes de 20 e 200
ng/mL, durante 6 e 12 horas. Células ndo tratadas foram utilizadas como controle
(CTR). No gréfico esta expressa média + EPM do niumero de macréfagos que migraram
para face inferior da membrana. (*) p= 0,03 em relagdo ao CTR no tratamento por 6

horas; (#) p= 0,01 em relacdo ao CTR no tratamento por 12 horas.

5.4.3 Efeitos do GH na atividade fagocitica de macrofagos peritoneais

Macrofagos peritoneais foram tratados in vitro com GH nas concentragfes de
20 e 200 ng/ml durante 6, 12 ou 24 horas. Ap06s o0s tempos de tratamento, a
fagocitose foi avaliada adicionando 50 pg/mL de zimosan A as culturas. Nessas
condig¢des, foi observado que o tratamento com GH, em ambas as concentracoes e
nos respectivos tempos de tratamento, nao alterou significativamente a porcentagem
de células que fagocitaram como também né&o interferiu na capacidade fagocitica de
macroéfagos peritoneais (Figuras 12A e 12B).
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Figura 12 — Atividade fagocitica de macrdofagos peritoneais tratados in vitro com
GH. Macréfagos peritoneais foram tratados com GH nas concentracdes de 20 (cinza) e
200 ng/mL (preto), pelos periodos de 6, 12 e 24 horas. Apos tratamento, as células
foram submetidas ao ensaio de fagocitose com zimosan A. Células nédo tratadas foram
utilizadas como controle (CTR, branco). Em A esta expresso o numero percentual
médio de macréfagos que fagocitaram as particulas de zimosan A, enquanto que em B
representa a média da capacidade fagocitica dos macrofagos apés estimulo com

zimosan A. Os dados estéo representados pela média + EPM.
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Além de avaliar a atividade fagocitica apos o tratamento in vitro com GH, também
foram realizados ensaios em que camundongos Swiss foram tratados com GH nas
doses de 20 e 200 pg/kg, por via intraperitoneal, por 7 dias conscecutivos. Um dia
apos o utlimo tratamento, macréfagos peritoneais foram coletados, plaqueados e
expostos a 50 pg/mL de zimosan A para estimulacdo da fagocitose. Com isso, foi
possivel observar que o tratamento in vivo com GH, em ambas as doses, aumentou
o percentual de células que fagocitaram particulas de zimosan assim como a
capacidade fagocitica dos macréfagos quando comparados as células obtidas dos

animais tratados com PBS (grupo controle) (Figuras 13A e B).
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Figura 13 — Atividade fagocitica de macr6fagos peritoneais apés tratamento in
vivo com GH. Camundongos Swiss foram tratados com GH nas concentracdes de 20
(cinza) e 200 pg/kg (preto) durante 7 dias consecutivos. Um dia ap6s a Ultima dose,
macro6fagos coletados da cavidade peritoneal foram submetidos a ensaio de fagocitose
com zimosan. Células dos animais tratados com PBS foram utilizadas como controle
(CTR, branco). Em A esta expresso o numero percentual médio de macréfagos que
fagocitaram as particulas de zimosan A em que (***) p<0,0006 em relacdo ao CTR.
Em B esta representada a média da capacidade fagocitica dos macréfagos apos
estimulo com zimosan A, sendo (*) p= 0,01 e (**) p= 0,003 em relacao ao CTR. Os

dados estao representados pela média £ EPM.
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6 DISCUSSAO

Os sistemas nervoso, imune e endoécrino atuam de forma conjunta, através de
um mecanismo de comunicagdo multidirecional que envolve hormonios,
neurotransmissores, citocinas e estruturas anatbmicas que os mantém em contato,
proporcionando a manutencao da homeostase do organismo. Dentre as substancias
que participam dessa interacdo esta o GH, que tem se mostrado um potente
imunomodulador, atuando no desenvolvimento, na atividade e na funcédo de érgaos
e células do sistema imunoldgico (Hattori, 2009). Particularmente, em macrofagos e
mondcitos, estudos ja mostraram que o GH pode modular a producao de citocinas e
guimiocinas, a producdo de ROS e NO, além de atuar como um importante fator
quimiotéatico e quimiocinético de mondcitos (Edwards et al., 1988; Warwick-Davies et
al., 1995a; Kahler et al., 2001; Uronen-Hansson et al., 2003; Sodhi e Tripathi, 2008).
Ainda assim, alguns aspectos da biologia dos macrofagos sob o estimulo do GH néo
foram esclarecidos, por isso no presente estudo foram observados aspectos
importantes da biologia de macréfagos peritoneais quando tratados in vitro e in vivo
com GH.

Primeiramente, foi possivel verificar que o horménio induziu alteracdes
morfolégicas em macréfagos peritoneais em cultura. Essas células, naturalmente, se
apresentam como células grandes (10-30 pm de diametro), irregulares, com
citoplasma basdfilo, ndcleo ovoide e excéntrico, em forma de rim e, em geral, ndo
apresentam nucléolos (Gartner e Hiatt, 2003). Tais caracteristicas permitiram a
identificacdo dessas células em cultura. Quando os macréfagos estao ativados, eles
apresentam uma morfologia caracteristica, com numerosos vacuolos, aumento de
projecdes citoplasmaticas, citoplasma e ndcleo fracamente corados. Além disso,
macrofagos ativados apresentam a membrana plasmatica repleta de ondulacoes,
aumento na adesdo e espraiamento, aumento de enzimas lisossomais, indugao da
sintese de DNA e aumento da atividade bactericida (Cleary et al., 1999). Neste
estudo, algumas dessas alteracbes estavam presentes nas células quando foram
tratadas com GH nas concentracdes de 20 e 200 ng/mL, nos tempos de 12 e 24
horas, em que foi possivel observar células com citoplasma abundante, ndcleo

grande e algumas com projecdes citoplasmaticas.
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Alteragdes morfolégicas semelhantes foram descritas em macréfagos murinos da
linhagem RAW 264.7 em que as células tratadas com GH, nas concentracfes de 4,8
e 48 ng/mL, apresentaram alteracfes na sua forma, com projecdes citoplasmaticas
uni e bipolares, formatos irregulares e cromatina pouco condensada quando
comparadas aos controles (Smith et al., 2000). Contudo, as mudancas na morfologia
descrita no presente estudo foram observadas nas primeiras 12 horas de tratamento
diferente do estudo realizado por Smith e colaboradores (2000), em que as
alteracdes foram observadas apoOs o tratamento por 24 horas. Outros dados da
literatura mostraram que o tratamento com GH, em altas concentracdes, durante 30
minutos, foi capaz de provocar mudancas na morfologia de neutrofilos caninos
quando estes foram pré-tratados com IL-8 (Petersen et al., 2000).

Outro aspecto analisado neste trabalho foi a acdo do GH sobre a deposicao
de moléculas da MEC por macréfagos peritoneais. A MEC €& um complexo de
moléculas, constituido de 4gua, proteinas e polissacaridios, produzido pelas células,
gue atuam na sustentacdo, diferenciacdo e homeostase dos diferentes tecidos e
orgaos do organismo (Frantz et al., 2010). Os dados obtidos no presente trabalho
mostraram que macréfagos peritoneais sdo habeis em produzir moléculas da MEC,
fibronectina e laminina, estando de acordo com varios dados da literatura que
demonstram nao somente a producdo dessas moléculas, mas também de colageno
por essas células (Johansson et al., 1979; Alitalo et al., 1980; Wicha e Huard, 1983;
Vaage e Lindblad, 1990).

Foi observado que o tratamento in vitro com GH, nas condi¢cdes estudadas, foi
capaz de aumentar a deposicdo de fibronectina por macréfagos peritoneais. Essa
molécula é uma glicoproteina adesiva componente da matriz extracelular, abundante
na maioria dos tecidos do corpo, sendo sua principal funcéo a adesao das células ao
intersticio do tecido, atuando via receptores presentes na superficie das células.
Além disso, a fibronectina também atua no controle do crescimento, migracao,
diferenciacdo e sobrevivéncia das células, sendo a sinalizagdo para essas acdes
realizada através de integrinas presentes na superficie celular (Yi e Ruoslahti, 2001).
A fibronectina tem um papel revelante na funcéo de macréfagos em que ja foi visto
que esta glicoproteina € capaz de estimular a producdo do fator de crescimento
celular, aumenta a expresséo de receptores Fc e forma uma cobertura sobre restos

celulares, facilitando a fagocitose (Mosher, 1984). Ainda, a fibronectina produzida
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por macrofagos alveolares, em lesbes do parénquima pulmonar, é um fator
guimiotatico para fibroblastos (Rennard et al., 1981).

Dados da literatura mostraram que substancias que atuam na ativacdo de
macrofagos durante o processo inflamatorio podem atuar sobre a producdo de
fibronectina. O IFN-y, a principal citocina ativadora de macrofagos, € capaz de
aumentar a sintese e a secre¢cdo dessa molécula de MEC por macrofagos
peritoneais primados (Cofano et al., 1984). Em outros estudos, foi visto que as
citocinas IL-1a, IL-6 e TNF-a sdo capazes de aumentar a producao de fibronectina
por mondcitos humanos (Kitamura et al., 2000). Além disso, um trabalho recente
demonstrou que a fibronectina é produzida por células imunes de perfil de resposta
inflamatoéria Th;, destacando a importancia dessa molécula em processos
inflamatérios (Sandig et al., 2009). De acordo com os dados obtidos no presente
trabalho, € possivel que o GH atue como um agente pro-inflamatério sobre os
macrofagos, induzindo a producéo de fibronectina de forma semelhante as citocinas
acima relatadas.

O GH também foi capaz de aumentar a deposicdo de laminina por
macréfagos peritoneais. A laminina € uma glicoproteina adesiva presente
principalmente na membrana basal dos tecidos de revestimento e, assim como a
fibronectina, é capaz de modular a sobrevivéncia, migracéo e diferenciacéo celular
pela sua interacdo com integrinas. Estudos mostraram que a laminina é expressa na
superficie de macréfagos peritoneais e que interfere na adesao, fagocitose,
citotoxidade e na migracdo de macrofagos e mondcitos (Shaw e Mercurio, 1989;
Pedraza et al., 2000).

Os dados apresentados neste estudo somam-se a investigacdes anteriores em
que foi vista a acdo do GH sobre a producdo de MEC. No trabalho de de Mello-
Coelho e colaboradores (1997), o tratamento in vitro com GH aumentou a producéo
de MEC por células epiteliais timicas. Em concordancia com esses dados, foi
observado um aumento na deposicdo de laminina e fibronectina em timos de
camundongos transgénicos para GH, como também nos timos de camundongos
tratados in vivo com esse horménio (Smaniotto et al., 2005).

Os macrofagos migram através dos tecidos com o auxilio das moléculas de
adesdo presentes em sua superficie que, por sua vez, se ligam a moléculas da

matriz extracelular. Os eventos resultantes dessa interacdo sao essenciais para a
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funcdo dos macrofagos na defesa do organismo e no reparo tecidual (Juliano e
Haskill, 1993). Dentre as moléculas de adesdo que participam dessas interacdes
estdo as integrinas. Essas moléculas compfem uma familia de receptores
transmembranares heterodiméricos formados por duas cadeias, a e B, associadas
atraves de ligac6es ndo-covalentes (Gahmberg et al., 1997).

As integrinas sdo receptores que atuam na adesédo entre as células, na adesao
das células com a matriz extracelular e na adeséo entre as células e os patdégenos,
agindo diretamente na transmigracdo de leucdcitos, na migracao celular nos tecidos,
na formacao das sinapses imunologicas e na fagocitose (Luo et al., 2007). Esses
receptores podem ainda transduzir sinais para dentro da célula que atuam no
rearranjo do citoesqueleto, na transcricdo génica, no movimento, proliferacdo e
sobrevivéncia da célula e na ativacdo de funcbes celulares especificas (Berton e
Lowell, 1999). Esse grupo de receptores se divide em subfamilias, de acordo com os
tipos de cadeia B, que podem estar associadas a diferentes tipos de cadeia q,
criando uma diversidade de receptores que amplia a possibilidade de interacdes
com diferentes ligantes (Humphries et al., 2006).

Tendo em vista que o tratamento com GH alterou a producédo de fibronectina e
laminina por macréfagos, a proxima etapa deste estudo foi avaliar a expressao das
integrinas que atuam como receptores para estas glicoproteinas, em macréfagos
peritoneais tratados in vitro com GH. Uma das integrinas analisadas foi a auf3, ou
Mac-1 (CD11b/CD18). Ela pertence a subfamilia das integrinas B, e é expressa em
mondcitos, macréfagos, neutrofilos e células NK (Gil et al., 2009). E uma integrina
conhecida por ter uma variedade de ligantes, dentre eles pode-se destacar o
fragmento iC3b do complemento, a fibronectina, a laminina, o colageno, o
fibrinogénio e a molécula de adesao intracelular -1 (ICAM-1) (Rosales e Juliano,
1995; Lishko et al., 2003). Estudos tém mostrado que a Mac-1 esta envolvida na
migracdo de macrofagos para os vasos linfaticos durante processos inflamatorios
como também medeia a internalizacdo de patdégenos por essas células (Cao et al.,
2005; Oliva et al., 2008; Gil et al., 2009).

Foi verificado que aproximadamente 90% dos macrofagos peritoneais residentes
utilizados neste estudo expressavam a Mac-1, semelhante ao apresentado no
trabalho de Ho e Springer (1982) em que foi encontrado um percentual de 86% de

macrofagos positivos para esta integrina. Quando os macréfagos foram tratados
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com GH, na concentragéo de 200 ng/mL, este percentual foi de 92%, nas primeiras
6 horas de tratamento. No tratamento por 24 horas, apesar de nao ter havido
alteracdo significativa no percentual de células, a média da intensidade de
fluorescéncia foi maior nos macréfagos tratados com GH, na concentracdo de 200
ng/mL, em comparacdo com o0s controles. Essas observa¢cées mostram que o GH
induz a expressao da Mac-1, corroborando com estudos anteriores em que foi visto
um aumento na expressao da integrina em neutrdfilos tratados in vitro e in vivo com
GH (Inoue et al., 1998; Petersen et al., 2000).

Outra integrina avaliada foi a agB; (CD49f/CD29) ou VLA-6, a qual possui a
laminina como um de seus ligantes. Estudos mostraram que essa integrina esta
envolvida na adesdo e na migracdo de macréfagos frente a laminina (Shaw et al.,
1993; Shaw e Mercurio, 1994).

No presente estudo, foi observado que macréfagos peritonais residentes
expressavam o VLA-6, contudo tanto o percentual de células que expressavam o
receptor quanto a sua média de intensidade de flourescéncia foi menor em relacéo
aos outros receptores estudados. Quando as células foram tratadas com GH, na
concentragdo de 200 ng/mL, a expressao do VLA-6 foi ainda menor do que o seu
respectivo controle. Esse dado se mostra controverso uma vez que foi verificado que
o horménio, nessa mesma concentragdo, aumentou a deposi¢do de laminina por
macrofagos. Todavia, ja foi demonstrado que a integrina Mac-1 é capaz de se ligar a
laminina (Lishko et al., 2003). Assim, é possivel que o aumento na deposicao de
laminina observado em macrofagos tratados com GH seja em consequéncia de sua
interacdo com a Mac-1, integrina que teve sua expressao aumentada pelo GH, como
ja demonstrado anteriormente.

Ao contrario das outras integrinas estudadas, a integrina VLA-5 (0eB;
CD49e/CD29), receptor para fibronectina, ndo teve a sua expressao alterada pelo
GH, apesar do tratamento com o horménio ter aumentado a deposicdo de
fbronectina na superficie dos macrofagos. De forma semelhante, nos estudos
realizados por Smaniotto e colaboradores (2005) foi demonstrado que o GH néao
alterou a expresséao das integrinas VLA-4, VLA-5 e VLA-6 na superficie de timocitos,
embora tenha sido observado um aumento na deposicdo de laminina no

microambiente timico.
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A adesdo das células a MEC €& mediada por moléculas de adesdo e seus
ligantes, constituindo um dos eventos iniciais do processo de migracdo celular.
Sabendo-se que o GH foi capaz de modular tanto a expressdo de moléculas de
adesao quanto a deposicéo de glicoproteinas da MEC em macrofagos peritoneais,
foi proposto avaliar a adeséo dessas células frente a laminina e a fibronectina apés
tratamento in vitro com GH.

Dessa forma, foi observado que macréfagos peritoneais utilizados neste trabalho
possuiam uma maior aderéncia a fibronectina em comparac¢do com a laminina e com
o controle BSA. Em outros estudos ja foi visto que mondcitos e macréfagos aderem
preferencialmente a superficies revestidas com fibronectina do que em
revestimentos de laminina (Mercurio e Shaw, 1988; Shaw e Mercurio, 1989).
Quando as células foram tratadas com GH, pelo periodo de 6 horas, na
concentragdo de 200 ng/mL, foi observada uma diminuicdo na adesdo dos
macrofagos a laminina. Resultados semelhantes foram observados quando os
macrofagos foram tratados por 12 horas com GH em que tanto a adesdo a laminina
guanto a BSA estava reduzida, em ambas as concentracfes estudadas. Esses
dados indicam uma possivel regulacdo negativa do GH sobre a adesdo dos
macréfagos nesses substratos. Corroborando com esses dados, Bauvois e
colaboradores (1996) demonstraram uma reducdo na adesdo de mondcitos
humanos a laminina apés o tratamento com IFN-y por 24 horas. Por outro lado, no
estudo de Shaw e Mercurio (1989), o IFN-y como também o LPS aumentou a
aderéncia de macréfagos peritoneais em superficies revestidas com laminina.

O tratamento com GH pelos periodos de 6 e 12 horas ndo alterou a adeséo dos
macrofagos a fibronectina quando comparado aos seus respectivos controles. Da
mesma forma que nao foi observada nenhuma alteracdo na expressdo de seu
receptor de superficie, o VLA-5 (CD49e/CD29; asB;). Dados anteriores ja haviam
demonstrado que o GH néo interfere na aderéncia de mondcitos a fibronectina
(Warwick-Davies et al., 1995b). De modo semelhante, o trabalho de Shaw e
Mercurio (1989) mostrou que tanto o IFN-y quanto o LPS nao tém efeito sobre a
adesdo de macrofagos a fibronectina. Esses Ultimos autores acreditam que a
adesao a fibronectina seja constitutiva em macrofagos, ndo sendo necessario um
estimulo ou uma ativacao prévia, diferente do que foi demonstrado para a adeséo a

laminina.
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Uma andlise mais detalhada do fenbmeno mostrou que as células tratadas com
o GH apresentaram uma melhor aderéncia a fibronectina em comparagcdo a adesao
a laminina e a BSA, indicando uma modulacao positiva do hormdnio sobre a adeséao
de macrofagos a fibronectina. Estudos futuros utilizando bloqueadores para os
receptores desses substratos podem auxiliar na elucidagédo do mecanismo existente
no processo de adesdo dos macrofagos frente as moléculas de matriz extracelular
apos tratamento com GH.

Durante a vigilancia imunolégica, os macrofagos migram pelos tecidos,
removendo particulas estranhas e células mortas. Os macrofagos também sé&o
recrutados para sitios de inflamacdo onde atuam na eliminacdo de patdgenos, de
células infectadas e na resolucdo do processo inflamatoério. Essa movimentacao
celular é mediada pela interacdo dos macréfagos com quimiocinas, fatores de
crescimento, horménios e produtos microbianos como o LPS. Estudos anteriores
haviam demonstrado que o GH é capaz de atuar como um fator quimiotético e
quimicinético em mondcitos humanos e em neutrofilos (Petersen et al., 2000; Kéhler
et al., 2001). Todavia, ainda ndo ha dados na literatura que mostram a acéo desse
horm&nio sobre a migracdo de macrofagos residentes.

Assim, utilizando um modelo in vitro de migracdo em insertos transwell, foi
possivel observar que macrofagos peritoneais residentes tratados com GH, pelo
periodo de 6 horas, na concentracdo de 200 ng/mL, apresentaram um aumento no
namero de células migrantes. Diferentemente, o tratamento com o GH pelo periodo
de 12 horas, na mesma concentracdo, diminuiu a migracdo dos macréfagos. A razédo
pela qual as células responderam de maneira diferente nesse ensaio ainda ndo esta
clara. E possivel que o tratamento mais longo com o horménio provoque um
bloqueio nas vias de sinalizacdo envolvidas na migracdo celular, contudo mais
estudos sdo necessarios para melhor elucidar essa questao.

A funcao principal dos macrofagos é a fagocitose, € através deste processo que
estas células destroem microrganismos e eliminam restos celulares dos tecidos. O
tratamento in vitro com GH néo foi capaz de alterar a fagocitose de macrofagos
peritoneais. Dado semelhante ao demonstrado por Warwick-Davies e colaboradores
(1995b) em que o GH in vitro ndo interferiu na fagocitose de Mycobacterium
tuberculosis por mondcitos. Neste trabalho, os autores sugerem que o hormdnio

pode necessitar de outra substancia ou fator, que ndo esta presente in vitro, que

63



atuando de forma conjunta pode auxiliar o GH a atuar como modulador da resposta
imune in vivo.

Sabe-se que parte das acdes estimuladas pelo GH sdo mediadas indiretamente
pelo IGF-1, que é secretado pelo figado, como também por células do sistema
imune, sob estimulo do GH. Estudos mostram que macrofagos sintetizam IGF-1 e
que a linhagem de macroéfagos murinos J-774, sob estimulo de GH, produz esse
fator de crescimento (Rom et al., 1988; Hochberg et al., 1992; Arkins et al., 1993). O
IGF-1, de modo semelhante ao GH, é capaz de ativar macréfagos para producédo de
anions superoxidos e atua com um fator quimioatraente para macréfagos humanos.
(Edwards et al., 1992b; Furundzija et al., 2010). Diante dessas observacfes, foi
realizado o tratamento in vivo com GH em que foi possivel observar um aumento na
atividade fagocitica de macrofagos peritoneais residentes obtidos de animais
tratados com GH nas doses de 20 e 200 pg/kg durante 7 dias consecutivos. Estes
resultados corroboram com os dados apresentados por Edwards e colaboradores
(1992a) em que o GH in vivo atua sobre macréfagos peritoneais aumentando a

producdo de anions superoxidos e a fagocitose de bactérias.
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7 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Em conjunto, os dados apresentados neste trabalho demonstram que o GH
possui efeitos importantes na fisiologia de macréfagos. O tratamento in vitro com GH
altera a mofologia, aumenta a deposicdo de moléculas da matriz extracelular e
modula a expressdo de integrinas em macrofagos peritoneais. Além disso, 0
horménio interfere em diferentes aspectos da funcédo dessas células. Foi visto que o
GH altera a adesdo de macrofagos as moléculas da MEC, fibronectina e laminina,
como também exerce efeitos distintos na migracédo dessas células, dependendo do
tempo de tratamento. O tratamento in vitro com GH néo interfere na fagocitose
realizada pelos macréfagos, contudo o tratamento in vivo com o horménio é capaz
de aumentar a atividade fagocitica dessas células. Assim, corroborando com outros
estudos existentes na literatura, fica evidente que o GH pode agir na resposta imune
como um ativador de macréfagos, o que contribui para o conhecimento das
interacOes existentes entre 0 sistema imunoldgico e o sistema neuroenddcrino, em
condicdes fisiologicas e patoldgicas.

Para maior compreensdo dos resultados aqui apresentados e buscando
aprofundar o conhecimento sobre os efeitos do GH na fisiologia dos macrofagos,
pretende-se dar continuidade a este estudo com a avaliagdo dos mecanismos
envolvidos na migracdo dos macréfagos frente a moléculas da MEC, sob estimulo
do GH. E, ainda, serdo analisados quais os efeitos do tratamento in vivo com GH
sobre a expressdo de integrinas, na adesdo e na migracdo de macrofagos
peritoneais residentes.
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